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INTRODUCTION GENERALE

Aujourd’hui, les aliments doivent étre siirs, sains et bon marché. Ils doivent étre percus comme
naturels et frais, avec une durée de vie la plus longue possible, tout en conservant leurs qualités
sensorielles et nutritionnelles. Dans ce contexte, de nombreux industriels du secteur agro-
alimentaire souhaitent développer des produits aux propriétés maitrisées pour répondre a la
demande sociale et aux préconisations en matieére de santé publique.

Le Programme National Nutrition Santé (PNNS) préconise, pour les vingt prochaines années, de
réduire la consommation de graisses saturées d’origine animale au profit des graisses d’origine
végétale riches en acides gras mono- (acide oléique) ou polyinsaturés (acides linoléique et a-
linolénique), ceux-ci étant reconnus comme importants dans la prévention de nombreuses
maladies telles que les maladies cardiovasculaires, 'obésité ou certaines formes de cancer. Ces
recommandations prennent non seulement en compte les apports en acides linoléique et a-
linolénique, mais également le rapport entre les deux familles d’acides gras (n-6 et n-3) (Pascal
1996; Martin & Pascal 2001; Jeantet et al. 2006).

A partir du milieu des années 1970, les huiles végétales ont commencé a se substituer aux
graisses animales en tant que source principale de lipides et leur consommation a progressé
depuis au méme rythme que l'augmentation de la population (http://www.cetiom.fr) (Figure
0a.).

Les préconisations en matiére de santé ont joué un grand réle dans cette évolution et, une
grande variété de produits destinés a la consommation humaine (margarines, produits de
boulangerie, produits de confiserie, soupes et huiles de cuisine) ou a d’autres utilisations
(savons, cosmétiques) est aujourd’hui fabriquée a partir d’huiles végétales.

Les huiles les plus consommeées en France sont les huiles de colza, de soja et de tournesol (Figure
0b.) (http://www.cetiom.fr). L’huile de colza a connu une augmentation de sa production de
20% par an entre 1986 et 1993, associée a une progression importante de son utilisation a des
fins alimentaires et non alimentaires. Depuis 1999, elle est la premiére huile consommée en
France, et sa part de marché continue de progresser.

C'est avant tout la composition en acides gras qui différencie les huiles végétales (Figure Oc.)
(http://www.prolea.com).

L’huile de colza est une source d’acide oléique (n-9 ou oméga 9) et d’acides gras indispensables,
I'acide linoléique (n-6 ou oméga 6) et l'acide a-linolénique (n-3 ou oméga 3). L’huile de
tournesol, est riche en acides gras polyinsaturés, en particulier en acide linoléique. Actuellement,
deux types d’huiles de tournesol sont produites : celles issues de variétés conduisant a I'huile
"classique” contenant plus de 60% d’acide linoléique, et celles issues de variétés conduisant a
une huile de tournesol "oléique"”, composée de plus de 80% d’acide oléique et possédant une

plus grande stabilité a I'oxydation et au chauffage. Polyvalentes, les huiles de tournesol sont
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utilisées dans I'industrie alimentaire pour la fabrication des sauces et des assaisonnements, ainsi
que pour la friture et de nombreuses autres préparations. La richesse en acide oléique de
certaines variétés est particulierement recherchée pour la friture en conditions industrielles.

Enfin, 'huile de soja est a la fois riche en acides linoléique, oléique et a-linolénique.
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(adapté de http://www.cetiom.fr). (adapté de http://www.cetiom.fr).
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(adapté de http://www.prolea.com).

Figure 0. Evolution (a) et répartition (b) de la consommation francaise en huiles végétales.
Composition des principales huiles consommeées par les francais (c).

Si les acides gras, sous forme de triglycérides, représentent la tres grande majorité des
constituants des huiles végétales, de nombreux composés quantitativement minoritaires
possedent également des fonctions importantes. Les huiles végétales peuvent en effet étre
sources d’antioxydants (tocophérols, acides phénoliques, flavonoides, co-enzyme Qio), de
phytostérols et de phospholipides, qui sont naturellement présents dans les graines
oléagineuses (Garcia et al. 2003; Boskou 2006). Actuellement, les procédés industriels
d’extraction et de raffinage des huiles ne permettent pas toujours d’extraire ces micro-
constituants d’intérét ou entrainent leur élimination. C’est dans ce contexte que le projet
européen Optim’oils® (FP6 2006-2010), coordonné par I'ITERG et dans lequel AgroParisTech

"y

était partenaire, a proposé d’explorer une nouvelle voie de développement d’huiles "a visée
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santé" qui, outre le fait d’avoir un profil en acides gras intéressant, seraient riches en ces micro-
constituants (http://www.optimoils.com). Pour cela, des optimisations ou des modifications des

procédés classiques d’obtention des huiles raffinées ont été réalisées (Ramli 2010).

Les nutritionnistes recommandent donc d’augmenter la part relative des acides gras
polyinsaturés (AGPI) dans la ration alimentaire. Or, la présence dans les aliments de ces AGPI
pose probleme car ils sont particulierement sensibles a I'oxydation, que ce soit pendant des
traitements thermiques en conditions industrielles ou domestiques ou au cours de la
conservation. L’oxydation des lipides est I'une des causes les plus importantes de détérioration
de la qualité sensorielle et nutritionnelle des aliments. Les réactions qui interviennent dans ce
phénomeéne sont nombreuses et complexes. Ceci s’explique par le nombre important des acides
gras et triglycérides susceptibles de participer a 'oxydation, par la diversité des mécanismes
d’oxydation, par la multitude de réactions de décomposition et de polymérisation qui
interviennent et enfin par le nombre élevé d’agents pro-oxydants et/ou antioxydants qui
modulent les vitesses de ces réactions. De nombreuses méthodes de mesure sont aujourd’hui
disponibles pour suivre 'avancement des réactions d’oxydation des lipides. En revanche, méme
si les principaux mécanismes mis en jeu lors de I'oxydation sont relativement bien connus, il est
quasiment impossible de prédire I'avancement de ces réactions en cas de changement d’un ou
plusieurs facteurs (concentrations initiales en réactifs, température, présence d’'inducteurs de
'oxydation, présence ou ajout d’antioxydants...). Il est donc souvent nécessaire de recommencer
une nouvelle étude de stabilité oxydative pour tout nouveau couple produit/procédé. Disposer
d’outils prédictifs serait une solution efficace pour gérer I'évolution et la stabilité de ces aliments
dont la composition est si sensiblement affectée par ces modifications de température. Les
modeles mathématiques sont utilisés dans des domaines d’application de plus en plus variés.
Formalisant des phénomeénes chimiques, biologiques ou physiques complexes, ils permettent
d’évaluer la validité de certaines hypothéses et fournissent des éléments de compréhension ou
de prédiction sur le phénomene étudié. Hors leurs vertus explicatives, ces modeles sont aussi,
voire surtout, utilisés pour anticiper des événements ainsi que prédire I’évolution d’un systeme

dans des conditions opératoires n’ayant pas été forcément testées expérimentalement.

Dans ce contexte, 'objectif principal de cette thése est de construire un modele mécanistique
ayant pour objet de prédire I'avancement des réactions d’oxydation des acides gras insaturés en
milieu continu dans des conditions expérimentales différentes (température, oxygénation,
composition en acides gras et en antioxydants) ainsi que d’identifier les facteurs-clés de

I'oxydation (facteurs limitants liés aux transferts ou a la réactivité).
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L’ensemble de ce travail est présenté en trois chapitres. Le premier vise a établir I'état de I'art
sur ce sujet. Il résume les mécanismes physico-chimiques et recense les valeurs des parametres
cinétiques des réactions associées a l'auto-oxydation des lipides, depuis l'initiation du
phénomeéne jusqu’a la formation de composés volatils, en présence ou non d’antioxydants. Les
principales méthodes utilisées pour suivre I'avancement de ces réactions d’oxydation dans les
aliments sont également décrites afin d’établir leurs avantages et leurs limites.

La partie expérimentale fait I'objet du second chapitre. Outre la description du dispositif
expérimental de chauffage et des méthodes "classiques” retenues pour suivre 'oxydation des
lipides, une partie importante de ce chapitre est consacrée a la spectroscopie par Résonance
Paramagnétique Electronique (RPE). En effet, I'utilisation de cette méthode a des fins de suivi
des especes radicalaires lipidiques a été développée pour la premiere fois au laboratoire au
cours de cette thése.

Enfin, le troisiéme chapitre est consacré aux résultats de la these et a leur analyse. Une premiere
partie de ce chapitre présente la construction d'un schéma réactionnel visant a détailler
I'ensemble des réactions impliquées dans le phénomeéne d’auto-oxydation. Ensuite, un modeéle
mathématique permettant de décrire 'avancement des réactions d’oxydation est présenté. Un
jeu d’hypotheses est proposé pour décrire la phénoménologie associée. Les résultats prédits par
le modeéle sont comparés aux résultats expérimentaux mesurés lors du chauffage de trois huiles
végétales de grande consommation dans des conditions de température et d’oxygénation
controlées. Une derniére partie est consacrée a la discussion et a I'identification des facteurs clés

de I'oxydation.
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I. ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

I. 1. OXYDATION DES LIPIDES : GENERALITES

Les lipides sont présents dans toutes les matiéres premieres animales et végétales. Ils ont dans
tous les aliments des fonctions nutritionnelles, sensorielles et technologiques (Gunstone 2004).

D’un point de vue nutritionnel, les lipides ont longtemps été considérés essentiellement par
rapport a leur apport énergétique important. Pour prévenir les principales pathologies liées aux
habitudes alimentaires (maladies cardio-vasculaires, diabete, obésité, cancers), la part
recommandée des lipides dans I'apport énergétique chez I'adulte est aujourd’hui de 35 a 40 %
(http://www.anses.fr). Cette fourchette permet d'une part d'assurer la couverture des besoins
en acides gras polyinsaturés (AGPI) non synthétisables par l'homme - c’est-a-dire
indispensables pour la croissance et les fonctions physiologiques - et d’autre part de prendre en
compte la prévention de certaines pathologies. Ainsi pour l'acide linoléique C18:2, précurseur de
la famille des oméga-6, 'apport nutritionnel conseillé (ANC) a été fixé a 4% de l'apport
énergétique. Pour l'acide a-linolénique C18:3, précurseur de la famille des oméga-3, 'ANC a été
fixé a 1% de l'apport énergétique avec un rapport acide linoléique/acide a-linolénique conseillé
inférieur a 5. Pour l'acide docosahexaénoique C22:6 (DHA), un acide gras oméga 3 a longue
chaine considéré comme indispensable car l'organisme humain ne peut en synthétiser en
quantités suffisantes, un ANC a été fixé a 250 mg par jour pour les adultes (www.anses.fr 2011).
Les lipides sont également des vecteurs de vitamines liposolubles (A, D, E, K), de stérols
(cholestérol, phytostérols) et de caroténoides. D'un point de vue technologique et sensoriel, les
lipides participent a la structure des aliments, a leurs caractéristiques sensorielles (onctuosité,

crémeux...) et a leur conservation microbiologique.

Compte tenu de I'ensemble de ces propriétés, les acides gras, et notamment les acides gras
insaturés (Figure 1) sont des composants importants dans de nombreuses formulations
alimentaires. Toutefois, ces acides gras insaturés sont sensibles a 'oxydation. L'oxydation des
lipides est, en effet, I'une des causes principales de détérioration des aliments pendant leur
stockage ou leur cuisson. Elle affecte les huiles et les graisses en I'état, les lipides constitutifs des
aliments, altere les composants liposolubles tels que certaines vitamines et pigments et conduit
également a des détériorations des constituants non lipidiques (Croguennec 2006).

L’oxydation des lipides pose particulierement probléme dans les aliments ou les matiéres
premiéres contenant des AGPI, dans les aliments soumis a des traitements thermiques (friture)
ou encore dans les aliments ayant une grande surface de contact avec 'oxygéne. Elle survient
sans exception dans tous les aliments contenant des lipides oxydables, aussi bien dans les

produits a longue durée de conservation que dans les produits a conservation plus courte, et
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doit étre particuliérement prise en compte lors de la formulation des produits enrichis en acides

gras polyinsaturés.
0 9

HgC\/\/\/\/Z\/\/\/\/COOH

Acide oléique C 18:1, A9 oun-9

13 12 109 COOH
HaC
Acide linoléique C 18:2, A 9,12 ou n-6
16 15 13 12 10 9
HsC — — — COOH

Acide o-linolénique C 18:3, A9,12,15 oun-3
Figure 1. Structure et nomenclature des acides gras insaturés.

L’oxydation des lipides a des conséquences néfastes sur la fonctionnalité des matieres
premiéres, la qualité sensorielle et nutritionnelle des aliments, et engendre des pertes
économiques. La conséquence la plus perceptible de l'oxydation des lipides est I'apparition
d'une flaveur désagréable souvent qualifiée de rance, qui modifie les caractéristiques
sensorielles de l'aliment, donc son appréciation par le consommateur. L'oxydation des lipides
conduit également a une modification de la couleur et parfois de la texture, ainsi qu’a des pertes
en nutriments et micronutriments essentiels (Choe & Min 2009). Enfin, I'oxydation des lipides
peut entrainer la formation de produits d’oxydation potentiellement toxiques (oxycholestérol,
malonaldéhyde, endoperoxydes, acroléine, polyméres de peroxydes) (Stan 1992; Kim & Min

2008; Farhoosh & Esmaeilzadeh Kenari 2009).

Le phénomene d’oxydation des acides gras insaturés est étudié depuis plus d'un demi-
siécle (Labuza & Dugan 1971; Chan et al. 1982; Frankel 1984; Porter & Wujek 1984; Porter
1986; Hsieh et al. 1989). Les principaux mécanismes mis en jeu sont décrits dans la littérature et
les cinétiques et les facteurs de variation globalement bien connus. L’'oxydation des lipides est
une réaction auto-catalytique. Il s’agit d’'un enchainement de réactions radicalaires se déroulant
schématiquement en trois étapes : amorgage, propagation et terminaison. D’aprés Berset (1996),
I'oxydation des acides gras insaturés peut résulter de trois voies réactionnelles, en fonction du
milieu et des agents initiateurs : (i) l'auto-oxydation catalysée par la température, les ions
métalliques, les radicaux libres ; (ii) I'oxydation enzymatique initiée par la lipoxygénase et (iii)
la photooxydation, essentiellement sous UV et en présence de sensibilisateurs, catalysée par

I'oxygene singulet (Figure 2) (Berset & Cuvelier 1996).
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métaux
température
LH = acide gras, triglycéride, phospholipide
sens: sensibilisateur

Figure 2. Schéma général des voies réactionnelles d’oxydation des acides gras insaturés (LH) (adapté
de Berset & Cuvelier 1996)
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Ces trois voies réactionnelles aboutissent a la formation d'une méme famille de composés, les
hydroperoxydes (LOOH). A température ambiante, ces produits sont incolores et inodores, mais
étant instables, en particulier a hautes températures et en présence de métaux, ils se
décomposent en d’autres composés dont certains, volatils, ont une note sensorielle de rancidité

et des perceptions désagréables (Pokorny 2003).

Seul le phénoméne d’auto-oxydation sera abordé dans le paragraphe I. 2, celui-ci étant le plus
probable dans le cas de l'oxydation des lipides a haute température. Il s’agit d’'un processus
complexe qui aboutit a la formation de nombreux composés allant de la formation des produits
primaires de type hydroperoxydes jusqu’a celle des produits terminaux (aldéhydes, composés

cycliques, composés polaires et polymeéres).

Les facteurs qui influencent 'oxydation des lipides sont nombreux. Il s’agit d’'une part de
facteurs intrinseques tels que la composition en acides gras insaturés (concentration et nombre
d’'insaturations), l'activité de l'eau, la présence de pro-oxydants (ions métalliques, hémes,
enzymes) ou d’antioxydants naturels (tocophérols, caroténoides, ...), et d’autre part de facteurs
environnementaux dont les principaux sont la température, la lumiére et la pression partielle en

oxygene (Hsieh et al. 1989).

Les acides gras libres ou estérifiés sous forme de mono- ou diglycérides vont s’oxyder a des
vitesses différentes, et toujours plus rapidement que les triglycérides (Choe & Min 2006).
Toutefois, c’est essentiellement le degré d’insaturation qui détermine la susceptibilité a
I'oxydation des acides gras (Choe & Min 2006; Choe & Min 2009).

L’état physique (solide ou liquide) des triglycérides serait également susceptible d’influencer
leur oxydation via des modifications locales des concentrations des substrats (acides gras
insaturés) ou de I'action d’agents pro- ou anti-oxydants (Calligaris et al. 2005; Okuda et al. 2005;
Calligaris et al. 2007).

Dans les triglycérides, 'oxydabilité des AGPI dépend également de leur position sur le glycérol et
de la longueur de chaine des acides gras voisins (Endo et al. 1997). Un triglycéride avec un AGI
en position 1 ou 3 s'oxydera plus rapidement qu'un triglycéride avec un AGI gras insaturé en
position 2.

Les systémes émulsionnés présentent des cinétiques d'oxydation sensiblement différentes de
celles rencontrées lors de 1'oxydation d'une phase lipidique continue. La dispersion des lipides
favorise leur oxydation via I'augmentation de la surface de contact entre les lipides oxydables et
la phase aqueuse au sein de laquelle se solubilise et diffuse 1'oxygene de l'air et dans laquelle

sont dissous des agents pro-oxydants (Lethuaut et al. 2002).
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Une élévation de température favorise l'oxydation des lipides. L'oxydation des lipides est
d'autant plus rapide que la température est élevée : le départ des hydrogénes allyliques et la
décomposition des hydroperoxydes en produits secondaires sont favorisés. Il est cependant a
noter que la solubilité de 1'oxygéne diminue a haute température et un antagonisme existe donc
entre ces deux facteurs d'influence (Croguennec 2006).

La concentration en oxygene (pression partielle en oxygene) dans l'espace environnant le
produit et dans le produit lui-méme influence la vitesse d'oxydation. Elle intervient également
au niveau de la nature des produits secondaires formés par décomposition des hydroperoxydes.
Son incidence porte donc a la fois sur la durée de conservation du produit et sur la nature des
odeurs pergues quand le produit est oxydé.

Le pH intervient sur le mécanisme d’oxydation des lipides, principalement en modifiant la
solubilité et I'activité des catalyseurs et des inhibiteurs de I'oxydation (Croguennec 2006).
L’activité de I'eau et I'état physique de I'eau influencent fortement la stabilité oxydative d'un
aliment (Rahman et al. 2009). L'eau peut augmenter la vitesse d’oxydation en augmentant la
mobilité des réactants mais peut aussi ralentir cette vitesse en diluant les catalyseurs
d’oxydation, tels que les métaux, et donc en retardant la décomposition des hydroperoxydes.
Certaines molécules naturellement présentes ou ajoutées dans les aliments exercent une action
inhibitrice sur le phénoméne d’oxydation, soit en limitant la propagation des radicaux lipidiques,
soit en controlant I'activité des catalyseurs d’oxydation comme les métaux, les enzymes ou les
photosensibilisateurs. Ainsi, elles retardent ou ralentissent la décoloration ou l'apparition de
flaveurs indésirables dues a l'oxydation des lipides (Ladikos & Lougovois 1990; Croguennec
2006). Les mécanismes d’action des molécules antioxydantes seront détaillés dans le
paragraphe L. 3.

Tous ces facteurs affectent de maniere importante I'oxydation d’'un aliment et il n'est pas
facile de différencier I'effet individuel de chacun de ces facteurs puisque des interactions

existent entre eux (Choe & Min 2006; Choe & Min 2009).

La complexité des réactions mises en jeu et des facteurs susceptibles de moduler ces
mécanismes font que, malgré les nombreux travaux dont elle a fait I'objet, la connaissance des
mécanismes réactionnels de l'oxydation des lipides reste incomplete (Porter et al. 1995;
Pokorny 2003; Gunstone 2004; Frankel 2005). Un état de I'art du mécanisme d'auto-oxydation
des lipides sera réalisé dans le paragraphe suivant, avec 'objectif de développer une vision
exhaustive de ce phénomeéne. L’accent sera porté sur certaines contradictions mises en évidence

dans la littérature, qui ont un impact sur I'évolution des voies réactionnelles.
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I. 2. MECANISMES D’AUTO-OXYDATION DES LIPIDES

I. 2. 1. Mécanisme général

L’auto-oxydation des lipides est connue comme étant un ensemble de réactions radicalaires en
chaine qui se déroulent en trois étapes : l'initiation, la propagation et la terminaison (Labuza &
Dugan 1971; Chan et al. 1982; Frankel 1998; Kamal-Eldin 2003; Gunstone 2004; Choe & Min
2006). Le premier schéma classique du phénomene d'auto-oxydation des acides gras
polyinsaturés (AGPI)a été proposé par Labuzaen 1971 (Figure 3). Méme s’il montre les
principales phases de l'oxydation des AGPI, il reste trés incomplet et son utilisation rend

impossible I'explicitation des phénomenes complexes secondaires.

Initiation IHOZL L+ H

Propagation
— L +0, . LOO

LOO" +L'H > LOOH +L"

Terminaison
LOO" +LOO’ M- produits stables

LOO +L B produits stables
L' +L 3. produitsstables

Figure 3. Schéma général de I'auto-oxydation des acides gras insaturés LH proposé par Labuza en 1971.

Au fur et a mesure des années, grace au développement des méthodes d’analyses
chromatographiques et spectroscopiques, des réactions supplémentaires ont été ajoutées a
ce schéma afin d’expliquer certains aspects mécanistiques du phénoméne d’oxydation (Figure
4).
Initiation LHOI. L+ H
LOOH @ LO + OH
LH+R @ L +RH, ou R =LO oulLOO

Propagation
—>L +0,I LOO

LOO" +L'H - LOOH +L"
|

Terminaison
LOO +LOO [ produits stables

LOO +L & produits stables
L'+l O produitsstables

Figure 4. Schéma de I'auto-oxydation des acides gras insaturés LH (d’aprés Kamal Eldin et al. 2003).
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Cependant, ce nouveau schéma reste insuffisant pour expliquerles cinétiques d’oxydation
observées expérimentalement car il est beaucoup trop simplifié et ne prend pas en compte la
multitude de voies réactionnelles. L'orientation du schéma vers une voie réactionnelle
particuliere va dépendre de la composition en acides gras insaturés et de leurs concentrations,
des mécanismes d'initiation et des catalyseurs ou inhibiteurs présents, de la température, de la
pression partielle en oxygéne, mais aussi du niveau d’instabilité des composés formés qui

peuvent générer des produits secondaires.

Tenant compte de la complexité du phénomene, 1'auto-oxydation des lipides est généralement
étudiée dans des systémes modéles pour lesquels on suit par exemple le changement de la
composition en acides gras insaturés ou la formation des produits d'oxydation dans des
conditions expérimentales définies. La consommation d'oxygéne par un acide gras insaturé
(AGI) jouera alors un réle primordial dans 'avancement des réactions d’oxydation (Figure 5) et
dans la compréhension des étapes élémentaires de 'auto-oxydation des lipides insaturés (Belitz

etal. 2009).

Yo

/ /T

s

"Ilr -'
/)
/

Consommation en oxygéne

Temps

Figure 5. Cinétique d’auto-oxydation d’'un acide gras insaturé mesurée par la consommation en
oxygeéne, en présence d’une concentration en pro-oxydant faible (courbe 1) ou élevée (courbe 2)
(d’apreés Belitz et al. 2009).

Le cas 1 de la Figure 5 met en évidence une phase de latence appelée « période d’induction »
typique de I'auto-oxydation. Lorsque cette période expire, une forte augmentation de la vitesse
de la réaction est enregistrée. Lorsque la concentration en pro-oxydants est importante, on
n’observe en revanche pas de période d’'induction (Figure 5, cas 2).

La durée de la période d'induction et la vitesse d'oxydation dépendent, entre autres, de la nature
des acides gras: plus le nombre d’insaturations sur les acides gras est élevé, plus la vitesse
relative d’oxydation augmente et la période d’induction diminue (Tableau 1).

D’aprés Frankel (1998), dans des systémes purs sans amorceur ajouté, les vitesses relatives
d’oxydation des esters méthyliques des acides gras suivent les rapports de réactivités suivants :

1(C18:1)/40 (C18:2)/98 (C 18:3) (Holman & Elmer 1947; Frankel 1998).
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Tableau 1. Durée des périodes d’induction et des vitesses relatives d’oxydation pour différents acides
gras : acide oléique (C 18 :1), acide linoléique (C 18 :2) et acide a-linolénique (C 18 :3) (d’apreés Belitz
etal. 2009).

Acide gras Période relative Vitesse relative d’oxydation
d’induction (h)

C18:0 - 1

C18:1(A9) 82 100

C18:2(A9,12) 19 1200

C18:3(A9,12,15) 1,34 2500

I. 2. 2. Etapes fondamentales de I’auto-oxydation
I. 2. 2. 1. Initiation

L'initiation du phénomene d’oxydation correspond a la formation des radicaux lipidiques libres.
Le processus d'initiation mis en jeu dans les systemes sujets a I'oxydation n'est pas toujours bien
identifié et fréquemment, dans les schémas de réactions, il est représenté par le symbole "X" ou
"

Plusieurs voies d’initiation du phénomene d’oxydation sont aujourd’hui connues. L'initiation
primaire des radicaux libres correspond a l'initiation de la chalne radicalaire par une action
directe sur la molécule d’acide gras insaturé. Un atome d'hydrogéne labile situé en o d'une
double liaison de la chaine aliphatique insaturée est arraché et unradical libre stabilisé par
résonance est formé (Pokorny 2003). Cette réaction a lieu a des températures élevées qui ont
une énergie suffisante pour rompre les liaisons C-H et former une variété de radicaux alkyles

(Nawar 1969).

LH - L+ + H- (1)
Le départ de 'hydrogene est également facilité par la présence d’ions métalliques.

LH + Me(®D+ — L+ + H* + Men+ (2)

Cette réaction est exothermique et dans le cas de l'ester méthylique de l'acide linoléique,
I'énergie d'activation est de 63 k].mol-1.

L’arrachement de l'atome hydrogene est assez spécifique et survient préférentiellement au
niveau des hydrogenes allyliques pour lesquels I'énergie d’activation de la liaison C-H est la plus
faible (Tableau 2).

Par exemple, I'élimination d’'un hydrogene a partir d’'un acide gras saturé nécessite une énergie
d’environ 419 k].mol! (Kerr 1966). A partir d’'un acide gras insaturé, cette énergie est différente

en fonction du positionnement de I'’hydrogéne. Les hydrogénes en position 11 (Figure 1) de
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I'acide linoléique sont ceux qui sont les plus faciles a arracher en raison de la présence d'une
double liaison de part et d’autre du CH,. L’énergie nécessaire n’est que de 272 k].mol! (Kerr

1966).

Tableau 2. Energie nécessaire pour arracher un atome d’hydrogéne d’une chaine aliphatique
(d’apreés Kerr 1966).

Energie de liaison

(k].mol?)
H-CH=CH 431
H-CH»-CH,-CH3 419
H-CH:-CH=CH: 356
R-HCH-CH=CH-CH-CH3 322
R(CH,=CH)-HCH-CH; 310
R-CH=CH-HCH-CH=CH-CH3 272
ROOH 377

Est indiqué en bleu le site préférentiel d’arrachement de ’hydrogéne.

L’initiation secondaire des radicaux libres correspond a l'initiation de la chalne radicalaire a
partir des molécules d’hydroperoxydes initialement présentes dans le systeme. Les
hydroperoxydes sont des composés instables qui, a haute température, se décomposent, par
scission homolytique, en deux types de radicaux libres : les radicaux peroxyles (LOO*) (réaction
3) et les radicaux alkoxyles (LO*) (reaction 4). Ceux-ci peuvent a leur tour propager l'oxydation
ou subir des réarrangements (rupture, cyclisation, polymérisation) (Choe & Min 2006; Choe &

Min 2009).

LOOH — LOO* + H (3)
LOOH — LO* + HO* (4)

L’énergie d’activation de la liaison 0-O (157 kJ.mol-1) est plus basse que celle de la liaison O-H
(377- 463 k].mol!) (Kerr 1966; Bensasson et al. 1993) (Tableaux 2 et 3).

Tableau 3. Energies de dissociation homolytique rencontrées dans les lipides (adapté de Bensasson et
al. 1993).

Liaison Energie de liaison
(k].mol?)
Cc=C 612
O-H 463
C-H 412
C-0 360
C-C 348
0-0 157

Un mécanisme bimoléculaire est également possible lorsque la concentration en

hydroperoxydes est tres élevée (réaction 5) (Gordon 1990).

2 LOOH - LOO* + LO* + H,0 (5)
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La scission des hydroperoxydes peut étre catalysée par des métaux comme le fer et le cuivre,
capables d’intervenir sous leurs différentes formes (valences 2 et 3 pour le fer et valences 1 et 2

pour le cuivre). L'énergie d'activation de ces réactions n'est alors plus que de 60 k].mol-1.

LOOH + Me(+)+ - ,0O* + H* Men+ (6a)
LOOH + Men* — LO* + OH- + Me+1)+ (6b)

Si on considere la présence systématique des peroxydes dans les milieux lipidiques naturels, on
pourrait en conclure quela décomposition des hydroperoxydes est la principale source

d'initiation de l'oxydation des lipides.

I. 2. 2. 2. Propagation

I. 2. 2. 2. 1. Propagation via les radicaux L* et LOO*

Le radical alkyle (L°) produit lors de l'initiation primaire se stabilise, pour les AGPI, par
réarrangement intramoléculaire en formant un diéne conjugué.
L’oxygéne triplet 30, dissous dans la phase lipidique ou présent dans I'atmosphére, agit au

niveau des extrémités du systeme 1-4 pentadiene pour former un radical peroxyle (LOO*).
L +302 > LOO* (7)

La réaction directe des acides gras insaturés LH avec la molécule d'oxygéne triplet est tres
improbable puisque 1'énergie d'activation de la réaction est tres forte (Gordon 1990). En
revanche, la réaction d'un radical d’acide gras avec une molécule d’oxygéne est tres rapide
lorsque la teneur en oxygene n’est pas limitante. Sa constante de vitesse est de 'ordre de 3108
M-Ls-1 (Antunes et al. 1996; Denisov 2000; Tavadyan et al. 2007). Le radical peroxyle formé LOO*
cherche a stabiliser sa structure par arrachement d’'un atome d’hydrogene soit sur une autre
chalne insaturée d’acide gras (L'H) (réaction 8), soit sur une molécule d’hydroperoxyde (L’'OOH)

(réaction 9).

LOO* + L’'H - LOOH + L (8)
LOO* + L’OOH — LOOH + L’00 (9)

Selon I’AGPI considéré, le nombre d’hydroperoxydes formés varie (Frankel et al. 1977; Frankel &
Bessler 1979; Frankel 1998). Par exemple, a partir de I'acide oléique, l'initiation provoque le
départ d’'un hydrogene en a de la double liaison, sur les carbones 8 ou 11, et génére deux

radicaux allyliques. L'oxygéene se fixe alors sur un des deux carbones terminaux de ces radicaux
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intermédiaires pour former des 8-, 9-, 10- et 11- monohydroperoxydes oléiques (Tableau 4)
(Figure 6).

Tableau 4. Distribution relative (%) des fonctions hydroperoxydes sur les acides gras insaturés
(adapté de Frankel 1977 ; Frankel et al. 1979 ; Frankel 1998).

8-00H 9-O0H 10-O0H 11-O0H 12-00H 13-O0H 14-O00H 16-0O0H

18:1 (A9)

auto-oxydation 26,4 24,2 22,8 26,6

18:2 (A9,12)

auto-oxydation 1 49 traces traces 49 1

18:3 (A9, 12, 15)
auto-oxydation 33,4 10,2 12,5 43,9

A . y \

0o, 00,
LH ou LOOH LH ou LOOH LH ou LOOH LH ou LOOH
}Ct ouLOO* Flj ou LOO" FE ouL00* ﬁu ou LOO*
OOH N ﬂg_ OOH
9 10
A OOH OOH J_M

9-hydroperoxyde 11-hydroperoxyde 8-hydroperoxyde 10-hydroperoxyde

Figure 6. Mécanisme de formation des 8-, 9-, 10- et 11- monohydroperoxydes a partir de I'acide
oléique (adapté de Frankel 1998).

Dans le cas de 'acide linoléique, le départ d’hydrogene se fait principalement sur le carbone 11
et génere un radical pentadiényle. La fixation de 'oxygene se fera ensuite en positions 9 et 13
(Figure 7) (Tableau 4). Dans le cas de 'acide a-linolénique, 'arrachement de I'hydrogéne se fait
essentiellement au niveau des carbones 11 et 14, avec une fixation d’oxygéne en positions 9, 12,
13 et 16 (Figure 8) (Tableau 4).

Compte tenu des énergies nécessaires pour arracher un atome d’hydrogene d’une chaine
aliphatique, le départ de I'hydrogene dans le cas des acides linoléique et a-linolénique serait
également possible a partir des autres carbones situés en a d'une double liaison (carbones 8 et
14 pour I'acide linoléique et carbones 8 et 17 pour 'acide a-linolénique), mais ce mécanisme est

nettement moins favorisé que ceux indiqués dans les schémas proposés.
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‘00
;:;L__\\v//___\\\ //f___\\v//___<:\
LH ou LOOH LH ou LOOH
I ouLOO" I ou LOO"
HOO, OOH
13
\ - - / 9

13 hydroperoxyde

00’
9

9 hydroperoxyde

Figure 7. Mécanisme de formation des 9- et 13- monohydroperoxydes a partir de l'acide linoléique

(adapté de Frankel 1998).

00 00 00
9 9 15
1o \ T T —\/ 12 - ﬁm
LH ou LOOH LH ou LOOH LH ou LOOH
L ouLOO* L ouLOO" I ouLOO"
OOH OOH OOH
9 9 15
/W - / 12 - - - / 9
16-hydroperoxyde 12-hydroperoxyde 9-hydroperoxyde

p lolo)
//===\\/)F_ﬁ\§//===\\
LH ou LOOH
L ouLOO®
OOH

1:\

13-hydroperoxyde

Figure 8. Mécanisme de formation des 9-, 12-, 13- et 16- monohydroperoxydes a partir de I'acide a-

linolénique (adapté de Frankel 1998).
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Le schéma classique du phénomene d’oxydation définit le processus de propagation comme
ayant lieu exclusivement par arrachement d’hydrogene. En réalité, I'arrachement de I'atome
d’hydrogene par un radical peroxyle LOO* (réaction 8) est une réaction trés lente avec une
constante de vitesse de 'ordre de 36-62 M-1.s'! (Howard & Ingold 1967; Gebicki & Bielski 1981),
et sélective, avec préférence pour les atomes d’hydrogene fixés sur un carbone dont I'énergie
d’activation de la liaison C-H est la plus faible (Tableau 2). Par conséquent, des voies
alternatives, avec des vitesses de réaction plus élevées, peuvent se produire et orienter
différemment les réactions d’oxydation et donc les produits formés. Des réactions de scission,
d’addition et de cyclisation entrent alors en compétition avec les réactions 8 et 9 pour permettre
aux radicaux lipidiques de générer d’autres espéeces radicalaires et produits d’oxydation.

L’arrachement de I'atome d’hydrogéne par un LOO* est favorisé par les températures élevées.
Typiquement, a température ambiante, la constante de vitesse d’arrachement de I'’hydrogéne
par un radical peroxyle est inférieure a 1 M-L.s'! tandis qu’a 65 °C, elle est égale a 103-10* M-1.s1
(Ingold 1969). Lorsqu'un atome d’hydrogene n’est pas immédiatement disponible, les radicaux
LOO* peuvent se réarranger et former un composé cyclique (Chan et al. 1980) (Figure 9). Ceci est
possible dans le cas des acides gras a trois doubles liaisons ou plus. Cette cyclisation a lieu par
I'addition 1,3 du radical peroxyle sur la double liaison voisine en position Z. L’addition de
I'oxygéne génére un second radical peroxyle sur la molécule, qui va ensuite arracher un

hydrogene a un autre acide gras (L’ H) pour former un époxyde (Figure 9).

00 0—o0
| ]

|
VTV VTV — VTV VS

—O
—O

HOT
\VR VAR Vam Vi
Figure 9. Cyclisation des radicaux peroxyles par addition 1,3 et réactivité des produits formés
(d’apreés Chan et al. 1980).
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Cette réaction de cyclisation est rapide (103 s'1) et entre donc en compétition avec les réactions
d’initiation, particulierement dans le cas des acides gras possédant trois doubles liaisons ou plus
(Ingold 1969; Porter et al. 1981; Porter et al. 1995).

Une cyclisation 1-5 peut également se produire pour former des endohydroperoxydes
bicycliques (Figure 10) qui sont des précurseurs du produit d’'oxydation secondaire typique, le

malondialdéhyde (Frankel 2005).
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Figure 10. Cyclisation 1,5 des hydroperoxydes et formation d’endohydroperoxydes bicycliques
(d’aprés Frankel 2005).

I. 2. 2. 2. 2. Propagation via les radicaux LO*

Le transfert des électrons entre les molécules se fait donc toujours par arrachement d’'un atome
d’hydrogene. Cependant, les LOO* ne sont pas les seuls radicaux propagateurs de 'oxydation
(paragraphe 1.2.2.2.1) puisque les radicaux LO* interviennent également. Les radicaux alkoxyles
LO* se forment seulement par dégradation des hydroperoxydes (initiation secondaire). Ils sont
beaucoup plus réactifs que les LOO- et dés que les hydroperoxydes commencent a se dégrader,
les radicaux alkoxyles propagent le phénomeéne d’oxydation en arrachant un atome d’hydrogéne
a la premiere molécule qu’ils rencontrent (réactions 10 et 11). Ills forment alors une large
gamme de constituants volatils ou non volatils. C’est une réaction tres rapide (107 M-1.s1) et

moins sélective que les réactions 8 et 9.

LO* + L’H - LOH + L (10)
LO + L'OOH — LOH + L'00* (11)

Lorsqu'un atome d’hydrogene n’est pas immédiatement disponible, les radicaux LO* peuvent
conduire a la formation d’'un composé cyclique. L’addition 1,2 forme une molécule possédant

une fonction époxyde et un radical époxy-allylique (Figure 11) (Schaich 2005).
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e /A

Ry-HCH=CH-CH=CH-CH-R, ———> R;-HCH=CH-CH-CH-CH-R,

Figure 11. Formation d’un époxyde a partir d’'un radical alkoxyle (d’aprés Schaich 2005).

La cyclisation des radicaux LO* est dominante dans des solvants aprotiques (incluant des lipides
purs) (Van Sickle et al. 1967) ou fortement dispersés sur une surface (Wu et al. 1977), a
température ambiante (Acott & Beckwith 1964; Dix & Marnett 1981; Bors et al. 1987) et dans le
cas d'une pression partielle en oxygene faible (Van Sickle et al. 1967). La température a
relativement peu d'effet sur la cyclisation parce que 1'énergie d'activation nécessaire a ce
réarrangement moléculaire est faible. Ces réactions ont donc lieu dans les lipides purs a
température ambiante, mais une fois que la température augmente, ce sont les réactions de
scission et d’arrachement d’hydrogene qui sont favorisées (Acott & Beckwith 1964; Dix &
Marnett 1981).

La scission des radicaux alkoxyles consiste en la rupture de la liaison C-C en a du carbone
portant la fonction alkoxyle. Elle conduit a la formation des composés carbonylés, typiquement
des aldéhydes, alcanes, cétones, alcools, acides, des lactones et des radicaux lipidiques. Un

schéma simplifié de la scission est proposé sur la Figure 12 (Schaich 2005).

B a
O = cceccccccccmee eescecccscsca=
B [ ) H o
Rl—g—CH—g—Rz —> R; + ﬁ——Rz ou R,CH + R,
0 0 )

Figure 12. Scission des radicaux alkoxyles (d’aprés Schaich 2005).

Les schémas de scission des radicaux LO* pour les différents AGPI seront détaillés dans le
paragraphe . 2. 2. 3 « Décomposition des hydroperoxydes ». Certains des radicaux formés via la
scission vont se réarranger pour former des produits non-radicalaires et d’autres vont propager
le phénoméne d’oxydation. Les fragments insaturés, en particulier ceux possédant une ou
plusieurs double(s) liaison(s), sont sensibles a I'oxydation et vont également contribuer a sa

propagation.
I. 2. 2. 3. Décomposition des hydroperoxydes

Les hydroperoxydes (LOOH) sont les premiers intermédiaires réactionnels suffisamment stables
pour étre suivis par des méthodes « classiques » d’analyse chimique. Composés sans gofit ni
odeur, ils sont relativement stables a température ambiante. En revanche, en présence de
métaux ou aux températures élevées, ils se décomposent pour former des composés secondaires
d’oxydation, produits responsables de la dégradation des qualités olfactives et gustatives des

aliments (Hiatt et al. 1968; Schaich 1992; Choe & Min 2006).
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Pour récapituler, les métaux peuvent entrainer la scission de la liaison 0-O des hydroperoxydes
et générer ainsi des radicaux. Les métaux réducteurs, tels que Fe?* et Cu*, forment des radicaux
alkoxyles LO* et des ions hydroxydes (OH-) tandis que les métaux oxydants, tels que Fe3+ et Cu?+,
donnent des radicaux peroxyles LOO* et des ions H* (réactions 6a et 6b décrites précédemment).
Les hydroperoxydes sont également décomposés par rupture de la liaison O-O via la
température (réaction 4) pour former des radicaux alkoxyles LO* et hydroxyles *OH. Une fois le
radical alkoxyle produit, la réaction se poursuit par rupture de la chaine aliphatique d'un c6té ou
de l'autre du carbone lié au radical (Figure 12). Le fragment situé du c6té du CHs terminal de
I’hydroperoxyde possede une masse moléculaire faible et est généralement volatil. En revanche,
la partie de I'hydroperoxyde qui reste liée au squelette triglycéridique peut subir d’autres
réactions d’oxydation, de cyclisation ou de polymérisation (Ladikos & Lougovois 1990; Choe &
Min 2006).

De nombreux composés volatils sont issus de 'oxydation des lipides. La nature des produits
volatils formés dépend de la structure de l'acide gras initial, notamment de son degré
d’'insaturation, de la nature de l'’hydroperoxyde formé, de la localisation de la rupture
homolytique et des autres especes réactives présentes lors de la décomposition (oxygene, acides
gras, hydroperoxydes). De nombreuses fonctions chimiques sont représentées, parmi lesquelles
on trouve des alcanes, des alcénes et des alcynes, des furanes substitués, des alcools, des cétones
et des aldéhydes saturés et insaturés. La formation des composés secondaires suite a la scission
des hydroperoxydes des acides oléique, linoléique et a-linolénique est rapportée dans la Figure
13 et les principaux composés formés sont résumés dans le Tableau 5 (Grosch 1987; Frankel
1998; Kim & Min 2008).

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

Classe Acide oléique Acide linoléique Acide a-linolénique
Aldéhydes Heptanal Pentanal Propanal
Octanal Hexanal Butanal
Nonanal Heptanal 2-Buténal
2-Décénal 2-Hepténal 2-Penténal
2-Undécénal Octanal Hexanal
Décanal 2-Octénal 2-Hexénal
2-Nonénal 2-Hepténal
3-Nonénal 2,4-heptadiénal
2,4-Décadiénal 3,6-Nonadiénal
4,5-Epoxy-2-décénal Décatriénal
Acides Acide heptanoique Acide heptanoique Acide heptanoique
carboxyliques | Acide octanoique Acide octanoique Acide octanoique
Acide 8-oxooctanoique Acide 8-oxooctanoique Acide nonanoique
Acide 9-oxononanoique Acide 9-oxononanoique Acide 9-oxononanoique
Acide 10-oxodécanoique Acide 10-oxodécanoique Acide 10-oxodécanoique
Acide 10-o0x0-8-décenoique Acide 12-0x0-10-décanoique  Acide 12-0x0-9-undécenoique
Acide 11-0x0-9-undécenoique  Acide 9,11-dodécadiénoique
Alcools 1-Heptanol, 1-octanol 1-Pentanol, 2-octen-1-ol 2-Pentén-1-ol
Hydrocarbures | Heptane, Octane Pentane Ethane, Pentane
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Figure 13. Formation des composés secondaires d’oxydation a partir des monohydroperoxydes des
acides oléique, linoléique et a-linolénique (adapté de Grosch 1987 ; Frankel 1998).
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Comme pour toutes les réactions chimiques, la température a un effet marqué sur la vitesse et
les voies de décomposition des hydroperoxydes. La vitesse de décomposition des LOOH
augmente considérablement a partir de 50-60 °C (Holman & Elmer 1947; Timms & Roupas
1982). D’apres Chan et al. (1976), les hydroperoxydes commencent a se décomposer a 50 °C et
se décomposent spontanément au-dessus de 150 °C (Chan et al. 1976). Compte tenu des
différentes énergies d’activation associées a ces réactions, la distribution des hydroperoxydes
n'est pas la méme a 50-70 °C et a température ambiante (Simic et al. 1992). Les réactions
monomoléculaires (réactions 3 et 4) sont trés température dépendantes et leur vitesse
augmente directement avec la température, tandis que les réactions bimoléculaires (réaction 5)

y sont moins sensibles (Hiatt et al. 1968; Labuza & Dugan 1971; Chan et al. 1976).
I. 2. 2. 4. Terminaison

Le terme "Terminaison" est en général utilisé pour indiquer qu’'un processus arrive a sa fin. Dans
le cas de I'oxydation, la terminaison reste un concept flou car d’'un point de vue pratique, le
phénomeéne d’oxydation ne s’arréte probablement jamais. La terminaison d’un radical spécifique
peut aboutir a la formation d'un produit non-radicalaire. Mais si cette réaction a lieu suite a un
arrachement d’hydrogéne ou encore suite a un réarrangement, un autre radical va étre formé et
donc la chalne des réactions radicalaires continue. Le phénoméne d’oxydation ralentit lorsque
I'arrachement d’hydrogéne dépasse la vitesse de formation de nouvelles chaines de réactions,
mais il serait difficile d’arréter une réaction radicalaire en chaine. Le terme de "terminaison"” se
réfere alors a un radical spécifique et non pas a la réaction globale (Schaich 2005).

Généralement, la phase de terminaison correspond a la recombinaison entre les especes
radicalaires pour former des produits non radicalaires, mettant ainsi fin aux cycles réactionnels.
Le nombre de recombinaisons possibles entre radicaux pourrait étre illimité. Cependant, les
recombinaisons ne sont pas aléatoires et des recombinaisons favorables ont été identifiées

(réactions 12, 13 et 14) (Frankel 1998).

LOO* + LOO* — produits stables (12)
LOO-* + L* — produits stables (13)
L+ + L* = produits stables (14)

Des composés de plus haut poids moléculaire sont ainsi formés. Il peut s’agir des dimeres ou des
oligoméres dont les ponts sont constitués de fonctions éthers ou peroxydes. L’énergie
d’activation de ces réactions est faible, mais la limite provient de la probabilité de rencontre des
radicaux entre eux. Ces réactions interviennent rapidement lorsque les huiles sont chauffées a
haute température puisque les hydroperoxydes se décomposent et augmentent

considérablement la concentration en radicaux libres (Frankel 1998).
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La températurea un effetimportant sur lesréactions de terminaisonen jouant sur la
disponibilité de I'oxygéne (Labuza & Dugan 1971; Pokorny 1987). A 30 °C, avec un indice de
peroxyde de 18 méq.0:2.kg?l les diméres du linoléate de méthyle ont étéles principaux
produits d'oxydation mis en évidence (Miyashita et al. 1982; Frankel 1991), suggérant ainsi
queles réactions de terminaisonimpliquant des radicaux peroxyles et/ou
alkoxyles sont majoritaires en conditions d'oxydation douces. Aux températures élevées (150
°C), tous les dimeres contenaient soit des liaisons éthers soit des liaisons C-C, ce qui suggere
queles réactions de terminaison impliquant des radicaux alkyles sont devenues
majoritaires (Neff et al. 1988; Frankel 1991). En ce qui concerne la formation de produits
d’oxydation secondaires polymérisés, la Figure 14 mentionne un nombre limité de composés
susceptibles d’étre formés (Frankel 1998). La majorité des produits de décomposition des acides
gras de l'huile sont des composés polaires non volatils et des dimeres et polyméres de
triglycérides. Quant aux composés cycliques, leur quantité formée dans les huiles reste
relativement faible (Choe & Min 2007). Les dimeéres et les polymeres ont une masse moléculaire
de l'ordre de 692 a 1600 g.mol'}, sont formés par la combinaison de liaisons C-C, C-0-C et C-0-0O-
C et leur formation augmente la viscosité de I'huile (Choe & Min 2007). Lors des chauffages
prolongés a haute température, comme lors d'un processus de friture, outre les diméres de

peroxydes, des éthers peuvent également étre formés.

0—0
_ALA AAAN
o o
| |
& o
/:\/:\//—\/ VOV
CHs-(CH,),-CH-CH=CH-CH=CH-(CH,),,-COOR
\_—J\:/\\_/\ NN
o) OOH 0
HOOQ & OOH o () v
VAR 4 A VARRRV/4

CH3-(CHZ)O—CH-CH=CH—1H—(CH2)p—COOR

x=1o0u 2,Y=00H ou OH ou oxo

Figure 14. Exemple de structures chimiques des diméres de peroxydes formés a partir de I'acide a-
linolénique (d’aprés Frankel 2005).

Tout radical qui se forme pendantl'oxydation des lipides peut initier une série de réactions

équivalente au schéma réactionnel décrit dans le paragraphe 1.2.
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I. 3. MECANISMES D’ANTI-OXYDATION DES LIPIDES PAR LES COMPOSES
PHENOLIQUES

I. 3. 1. Définition et mécanismes d’action des molécules antioxydantes

Un antioxydant peut étre défini comme "toute substance capable de retarder ou de ralentir le
rancissement, la décoloration ou l'apparition de flaveurs indésirables dues a l'oxydation"
(Commission Européenne). Ainsi, un antioxydant peut augmenter la durée de vie d'un aliment et
réduire les pertes en vitamines ou en acides gras essentiels. L'effet retard est directement
mesurable sur la cinétique d’oxydation d’'un acide gras. Le temps de demi-vie de I'acide gras est
augmenté pour des concentrations croissantes en antioxydant ajouté dans le milieu (Figure 15).
Cependant de fortes concentrations en antioxydants pourraient étre responsables d'un effet pro-
oxydant, comme cela a été démontré pour l'a-tocophérol (Cillard et al. 1980). En effet, si la
concentration de la forme radicalaire de I'antioxydant produite par oxydation augmente trop,
celle-ci peut se comporter en initiateur de la peroxydation lipidique.
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Figure 15. Allongement du temps de demi-vie (t1/2) du linoléate de méthyle sous l'action d’un
antioxydant (Maillard 1996) (a) t1/2 : témoin ; (b) t'1/2 : échantillon en présence d’antioxydant.

La protection de l'aliment apportée par l'antioxydant reste de toute facon temporaire,
I'antioxydant sous sa forme active disparaissant progressivement du milieu. Les antioxydants
peuvent étre classés en deux catégories: les antioxydants préventifs (encore appelés
secondaires) et les antioxydants piégeurs de radicaux (ou briseurs de chaine ou primaires).

Les antioxydants préventifs sont des chélateurs de métaux (acide citrique, acide tartrique,
EDTA), des antioxydants enzymatiques, des désactivateurs d’oxygene singulet (caroténoides :
lycopéne, beta-caroténe) ou des réducteurs d’oxygene (acide ascorbique) (Kochhar & Rossel

1990).

Les antioxydants piégeurs de radicaux (composés phénoliques notés AH) interviennent en

transférant un atome d’hydrogene aux radicaux lipidiques et retardent ainsi le phénomene
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d’oxydation (Brand-Williams et al. 1995; Pekkarien et al. 1999; Peyrat-Maillard et al. 2003;
Berset 2006; Dangles & Dufour 2008). Ils agissent préférentiellement au niveau des radicaux
peroxyles ou alkoxyles (réactions 15 et 16), a une vitesse rapide de I'ordre de 106 M-1.s1 pour les
radicaux peroxyles et 109 M-L.s-1 pour les radicaux alkoxyles (Tavadyan et al. 2007). La réaction

15 est exothermique, son énergie augmente avec I'énergie de la rupture de la liaison A-H.

LOO* + AH - LOOH + A* (15)
LO* + AH — LOH + A (16)

La délocalisation de I'électron non apparié sur le cycle aromatique de I'antioxydant (Figure 16)
et I'absence de site d’attaque de 'oxygene empéchent la propagation de nouvelles réactions

radicalaires car les réactions 17, 18 et 19 ne sont pas favorisées (Berset 2006).

A+ + 0, AOO* 17)
AOO* + LH— AOOH + L- (18)
A*+LH—- AH + L¢ (19)

Une fois qu'il est sous forme radicalaire (A*), 'antioxydant peut freiner la phase de propagation
en formant un produit d’addition chimiquement stable avec les radicaux peroxyles ou alkoxyles

(réactions 20 et 21).

LOO* + A*— LOOA (20)
LO* + A — LOA (21)

Lorsque plusieurs antioxydants sont présents en mélange, des interactions sont susceptibles de
se produire entre eux (Peyrat-Maillard et al. 2003). Trois types d’effets mélanges sont possibles :
(i) un effet synergique est observé lorsque I'antioxydant le moins efficace pour stabiliser les
radicaux lipidiques (AzH) régénere I'antioxydant le plus efficace (A1H) (réaction 22); (ii) un effet
antagoniste est observé lorsque I'antioxydant le plus efficace (A1H) régénere le moins efficace
(A2H) (réaction 23) et (iii) aucun effet mélange n’est observé, ce qui signifie que les deux
antioxydants ont la méme efficacité ou n’'interagissent pas entre eux (Peyrat-Maillard et al.

2003).

A+ AH- AH + Ay (22)
Az' + A1H—> AzH + A1' [23)

Dans le cas de la réaction 23, I'antioxydant A;H doit étre moins réactif que I'antioxydant A;H vis-

a-vis des radicaux lipidiques.
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Figure 16. Stabilisation du radical phénolique par mésomérie (d’apreés Berset 2006).

La capacité des antioxydants primaires (AH) a inhiber le phénomeéne d’oxydation est liée a leur
capacité a interagir plus efficacement avec les radicaux lipidiques que les acides gras présents
dans le milieu. Les propriétés chimiques qui sont importantes a prendre en compte pour
expliquer l'efficacité d’'un antioxydant sont le potentiel de réduction, I'énergie des liaisons
hydrogene, la délocalisation par résonance et la sensibilité de I'antioxydant a I'auto-oxydation
(Min & Boff 2002; Dangles 2006).

Les antioxydants les plus efficaces sont ceux qui possédent les énergies de liaisons les plus
faibles au niveau du groupe donneur d’hydrogene. La facilité d'un phénol a céder un atome
d’hydrogene peut étre quantifiée par I'énergie de dissociation homolytique de la liaison O-H
(bond dissociation energy BDE). Plus la BDE d'un phénol est faible, plus son caractére donneur
d’atome hydrogene est élevé (Dangles 2006). L’énergie de la liaison O-H dans la molécule LOOH
est caractérisée par une BDE égale a 377-463 k].mol! (Kerr 1966; Bensasson et al. 1993), ce qui
suggere qu'un bon antioxydant doit avoir un BDE inférieur.

La capacité a céder un atome d’hydrogeéne peut également étre prédite par le potentiel d’oxydo-
réduction. Tout composé qui a un potentiel redox plus faible que le potentiel de réduction d'un
radical libre (ou d'une espece oxydée) est capable de céder un hydrogene a ce radical tant que la
réaction est possible (Tableau 6).

Tableau 6. Potentiels standards de réduction pour des processus radicalaires (adapté de Min & Boff
2002).

Couple E° (mV)
HO, H*/H,0 2310
RO*, H*/ROH 1600
ROO¢, H*/ROOH 1000
AGPI, H*/AGPI-H 600
a-tocophéroxyle*, H*/ a-tocophérol | 500
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Par exemple, des antioxydants comme I'a-tocophérol (E“’=500 mV), 'acide ascorbique (E>=282
mV) ou le catéchol (E~’=530 mV) ont tous un potentiel redox inférieur au radical peroxyle LOO*
(E“=1000 mV), et vont donc facilement céder un hydrogéne a ce radical pour former un

hydroperoxyde (Min & Boff 2002).

Les structures chimiques qui participent au piégeage des radicaux libres sont les groupements
phénoliques des dérivés phénoliques, les groupements thiols des cystéines ou les groupements
amines de l'acide urique, de certains alcaloides ou des protéines. L'efficacité des antioxydants
phénoliques est due en particulier a la stabilisation des radicaux phénoxyles par délocalisation
des électrons sur le cycle aromatique (Figure 16) (Berset 2006; Croguennec 2006). L'efficacité
d’'un composé phénolique dépend également du nombre de fonctions OH a hydrogéne labile
(Cuvelier et al. 1992).

Les antioxydants peuvent soit étre naturellement présents dans les huiles, par exemple la
vitamine E, ou étre ajoutés dans la composition, tels que le 2,6 di-tert-butyl-4-hydroxytoluene
(BHT), les 2 et 3 tert-butyl-4-hydroxy anisoles (BHA), le tertio-butylhydroquinone (TBHQ) ou le
gallate de propyle (PG). Ces antioxydants synthétiques sont percus comme potentiellement
toxiques par les consommateurs et par conséquent, les antioxydants naturels leur sont souvent
préférés.

Seuls les mécanismes d’action des antioxydants naturels seront évoqués ici, ceux-ci étant

susceptibles d’étre naturellement présents dans les huiles végétales.
I. 3. 2. Les tocophérols

Les tocophérols sont présents dans les huiles végétales en quantité non négligeable, sous
différentes formes, o et y-tocophérols étant généralement majoritaires (Tableau 7) (Gunstone

2007).

Tableau 7. Composition en tocophérols (mg/kg) des principales huiles végétales (adapté de Gunstone
2007).

Type d’huile  Tocophérols Tocotriénols

a B vy ) Total « B vy 0 Total Total
Soja 100 - 590 260 960 - - - - 0 960
Mais 110 50 600 20 780 - - - - 0 780
Colza 170 50 600 20 780 - - - - 0 780
Tournesol 490 - 50 10 550 - - - - 0 550
Olive 200 10 10 - 220 - - - - 0 220

Palme 260 - 320 70 650 140 30 290 70 530 1180




ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE 36

Le terme tocophérols regroupe en réalité huit composés différents appartenant a deux familles
chimiques : les tocophérols et les tocotriénols. Les tocophérols sont des 6-hydroxychromanes
ou tocols substitués, porteurs d’'une chaine phytyle. Les formes «, 3, y et 6 difféerent par le
nombre et la position des groupements méthyles sur le noyau (Figure 17). Le D-a-tocophérol
possede la plus grande activité biologique (vitamine E). Les tocotriénols sont porteurs de trois
insaturations sur la chalne phytyle, en positions 3’, 7’ et 11’. Les formes «, f3, y et §-tocotriénols

possedent les mémes substituants que leurs homologues tocophérols (Figure 17).

R4
HO
CHs
R; 0" R
Rs
R
Tocophérol /\)\/\)\/\/<
Tocotriénol F FZ G
R; R, R3
« CH; CHy CH,
B CH, H CH,
1 H CH;  CH,
s H H CH,

Figure 17. Structures chimiques des tocophérols et des tocotriénols.

L’activité antioxydante des tocophérols et des tocotriénols est due a leur capacité a céder un
hydrogene aux radicaux lipidiques et ainsi a retarder le processus auto-catalytique de
'oxydation. La facilité des tocophérols a donner un atome d’hydrogéne est classée généralement
dans l'ordre qui découle des tests d’oxydation accélérée et reflete surtout leur résistance
thermique : 6 >y > 3 > a (Huang et al. 1995; Schmidt & Pokorny 2005; Berset 2006). Dans les
milieux biologiques, ou la température et la pression en oxygéne sont beaucoup plus faibles,
I'ordre d’efficacité est inversé (a > f3 > y > §) et correspond a leur efficacité vitaminique E

(Schmidt & Pokorny 2005; Berset 2006).

Les différences entre les systémes lipidiques étudiés, les conditions d’oxydation testées et les
méthodes utilisées pour déterminer l'activité antioxydante relative des tocophérols et des
tocotriénols conduisent souvent a des résultats contradictoires (Tableau 8) (Seppanen et al.

2010).
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Tableau 8. Comparaison des activités antioxydantes des tocophérols dans les huiles et les graisses
(adapté de Seppanen et al. 2010).

Lipides Température Méthode Ordre de I'activité Référence
de mesure antioxydante
Lard 20-60 °C - a-T>y-T>B-T>6-T (Seppanen et al. 2010)
80-120°C - S6-T>y-T>a-T>B-T
Acide - CPG, IP, v-T> a-T (Reinton & Rogstad 1981;
linoléique 40 °C TBARS a-T>y-T <10 mg.kg! Makinen & Hopia 2000)
CLHP y-T>a-T 100-1000
mg.kg!
Huile de soja | - Rancimat | y-/6-T> a-T (Dziedzic & Hudson 1984)
25°C IP a-T>y-T>8-T, 0.001 M (Jung & Min 1992)
a-T~y-T>6-T, 0.002 M
a-T~y-T~6-T, 0.004 M
100 °C CLHP a-T>y-T <700 ppm (Fuster et al. 1998;
55°C IP v-T>a-T >700 ppm Yanishlieva et al. 2002)

o-T>y-T <40 ppm
y-T>a-T >200 ppm

Huile de 100 °C CLHP a-T>y-T <400 ppm (Yanishlieva et al. 2002)
tournesol v-T>a-T >400 ppm
Huile de colza | 40 IP, I-pA, a-T>y-T <50 mg.kg1! (Yanishlieva et al. 2002)

°C/obscurité CLHP y-T>a-T >100 mg.kg?!
Huile de 20°C IP 6-T>y-/8-T>a-T,2 % (Hamilton et al. 1998; Kulas &
poisson 30 IP, p-An a-T>y-T>6-T, 100 ppm | Ackman 2001)

°C/obscurité 6-T>y-T>a-T, 1000

ppm

CPG, chromatographie en phase gazeuse ; IP, indice de peroxyde ; TBARS, dosage a I'acide
2- thiobarbiturique ; CLHP, chromatographie liquide haute performance ; [-pA, indice de p-anisidine.

Dans le cas de 'auto-oxydation, I'activité antioxydante des tocophérols repose sur le systéme
redox tocophérol/tocopherylquinone (Figure 18). Le mécanisme d’action de 'a-tocophérol (a-
Toc) est relativement bien compris. Les tocophérols cédent au radical peroxyle ’hydrogéne de
leur fonction phénolique pour former un hydroperoxyde et un radical a-tocophéryl semi-
quinone (réaction 24). Ce radical est stabilisé par mésomérie (Figure 18) et réagit ensuite avec
un autre radical peroxyle (réaction 25) pour former une molécule inactive non-radicalaire, un a-
tocophérol peroxyde (Figure 18) (Verleyen et al. 2001). La vitesse avec laquelle un isomeére de
tocophérol réagit avec les radicaux peroxyles est une mesure directe de leur activité
antioxydante (Burton & Ingold 1981; Kamal-Eldin & Appelqvist 1996). 1l a été déterminé que 'a-
tocophérol pouvait également réagir avec les radicaux alkoxyles (réaction 26) (Gardner et al.
1972; Yamauchi 1997) ou subir un « auto-couplage » pour former des diméres ou des trimeéres

qui posséderaient eux aussi des propriétés antioxydantes (Csallany et al. 1970; Yamauchi et al.
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1988) (réaction 28). Lorsque I'oxygene est limitant, 'a-tocophérol pourrait réagir directement

avec les radicaux alkyles (réaction 27) (Evans et al. 1992; Yamauchi et al. 1993).

LOO* + a-Toc— a-Toc* + LOOH (24)
LOO* + a-Toc*— LOO-a-Toc (25)
LO* + a-Toc*— LO-a-Toc (26)
L* + a-Toc*— L-a-Toc (27)
a-Toc* + a-Toc*— dimere d’a-Toc (28)

Lors de l'oxydation, il existe une compétition entre les tocophérols et les acides gras,
particulierement les acides gras les plus insaturés. Les radicaux peroxyles (LOO*) formés a partir
des acides gras insaturés recoivent un hydrogene, soit d'un a-tocophérol, soit d’'un nouvel acide
gras, qui passe lui méme a I'état radicalaire. Cependant, le radical peroxyle LOO*, avec un
potentiel de réduction de 1000 mV (Tableau 6), réagit plus rapidement avec un tocophérol (1056
M-1.s1) qu'avec un acide gras (10-60 M-l.s1). Ceci est di au faible potentiel de réduction des
tocophérols (500 mV) comparé a celui des acides gras polyinsaturés (environ 600 mV) (Min &

Boff 2002).
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Figure 18. Mécanisme d’action de I'alpha-tocophérol (adapté de Tappel 1972 ; Verleyen 2001).
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I. 3. 3. Les acides phénoliques

Les acides phénoliques sont largement répandus dans les végétaux et different par le nombre de
leurs groupements phénoliques et par la nature des substituants de leur cycle aromatique. Ils se
répartissent en deux groupes : les acides hydroxybenzoiques et les acides hydroxycinnamiques.

Les acides hydroxybenzoiques dérivent de 1'acide benzoique. IIs sont majoritairement présents
sous formes d’esters ou de glycosides dans les plantes, mais leurs formes libres sont parfois
retrouvées en faibles proportions. Les principaux acides hydroxybenzoiques sont l'acide p-
hydroxybenzoique, l'acide vanillique, l'acide syringique et l'acide gallique. Ces composants

possédent tous une structure C6-C1 (Figure 19) (Macheix et al. 1990).

OH OH
R, Ry R, Ry
COOH CH=CH-COOH
dérivés de l'acide benzoique dérivés de I'acide cinnamique

Composé Ry R; Composé Ry R
Acide p-hydroxybenzoique |H H Acide p-coumarique |H H
Acide vanillique H OCHs3 |Acide férulique H OCH3
Acide syringique OCH3 |OCH3 |Acide sinapique OCHs |OCH;3
Acide gallique OH OH |Acide caféique OH H

Figure 19. Structures chimiques de quelques acides phénoliques (d’aprés Macheix et al. 1990).

Les acides hydroxycinnamiques représentent une classe tres importante dont la structure de
base (C6-C3) dérive de I'acide cinnamique (Macheix et al. 1990; Dangles 2006; Macheix et al.
2006). Ils possedent tous une double liaison sur la chaine latérale et existe donc deux formes
isoméres (E et Z) dont les propriétés biologiques peuvent étre différentes. Comme les acides
hydroxybenzoiques, les acides hydroxycinnamiques sont rarement présents a I'état libre mais
sont généralement combinés a d’autres molécules organiques formant des esters, des
phénolamides ou des glucosides. Parmi ces composés, les dérivés d'acides caféique, férulique, p-
coumarique et sinapique sont les plus fréquemment rencontrés (Balasundram et al. 2006)
(Figure 19).

Il est admis que les acides phénoliques sont des antioxydants efficaces. La position et le nombre
de groupements phénoliques présents sur les acides phénoliques ont une importance
primordiale sur leur activité antioxydante. Des nombreuses relations entre la structure de
plusieurs acides phénoliques et leur activité antioxydante ont été publiés a ce jour (Cuvelier et
al. 1992; Cos et al. 1998; Goupy et al. 2002; Dufour & Loonis 2007). Les acides cinnamiques ont

toujours une activité anti-radicalaire supérieure a celle de I'acide benzoique correspondant. Les
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acides caféique, sinapique, férulique et p-coumarique sont ainsi respectivement plus actifs que
les acides protocatéchique, syringique, vanillique et p-hydroxybenzoique. Par ailleurs, 'addition
d’'un second ou d’'un troisieme groupement hydroxyle sur leur cycle aromatique permet une

augmentation de leur efficacité.

Plusieurs voies réactionnelles peuvent expliquer I'activité antioxydante des acides phénoliques,
mais le piégeage des radicaux lipidiques est considéré comme la voie majoritaire. Les autres
mécanismes mis en évidence impliquent la capacité des acides phénoliques a chélater des ions
métalliques (fonction ortho-diphénol indispensable) et a réagir avec le dioxygéne (réaction

d’auto-oxydation).

Les graines oléagineuses de colza, tournesol et soja, constituent des sources riches en composés
phénoliques. Cependant, en raison des méthodes d’extraction des huiles utilisées et des
conditions rencontrées au cours du raffinage (températures élevées, agents acides et alcalins,
équipements métalliques), une grande quantité de ces composés est éliminée. Les graines de
colza contiennent principalement de 'acide sinapique (jusqu’a 79% des composés phénoliques
totaux) (Cai & Arntfield 2001). Les graines de tournesol sont riches en acide chlorogénique
(47% des composés phénoliques totaux), mais d’autres acides phénoliques sont également
détectés (acides caféique et procatéchique en particulier) (Pedrosa et al. 2000; de Lourdes Reis
Giada 2008; Ramli 2010). D’apres la littérature, aucun composé phénolique n’est retrouvé dans
les huiles brutes de tournesol et de soja. En revanche, quelques composés phénoliques sont
retrouvés dans I'huile de colza. Les études réalisées lors du projet Optim’oils® (FP6 2006-2010),
ont montré que 'optimisation des procédés classiques d’extraction et de raffinage permettait de
produire des huiles plus riches en tocophérols et composés phénoliques que les huiles extraites

et raffinées dans les conditions habituelles (Pelilo 2003; Ramli 2010).



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE 41

I. 4. MESURE DE L’ETAT D’AVANCEMENT DES REACTIONS D’OXYDATION DES
LIPIDES

I. 4. 1. Classification des méthodes de mesure

Comme indiqué précédemment, I'oxydation des lipides conduit a la formation de produits
primaires (hydroperoxydes, radicaux libres, dienes conjugués) tres instables et rapidement
décomposés en produits secondaires (aldéhydes, alcools, cétones,...). Ainsi, lors du
développement des réactions d’oxydation, vont successivement apparaitre ces deux familles de
composés. La Figure 20 représente de facon trés schématique I'évolution de ces différentes

especes au cours de 'oxydation (Labuza & Dugan 1971).
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Figure 20. Evolution de I'auto-oxydation des acides gras insaturés au cours du temps (d’apreés Labuza
& Dugan 1971).

On constate ainsi que quantifier un seul substrat ou produit de réaction ne suffit pas pour
caractériser 1'état de peroxydation des lipides. Par exemple, une faible teneur en composés
volatils n’est pas synonyme de lipides faiblement peroxydés, les hydroperoxydes ne s’étant pas
encore décomposés. De méme, un dosage ponctuel des produits primaires d’oxydation
(hydroperoxydes) peut conduire a une conclusion erronée puisqu’une faible concentration peut
aussi bien refléter un systéme faiblement oxydé qu’un systéme tres oxydé. Ainsi, quel que soit le
produit dont on souhaite caractériser I'état global d’oxydation, il est nécessaire de combiner des
méthodes permettant le suivi de la disparition des substrats et de I'apparition des produits

primaires et secondaires d’oxydation (Berset & Cuvelier 1996; Frankel 1998).

Etudier l'avancement des réactions d'oxydation peut signifier suivre les changements
intervenant dans un systéme lipidique pour lequel la composition initiale peut étre déterminée,
ou simplement évaluer I'état d'oxydation d’un échantillon de provenance inconnue. Dans le
premier cas, la comparaison est possible entre I’échantillon a I’état initial (oxydation présumée
nulle ou faible) et I'échantillon ayant été soumis a des conditions favorables aux réactions

d’oxydation. Ces conditions sont souvent appliquées dans le but de comparer la susceptibilité
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des lipides a étre oxydés ou d’étudier les effets de la présence de certaines molécules chimiques
(anti ou pro-oxydantes), de traitements technologiques ou de conditions de stockage des
produits (température, lumiere,...). Dans le second cas, I'évaluation de I'état d’oxydation de
I’échantillon de composition inconnue est possible, mais l'interprétation des résultats peut

s’avérer complexe ou incomplete, voire conduire a des conclusions erronées.

L’étude du phénomeéne d’oxydation est souvent difficile pour la simple raison que les lipides sont
habituellement des systémes de composition complexe qui donnent naissance a des produits
d’oxydation tres divers. Entre outre, malgré un large choix de méthodes pour suivre I'oxydation
des lipides, chaque méthode a ses avantages et ses limites en fonction des produits d’oxydation
formés. Les phénomenes d’oxydation lipidique rencontrés dans les aliments au cours de leur
conservation sont de plus des processus souvent lents, se déroulant sur des semaines, voire des
mois, ce qui est incompatible avec le contréle qualité dans le milieu industriel. C'est pourquoi
certaines méthodes s’utilisent dans des conditions d’oxydation forcée. La question se pose alors
de la validation des résultats de ces tests accélérés et de leur extrapolation vers des conditions
usuelles d’utilisation et de conservation des produits. Selon Frankel (2005), il n’existe pas de
systeme d’oxydation accéléré idéal et chaque test doit étre adapté au type de matiere grasse
considérée et rester aussi proche que possible des conditions dans lesquelles s’exerceront en

réalité les réactions d’oxydation (Frankel 2005).

Les méthodes analytiques classiques, titrimétriques, colorimétriques ou spectrométriques,
utilisées pour suivre I'évolution de I'état d’'oxydation, sont relativement simples, assez sensibles,
fiables et reproductibles, en particulier lorsqu’elles sont réalisées dans des conditions
normalisées (dosage des diénes conjugués, mesures de l'indice de peroxyde ou de l'indice de p-
anisidine, dosage des composés polaires ou des polyméres). Cependant, elles donnent
généralement uniquement une information globale, relative a une fonction chimique et/ou a une

famille de molécules issues des réactions d’oxydation.

Les méthodes chromatographiques conduisent a Ilidentification et a la quantification
individuelle des produits d'oxydation, ce qui permet de mieux comprendre les mécanismes des
réactions et de suivre certains produits a effets indésirables. L'analyse chromatographique des
échantillons de provenance inconnue permet d’avoir des informations sur la composition initiale
de 1'échantillon. Malgré ces avantages, l'analyse des composés spécifiques est lourde et
fastidieuse et repose sur I'exactitude des estimations en raison de 1'absence des standards dans

la plupart des cas.
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Les prochains paragraphes sont dédiés a une analyse des méthodes analytiques classiques
utilisées pour caractériser I'état d’oxydation d'un échantillon. Une place importante est accordée
a la méthode de spectroscopie par Résonance Paramagnétique Electronique, une méthode

spécifique aux espéces radicalaires, qui a été développée pendant la these.

I. 4. 2. Suivi des espéces non radicalaires

I. 4. 2. 1. Dosage des acides gras

La composition en acides gras est généralement déterminée par chromatographie en phase
gazeuse (CPG) des esters méthyliques d’acides gras selon la méthode normalisée AFNOR
[SO015304:2002.

La chromatographie en phase gazeuse est une méthode de séparation des composés gazeux ou
susceptibles d’étre vaporisés par chauffage sans décomposition. L’injection en CPG de I'extrait
lipidique est donc précédée d’'une étape de méthanolyse des triglycérides destinée a les rendre
volatils sous forme d‘esters méthyliques d’acides gras. Ces derniers sont alors séparés par
chromatographie en phase gazeuse en fonction de la longueur de leur chaine, de leur degré

d’insaturation, et de la géométrie et de la position des doubles liaisons.

I. 4. 2. 2. Dosage des hydroperoxydes lipidiques

La mesure de l'indice de peroxyde est déterminée de fagcon systématique en contrdle qualité
pour évaluer la qualité des huiles. Le dosage des hydroperoxydes fournit une estimation globale
de I'état d’oxydation des lipides, surtout dans la phase primaire d’oxydation. D’apres la méthode
officielle AOCS Cd 8b-90 (1997), les hydroperoxydes réagissent en milieu acide avec I'ion iodure
pour former du diode (réaction 29) qui est titré par une solution de thiosulfate de sodium
(réaction 30). La quantité d’iode formée est proportionnelle a celle des peroxydes présents au

départ (Wanasundara et al. 1995).

LOOH+ 2H*+ 2I- = I, + LOH + H20 (29)
Iz + 232032' i S4062'+ 21- (30)

L’indice de peroxyde (IP) est alors défini comme étant la quantité d’oxygene actif contenue dans
1 g de corps gras et susceptible d’oxyder 'iodure de potassium avec libération d’iode. L'indice de
peroxyde s’exprime souvent en mg d’oxygéne actif par kg de matiéere grasse (Croguennec 2006).

L’IP permet le dosage des hydroperoxydes issus de I'oxydation de tous les acides gras insaturés,
quel que soit leur nombre d’insaturation. En revanche, il ne renseigne pas sur la nature des
hydroperoxydes et leur origine. L'IP atteindra un maximum durant la phase de propagation, puis

diminuera lors de la phase de terminaison pendant laquelle la cinétique de décomposition des
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hydroperoxydes est plus importante que celle de leur formation (Frankel 1998). La limite de
cette mesure est que le taux de peroxydes formés est la résultante de la formation et de la
décomposition des hydroperoxydes. Or, les vitesses de formation et de décomposition des
peroxydes ne varient pas de la méme fagon avec la température : la vitesse de formation des
peroxydes est plus élevée que celle de leur décomposition jusqu’a 60-70 °C; en revanche, leur
décomposition devient plus rapide au-dela de cette zone de température.

La méthode titrimétrique reste tres simple d’utilisation dans le cas des huiles mais beaucoup
plus compliquée dans le cas des milieux émulsionnés car il est alors nécessaire de réaliser une
extraction quantitative, sélective et non altérante des lipides, ce qui suppose un certain nombre

de précautions pour éviter tout stress oxydatif (Villiere 2005).

Les peroxydes peuvent également étre dosés par colorimétrie apres réaction avec le thiocyanate
ferreux (Inatani et al. 1983). Ils peuvent également étre séparés et quantifiés par
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectroscopie de masse ou par chromatographie
liquide haute performance en phase normale ou inverse, couplée a une détection UV, a la
chimiluminescence, a l'électrochimiques ou a la spectrométrie de masse (Kamal-Eldin 2003;

Leenhardt et al. 2006).

I. 4. 2. 3. Dosage des dienes conjugués

Les produits primaires de 'oxydation des lipides contenant des doubles liaisons conjuguées
peuvent étre quantifiés par spectrométrie UV (Klein 1970; Corongiu et al. 1994). En effet,
I'oxydation des acides gras polyinsaturés s’accompagne d'un déplacement des doubles liaisons
qui passent de la position malonique a la position conjuguée. Les diénes conjugués absorbent a
232-234 nm et les trienes conjugués a 268 nm et peuvent donc étre suivis par mesure de
I'absorbance a ces longueurs d’onde. Cette méthode est rapide a condition que les lipides du
produit a analyser aient été préalablement extraits et solubilisés dans un solvant organique. En
revanche, elle peut étre peu spécifique et conduire parfois a des interférences avec les
antioxydants (Gray 1978). Farmer (1946) a montré que 'augmentation de la quantité de diénes
conjugués et trienes formés était proportionnelle a la consommation d'oxygene et a la formation
des hydroperoxydes (Farmer 1946).

Toute matrice contenant des acides gras polyinsaturés (dont les acides linoléique et a-

linolénique) peut étre analysée par cette méthode.

I. 4. 2. 4. Mesure de I'indice de p-anisidine

La détermination de l'indice de p-anisidine repose sur le principe suivant: en milieu acide

acétique, la p-anisidine réagit avec les aldéhydes conjugués issus de 'oxydation des lipides pour



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE 45

former des composés jaunes qui absorbent a 350 nm. L'indice de p-anisidine est défini comme
100 fois 'absorbance mesurée a 350 nm d’une solution résultant de la réaction entre 1 g de
lipides et 100 ml de solvants et réactifs. Cette méthode est plus sensible dans le cas des
aldéhydes insaturés que saturés car le complexe coloré formé a partir des aldéhydes insaturés
absorbe plus fortement a cette longueur d’onde. Elle permet de doser les produits tels que des
carbonyles, des 2-alkenals et des 2,4 diénals. Cet indice est bien corrélé avec la quantité
de produits volatils totaux (Doleschall et al. 2002) et représente unindicateur fiable
de rancissement oxydatif des lipides (Van der Merwe et al. 2004).Une corrélation tres
significative est trouvée entre l'indice de p-anisidine et l'indice de peroxyde (List et al
1977). Néanmoins, cet indice est comparable seulement pour un méme type d’huile, car la valeur
initiale de I'indice p-anisidine varie selon les sources d’huile (Guillan & Cabo 2002). Par exemple,
les huiles riches en AGPI ont une valeur élevée de I'indice méme si elles sont fraiches (White

1995).

I. 4. 2. 5. Dosage des composés polaires

Le dosage des composés polaires est un indicateur de la qualité des huiles de friture et donne
des informations sur la teneur globale en composés néoformés qui ont une polarité plus élevée
que celle des triglycérides. Le dosage de ces composés est a la base de la réglementation actuelle
qui limite le taux de composés polaires a 25 %.

Le principe de la méthode officielle de dosage des composés polaires des huiles végétales (AOCS
Official method Cd 20-91) repose sur le fractionnement des composés apolaires et polaires des
huiles par chromatographie sur colonne de silice. Les composés apolaires, qui sont
principalement les triglycérides non altérés, sont élués par le mélange éther de pétrole/éther

éthylique (87/13, v/v). Leur taux dans I'huile est déterminé par la formule suivante :

o Massed'huile (g)- Massede la fraction apolaire (g)
Pourcentag de composéspolaires=

Massed' huile (g)

Cette méthode présente cependant plusieurs inconvénients : durée de l'extraction (environ 3,5
heures par échantillon d’huile), grande consommation de solvant et manque de précision et de
répétabilité. Une approche intéressante pour la détermination des composés polaires a I'aide des
mini-colonnes a été suggérée par Dieffenbacher et Martin en 1987. Cette méthode permet
d’éviter une grande consommation de solvant, de silice et de temps (Dieffenbacher & Martin
1987; Marmesat et al. 2007).

Tan et Che Man (1999) utilisent une autre méthode par calorimétrie différentielle (DSC,
Differential Scanning Calorimetry) (Tan & Che Man 1999; Ramli 2010). Le principe de cette

méthode repose sur la mesure du flux de chaleur dégagé par I’échantillon d’huile au cours de son
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refroidissement, et qui apparait au moment de la cristallisation des triglycérides. Tan et Che Man
ont établi une corrélation entre le taux de composés polaires et les différents parametres du
signal obtenu en DSC, lors de la cristallisation de I'huile. Cette méthode a pour avantage de ne
pas consommer de solvants et d’étre plus rapide que la méthode officielle (environ 1,5 heure par

échantillon) mais ne permet pas une quantification exacte des composés polaires.

I. 4. 2. 6. Dosage des polymeéres

Les polymeres sont considérés comme la classe la plus importante de produits de dégradation
des lipides dans une huile de friture (Stier 2001). Ils sont analysés par des méthodes
normalisées AOCS Cd 22-91 ou encore IUPAC 2.508 et incluent tous les produits formés par des
réactions de combinaison de radicaux (dimeres, triméres, tétrameres...).

Le principe de la méthode officielle de dosage des triglycérides polymérisés dans les huiles
végétales repose sur la séparation des molécules en fonction de leur taille par chromatographie
liquide de perméation de gel. Le dosage de polymeres est considéré comme un trés bon
marqueur pour évaluer I'état de dégradation d’une huile, mais il est difficilement applicable a un
suivi régulier de la qualité des aliments en raison du temps important impliqué dans I'analyse.
Une corrélation a été établie entre 'augmentation de la viscosité et la formation des polymeres
dans I'huile (Orthoefer & List 2007). Par conséquent, la mesure de la viscosité des huiles, mesure

simple et rapide, peut étre utilisée comme indicateur qualitatif de la formation de polymeéres.
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I. 4. 3. Suivi des especes radicalaires issues de I'oxydation des lipides par
Résonance Paramagnétique Electronique (RPE)

I. 4. 3. 1. Principe de la RPE

Cette présentation de la spectroscopie de résonance paramagnétique électronique (RPE) ne
reprendra que les grandes lignes du principe de cette technique dont le fondement repose sur
les propriétés magnétiques des électrons. La RPE est une technique spectroscopique hertzienne
(ondes électromagnétiques courtes) qui s’applique spécifiquement aux especes
paramagnétiques, c’est-a-dire aux ions possédant un ou plusieurs électrons non-apparié(s)
(appelés aussi « électrons célibataires ») sur la couche de valence (Rieger 2007; Eaton et al.
2010; Lund et al. 2011). Les espéces paramagnétiques sont soit des radicaux libres (de type
aminosyles), soit des métaux de transition, soit des molécules formées au cours des réactions
d’oxydo-réduction. Ces molécules peuvent étre détectées dans un champ magnétique extérieur
(Bo) en suivant les transitions entre les niveaux d’énergie correspondant aux orientations de
spin de I'électron non apparié. Lorsque 'on applique un champ magnétique extérieur, I'électron
de spin % s’oriente de maniére paralléle ou antiparalléle a ce dernier. A ces deux orientations
correspondent deux niveaux d’énergie (E; et E2) équidistants du niveau dégénéré E (absence de

champ) (Figure 21).
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Figure 21. Organisation des niveaux d’énergie pour un spin électronique S=1/2 en présence d’un
champ magnétique (d’apreés Rieger 2007).

Lorsque l'on fournit au systéme un rayonnement électromagnétique hv tel que AE = hv, il
absorbe de I'énergie, ce qui engendre des transitions entre les deux niveaux d’énergie et une
radiation. On observe alors un spectre caractéristique des absorptions d’énergie : c’est le
phénomene de Résonance Paramagnétique Electronique. En réalité, les spectres observés

correspondent aux dérivés premiers des signaux d’absorption qui sont difficiles a analyser



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE 48

directement (Figure 22). Le signal obtenu ne correspond pas a un signal unique mais a un signal
a plusieurs raies. Ceci est di au fait que I’électron célibataire d’'une substance paramagnétique
est non seulement soumis a 'interaction du champ magnétique extérieur, mais également a celui
du milieu qui I'entoure. La plus importante de ces interactions est celle qui existe entre le spin de
’électron non apparié et celui du noyau d’atome autour duquel il gravite. Pour chaque état de
spin électronique (+1/2 et -1/2), le couplage d’un électron libre avec n atomes équivalents de
spin [ donnera (2nl +1) orientations possibles et donc autant de niveaux d’énergie et donc une
raie sur le spectre d’absorption qui sera composé de 2nl+1 raies.

Un spectre de RPE est caractérisé par différents parametres comme la largeur des raies, la
distance entre les raies les plus extérieures (écart hyperfin exprimé en Gauss) ou encore

I'intensité des raies.

Figure 22, Exemple de spectre RPE (Thomsen et al. 1999) .

Deux approches sont possibles pour l'obtention d'un spectre: soit le champ magnétique
est maintenu constant alors que la fréquence du rayonnement électromagnétique est balayée (ce
qui serait identique a la spectroscopie UV-visible), soit la fréquence v du rayonnement
électromagnétique est fixée constante et le balayage s’effectue en champ magnétique (c’est le
champ By qui varie) (Figure 21) (Rieger 2007; Eaton et al. 2010; Lund et al. 2011).

En raison des difficultés de numérisation et de l'utilisation d'une cavité résonnante pour la

détection du signal, la plupart des spectrometres RPE fonctionnent a fréquence de I'onde

électromagnétique constante et champ magnétique variable (Rieger 2007; Lund et al. 2011).

I. 4. 3. 2. Conditions de détection des radicaux lipidiques par RPE

L’utilisation de la RPE pour étudier I'oxydation des lipides est relativement récente (environ
1970) et aujourd’hui, seule I'industrie de fabrication de la biere I'exploite comme méthode
standard du contréle de la qualité (Uchida & Ono 1996; Andersen & Skibsted 1998). La détection
des espéces radicalaires lipidiques (nature, réactivité) est une étape clé dans l'identification des
phénomeénes d’oxydation primaire. Une meilleure connaissance de la nature et de la réactivité

des radicaux libres de type alkyles, peroxyles ou encore alkoxyles produits au cours de
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I'oxydation des AGI, et plus précisément ceux impliqués dans les étapes précoces de I'oxydation,
permettront de proposer des solutions fiables pour maitriser et/ou améliorer la stabilité
oxydative des aliments. L’'avantage principal de la RPE est de pouvoir I'appliquer « in situ » sur
des milieux complexes, qu'ils soient liquides ou solides, ce qui ouvre un champ d’application
prometteur.

Il est admis que dans les produits solides, avec une activité de 'eau faible (par exemple le lait en
poudre), ou dans les produits liquides congelés a trés basse température, la réactivité des
especes radicalaires est ralentie et leur durée de vie est suffisamment longue pour permettre
leur détection « in situ » sans ajout de composés exogenes (méthode dite « directe ») (Stapelfeldt
et al. 1999). Cependant, dans la majorité des produits liquides (par exemple les huiles), le suivi
direct n'est pas possible a cause de leur réactivité élevée et donc de leur durée de vie tres faible.
Cette difficulté peut étre surmontée par I'adaptation ou le développement de méthodologies
spécifiques comme le spin trapping et le spin scavenging qui font appel a des piégeurs de
radicaux et seront détaillés ultérieurement. Les différentes techniques RPE utilisées pour suivre
I'oxydation des lipides ainsi que leurs caractéristiques sont illustrées dans le Tableau 9

(Andersen et al. 2005).

I. 4. 3. 3. Détection directe des radicaux

La détection directe des espéces radicalaires lipidiques n’est possible qu’a trés basse
température. Cette méthode permet d’identifier, de quantifier et de mesurer la réactivité des
radicaux alkyles et peroxyles mais ne renseigne pas sur la nature des espéces radicalaires
constitutives de ces deux populations. Yanez et al. (1987) ont montré que la photolyse des
hydroperoxydes lipidiques présents dans les lipides polyinsaturés non purifiésa -196
°C géneérait des radicaux lipidiques facilement observés par RPE (Yanez et al. 1987; Zhu &
Sevilla 1990). Ces radicaux sont supposés étre formés suite a l'abstraction des atomes
d’hydrogene a partir des acides gras insaturés par les radicaux alkoxyles formés suite a la
photolyse des hydroperoxydes. Yanez et al. (1987) mettent en évidence deux populations de
radicaux différentes : les radicaux alkyles (L*) et les radicaux peroxyles (LOO*). Le spectre RPE
des radicaux alkyles évolue vers celle des radicaux peroxyles avec la montée en température, ce

qui signifie que la formation des radicaux LOO* n’est possible qu’a partir d'une température

suffisamment élevée pour permettre la migration de I'oxygene a travers I’échantillon congelé.



Tableau 9. Caractéristiques générales des techniques RPE utilisées pour suivre I'oxydation des lipides (d’aprés Andersen et al. 2005).

Applications

Milieux

Avantages

Contraintes

Mesure directe

Identification des radicaux a
basse température
(-180°2 -100 °C)

Quantification des radicaux
dans des systémes a faible
mobilité

Huiles et systémes modeles
Aliments solides ou
déshydratés

Pas d’utilisation de piégeurs

Détection des radicaux « in
situ »

Utilisation des initiateurs de radicaux ou
des rayons UV

Spin trapping

Identification et
quantification des espéces
radicalaires a température
ambiante

Méthode rapide pour
déterminer la stabilité
oxydative

Evaluation de l'activité anti-
radicalaire des antioxydants

Huiles et différents aliments
(viande, lait, mayonnaise,
fromage...)

Les especes radicalaires a
durée de vie tres courte
peuvent étre étudiées

Forte dépendance des facteurs cinétiques

Utilisation d’un piégeur qui peut interférer
avec la chaine d’oxydation

L’identification et la quantification des
radicaux nécessitent l'utilisation des
méthodes additionnelles (CLHP, CLHP/MS)

Spin scavenging

Mesure de la réactivité des
radicaux

Evaluation de la capacité
anti-radicalaire des
antioxydants

Huiles et différents systemes

alimentaires

Des concentrations initiales
connues en radicaux

Utilisation d’un radical stable de type
nitroxyde (NO-)

ANOIHAVYOOITdId AdNLA
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I. 4. 3. 4. Spin Trapping

Le « spin trapping » consiste a stabiliser un composé radicalaire instable par un piégeur de spin
(spin trap) (Li et al. 1988). La détection de cette nouvelle espéce radicalaire permet la détection
indirecte de radicaux impliqués dansl'oxydation des lipides (Andersen & Skibsted 1998;
Thomsen et al. 2000a; Andersen & Skibsted 2002). Une sélection appropriée du piégeur de spin
est alors essentielle pour une application réussie de la méthode, de méme que des propriétés
spécifiques telles que la concentration, la solubilité du piégeur, le pH du systeme, la présence
potentielle d’autres agents oxydants ou réducteurs et la stabilité de 'adduit formé (Andersen &
Skibsted 2002).

Dans le cas des spin traps nitroso, les adduits de spin conférent une bonne emprunte digitale des
radicaux piégés L, car ces derniers se fixent sur 'atome d’azote (Figure 23) (Andersen et al.
2005). IIs sont donc immédiatement adjacents au groupement nitroxyle (NO*) et peuvent ainsi
facilement donner lieu a des constantes de couplage hyperfin supplémentaires caractéristiques
de leur structure. En revanche, les adduits nitroso sont thermiquement et photo-chimiquement
instables, ce qui explique que la plupart des spins traps utilisés font partie du groupe nitrone,

plus stables mais moins spécifiques que les nitroso.

0
R—N=—0 + L' —a R—N—IL (=)
composés nitroso radical nitroxyle
|.|| o H 8]
R—C==N—R  + ' — R—C—N—R (b)
L
nitrones radical nitroxyle

Figure 23. Réactions de spin-trapping des composés nitroso (a.) et nitrones (b.) pour former un
radical nitroxyle (adapté de Andersen et al. 2005).

Parmi les nitrones, 'a-phényl-N-tert-butylnitrone (PBN) a été utilisée avec succes pour la
détection de radicaux lors de 1'oxydation des lipides en raison de son caractere lipophile et de sa
bonne réactivité (Figure 24)(Thomsen et al. 2000a; Andersen et al. 2005; Falch et al. 2005;
Velasco et al. 2005; Papadimitriou et al. 2006)
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Figure 24. Formation d’un adduit de spin PBN-L-NO" suite a I'addition d’un radical lipidique L* au spin
trap a-phényl-N-tert-butylnitrone (PBN) (a). Exemple de spectre RPE correspondant a I'adduit de
spin PBN-L-NO* (b) (d’aprés Velasco et al. 2005)

I faut cependant préciser que les spectres de I'adduit de spin PBN-L-NO- varient peu selon la
nature des radicaux ajoutés. En effet, comme il est indiqué dans la Figure 24a, les radicaux
lipidiques piégés se fixent en a de 'atome d’azote et seul 'atome d’hydrogeéne peut donner une
constante de couplage additionnelle a celle du NO-. Par conséquent, I'allure du signal des adduits
de spin nitrone consiste en général en un triplet de doublets en fonction de la nature du radical
(Figure 24b). Toutefois, grace a leur bonne stabilité, les adduits de spin formés peuvent étre
séparés, identifiés et quantifiés par CLHP couplée a la spectrométrie de masse (Janzen et al.

1990; Hideo 2000; Iwahashi 2003; Koshiishi et al. 2006).

Il est trés important de souligner que cette technique de piégeage est une méthode cinétique, ce
qui implique que, la détection de radicaux dépendra des facteurs cinétiques. Ainsi, plusieurs
pieges peuvent étre identifiés dans la littérature.

Peu de cas existent ou les limites de l'utilisation des spins traps sont considérées dans
I’évaluation des résultats expérimentaux. Par exemple, le succes de la détection d’'une espece
radicalaire repose sur un piégeage efficace ainsi que sur une stabilité suffisante de I'adduit
résultant pour étre détecté pendant la mesure. Un piégeage efficace signifie que la réaction entre
le radical et le spin trap est suffisamment rapide pour empécher le radical de participer a une
réaction ultérieure. Par conséquent, les spectres observés reflétent une situation stationnaire
qui dépend de la vitesse de formation et de décomposition de 'adduit de spin, ainsi que de la
concurrence entre les réactions de piégeage et d'autres réactions radicalaires.

Un autre point a souligner porte sur l'interférence potentielle du spin trap utilisé avec la chaine
des réactions d’oxydation, ce qui peut modifier le mécanisme et la vitesse de ces réactions.
Plusieurs études indiquent ainsi que le PBN semble avoir un réle important dans la protection
des systemes lipidiques contre l'oxydation (Ondrias et al. 1994; Li et al. 2001). Barclay &
Vingvist (2000) ont cependant rapporté que le PBN n’agissait pas comme un antioxydant briseur
de chalne mais plutét comme un retardateur du phénomene d’oxydation (Barclay & Vinqvist

2000).
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Velasco et al. (2005) ont étudié I'effet du PBN dans le cas d'une huile de colza (HC), d'une huile
de tournesol (HT) et d’'une huile de poisson (HP). Le PBN conduit a une diminution marquée de
I'indice de peroxyde. Par ailleurs, on observe une concentration résiduelle en tocophérol
significativement plus élevée dans les échantillons contenant du PBN que dans les échantillons
témoins, ce qui laisse présager d'une action antioxydante du PBN. Un effet variable du PBN est
constaté en fonction de la nature de I'huile, avec une vitesse d’oxydation des huiles qui augmente
selon l'ordre HP>HT>HC et une diminution de la stabilité oxydative des huiles telle que
HP<HT<HC. Ces résultats pourraient étre liés a la teneur initiale des huiles en tocophérols et
donc au ratio de PBN et de tocophérols (Velasco et al. 2005).

Malgré les inconvénients évoqués, la méthode de spin trapping a été appliquée pour évaluer
I'activité anti-radicalaire des antioxydants dans différents produits alimentaires comme par
exemple la viande (Gatellier et al. 2000; Carlsen et al. 2001; Carlsen et al. 2003), le fromage
(Kristensen & Skibsted 1999), la mayonnaise (Thomsen et al. 1999; Thomsen et al. 2000b) ou les
huiles végétales (Thomsen et al. 2000a; Velasco et al. 2004).

Plus récemment, le spin trapping connait un nouveau développement grace a 'association des
techniques RPE et de chromatographie liquide haute performance, éventuellement couplée a la
spectrométrie de masse. Il est alors possible d’obtenir des informations précises sur la nature
des radicaux lipidiques piégés sous forme d’adduits.

L’efficacité des antioxydants peut aussi étre évaluée grace a la méthode spin trapping en
déterminant une phase de latence («lag time ») (Figure 25) pendant laquelle les antioxydants
endogénes de l'huile (par exemple les composés phénoliques) éliminent progressivement les
radicaux lipidiques jusqu’a épuisement de leur capacité (Rohn & Kroh 2005; Papadimitriou et al.
2006). Apres cette phase de latence, les radicaux vont interagir avec le spin trap présent dans le

milieu et former des adduits de spin.

concentration
T

lag time l{mim

Figure 25. Mise en évidence d’une phase de latence correspondant au moment de I'épuisement des
antioxydants endogénes de I'huile, suivie par la formation des adduits de spin (d’aprés Rohn & Kroh
2005).

Ainsi, le temps de latence représente la mesure de l'efficacité des antioxydants et peut étre

corrélé a la stabilité des aliments pendant le stockage.
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I. 4. 3. 5. Spin Scavenging

Comme mentionné précédemment, la plupart des radicaux impliqués dans les réactions
d’oxydation ont une durée de vie trés courte. Cependant, certains composés radicalaires peuvent
étre tres stables et ceci grace a leur structure ou conformation. Il s’agit par exemple des radicaux
de type 1,1-diphényl-2-pycril-hydrazil (DPPH), 2,6-di-tert-butyl-a-p-tolyoxyl (galvinoxyle) ou
encore des radicaux de type nitroxyle tel que le 4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpipéridine-1-oxyl
(TEMPO), I'acide 5-doxyl stéarique et ou I'acide 16-doxyl stéarique (Rohn & Kroh 2005).

Le « spin scavenging » correspond a la réaction d’'un de ces composés radicalaires stable avec

des radicaux présents dans leur environnement (Figure 26), et permet d’étudier la réactivité des

radicaux.
0] o]
Hac(Hzc)nHzWJ\OH H3C(H2C)11H2C/\)J\OH
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Figure 26. Formation d’une espéce non-paramagnétique suite a l'interaction d’un radical libre stable
(acide 5-doxyl stéarique) avec un radical lipidique L* (d’aprés Andersen et al. 2005).

L’approche de cette méthode est basée sur lespropriétés bien connues des radicaux
synthétiques nitroxyles, qui leur permettent de réagir rapidement avec les radicaux centrés
sur le carbone (108 a 10° M-1.s'1) pour former des produits diamagnétiques via recombinaison
radical-radical (Bowry & Ingold 1992; Lardinois et al. 2009). La méthode de spin scavenging
pourrait ainsi étre comparée a la phase de terminaison du phénomene d’oxydation entre les

radicaux lipidiques et les radicaux nitroxyles (réactions 31 et 32).

NO* + L* > NOL (31)
NO- + LO* - NOOL (32)

La caractérisation et I'identification des produits formés sont rendues possible a l'aide de la
chromatographie liquide haute performance couplée a la spectrométrie de masse (CLHP-MS)
(Koshiishi et al. 2006).

Cette approche a été utilisée par Wright et English (2003) pour examinerles sites de
formation des radicaux protéiques dans la myoglobine et la cytochrome c peroxydase exposées
au peroxyde d’hydrogéne (Wright & English 2003).

Le spin scavenging utilisant le radical nitroxyle TEMPO a permis d’étudier l'effetde la

température etde la lumiere surla vitesse de formation des radicaux dans le fromage
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(Kristensen & Skibsted 1999). Les résultats obtenus par la méthode de spin scavenging sont en
accord avec ceux obtenus par le spin trapping et ont montré que l'exposition a la lumiere est un
facteur plus important dans I'étape de formation des radicaux que le facteur température. Plus
tard, Grattard et al. (2002) ont utilisé le spin scavenging pour suivre I'état d’oxydation d'une

huile de lin encapsulée dans une matrice solide de maltodextrine (Grattard et al. 2002).

Le spin scavenging est également utilisé pour étudier l'activité des antioxydants.
Deux parametres différents peuvent alors étre déterminésa partirde lacinétique de
dégradation des radicaux nitroxyles (Figure 27) (Rohn & Kroh 2005): (i) le potentiel
antioxydant représente la vitesse de dégradation du radical. Celle-ci est déterminée par la
mesure de la quantité de radical dégradée pendant la premiere minute de la réaction en
présence d'une concentration constante en antioxydant. Le potentiel antioxydant est alors décrit
comme étant un phénomene cinétique et est exprimé en pmol de radical dégradé par minute
(Rohn & Kroh 2005). (ii) la capacité antioxydante correspond a la concentration de radical
consommé aprés un certain temps par une concentration donnée en antioxydant (Figure 27),
par exemple a 15 minutes. Le résultat est exprimé dans ce cas en pmol de radical dégradé par

umol d’antioxydant.
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Figure 27. Cinétique de disparition d’'un radical stable en présence de deux antioxydants différents
(1 et 2) (d’apreés Rohn& Kroh 2005).
Potentiel antioxydant exprimé en umol de radical consommé par minute.
Capacité antioxydante exprimée en umol de radical consommé par umol d’antioxydant.

La réactivité d’autres radicaux stables comme le DPPH et TEMPOL a été suivie pour étudier
I'activité des antioxydants dans le cas de la biére (Andersen & Skibsted 1998; Andersen &
Skibsted 2007; Andersen Mogens & Skibsted Leif 2007), le vin (Stagko et al. 2002; Stagko et al.
2006) et le thé (Polovka et al. 2003b).
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I. 5. PARAMETRES CINETIQUES DES REACTIONS D’OXYDATION DES LIPIDES

I. 5. 1. Méthodes de détermination des parametres cinétiques

Dans son sens le plus général, un modéle est une représentation bien définie et bien organisée
d'un aspect du monde réel (phénomeéne physique ou chimique) auquel on s’intéresse. Les
modeles mathématiques permettent d’étudier quantitativement et de hiérarchiser les différents
facteurs influencant les phénoménes étudiés et d’élucider les relations ou interactions existant
entre eux. Hors leurs vertus simplificatrices et explicatives, ces modéles sont aussi développés
pour prédire I'évolution d'un systeme dans des conditions opératoires non nécessairement
testées expérimentalement (Van Boekel 2008). En fonction de leur objectif, les modéles peuvent

étre classifiés en modeles conceptuels, mécanistiques ou empiriques (Van Boekel 2008).

L’objectif associé au développement d’'un modéle mécanistique est de pouvoir suivre les
cinétiques d’oxydation et de disposer de paramétres cinétiques tels que les énergies d’activation
et les constantes de vitesse dans le but d’essayer de prédire la stabilité oxydative des huiles lors
d’un traitement thermique, du stockage ou encore pendant la manipulation de celles-ci par le
consommateur. Certains de ces parametres sont disponibles dans la littérature, mais leurs
valeurs présentent parfois une large dispersion (Mukai & Okauchi 1989; Ozilgen & Ozilgen 1990;
Antunes et al. 1996; Tan et al. 2001; Choe & Min 2006; Tavadyan et al. 2007). La différence entre
ces valeurs peut s'expliquer par la complexité de composition ou de structure des systemes
étudiés dont la composition en acides gras, ou encore par les différentes méthodes d'analyse

utilisées, qui ne sont pas toujours suffisamment précises.

Comme nous l'avons évoqué dans le paragraphe 1.1, 'avancement des réactions d’oxydation peut
étre influencé par de nombreux facteurs intrinséques relatifs a la composition et a la structure
du produit (activité de I'eau, disponibilité de l'oxygene, pH du milieu, présence d’enzymes,
composition en AGPI, composition en antioxydants, ..), mais aussi par des facteurs
environnementaux (profil temps-température pendant la transformation de I’aliment,
température de stockage, humidité, pression, niveau d’exposition a la lumiére) qui surviennent
généralement au cours des processus de transformation des aliments (Labuza & Schmidl 1985;
Croguennec 2006). Tous ces facteurs peuvent influencer conjointement et parfois de maniere
imprévisible le phénomene étudié et leur couplage est souvent difficile a étudier. L'utilisation de
modeles mathématiques est dans ce cas une solution idéale pour diminuer la charge
expérimentale associée a ces études (test de vieillissement au cours du stockage, tests

d’oxydation accélérée, étude de l'influence des parameétres de formulation).
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En 1990, Ozilgen et al. ont proposé un modéle qui permet de caractériser 'avancement des
réactions d’oxydation des lipides dans les aliments d’origine animale. Ce modéle, adapté aux
réactions d’oxydation, prend la forme de I'’équation différentielle suivante :

dc =kC 1—L Equation 1
dt C

max

ou C est la concentration totale des produits d’oxydation ; Cmax est la valeur maximale atteinte
par la concentration C en fin d’oxydation ; k est la constante de vitesse de la réaction et t est le
temps.

Si C<<Cpay, alors le terme 1-C/Cnax de I’équation 1 est proche de 1 et I'équation devient :

ac =kC Equation 2

dt

Dans I'étape finale de I'oxydation, quand C=Cpay, le terme 1-C/Cmax tend vers zéro, décrivant un

ralentissement du processus d’oxydation.
L. 5. 2. Influence de la température sur les parametres cinétiques

La température est I'un des facteurs les plus influents sur la stabilité de nombreux produits. La
loi d’Arrhenius (Equation 3) proposée en 1901, développée sur la base de réactions moléculaire
réversibles, est vérifiée empiriquement pour une large gamme de phénomenes physiques et
chimiques complexes se produisant dans les aliments (Labuza & Riboh 1982). Elle permet le

calcul de la constante de vitesse d’une réaction selon :

_Ea

k =k, [&RT Equation 3

ou R est la constante des gaz parfaits (8,31 J.K-.mol1) ; T est la température (K); Ea est I'énergie
d’activation (J.mol1) et ko est un facteur pré exponentiel.

Lorsque la relation d’Arrhenius est respectée, une relation linéaire est observée entre In(k) et
I'inverse de la température (1/T). Ainsi, en mesurant la vitesse d’'une réaction a trois
températures différentes au minimum, une interpolation est possible pour déterminer la vitesse
de la réaction a toute autre température souhaitée, mais dans ce cas, une approche statistique
rigoureuse est essentielle pour évaluer l'exactitude des données interpolées. Cette approche
utilisant la loi d’Arrhenius n’est valide que si les facteurs de composition et les facteurs

environnants (a I'exception de la température) sont constants.

Des comportements n’obéissant pas a la loi d’Arrhenius ont été observés a des températures
négatives. Ce phénomeéne pourrait s’expliquer par le fait qu'autour de ces températures,
I’évolution du systeme alimentaire est influencé par des nombreux facteurs et varie en

fonction de la température (Calligaris et al. 2004):
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En fait, en-dessous des températures de congélation, de nombreux phénomeénes dépendant de la
température tels quela concentration du soluté, les changements des propriétés physico-
chimiques (solubilité des réactifs, force ionique, pH, activité de I'eau, viscosité), la dénaturation
des protéines et la transition de phase des composants a cristalliser (eau, sucre, lipides) peuvent
avoir lieu (Parker & Ring 1995; Fennema 1996; Champion et al. 1997). Ces événements
peuvent compliquer l'effet direct de la température sur la constante de vitesse d’une réaction, ce

qui rend la variation de cette constante non descriptible par la loi d’Arrhenius.

Quelques exemples de I'application de I'’équation Arrhenius sont reportés dans le Tableau 10

(Manzocco et al. 2010).

Tableau 10. Exemples de l'application de I'équation Arrhenius pour décrire la dépendance des
réactions d’oxydation a la température (adapté de Manzocco et al. 2010).

Indice E, Référence
kJ.mol!

Huile de tournesol (Calligaris et al. 2004)

Huile de colza encapsulé (Orlien et al. 2006)
Huile d’olive extra vierge (Calligaris et al. 2005)
Huile de saumon (Huang & Sathivel 2008)

Formation des hydroperoxydes 24-240

Formation des diénes conjugués | 65-114 Produits a base d’amandes (Tazi et al. 2009)

Huile de tournesol (Calligaris et al. 2004)
Huile d’olive extra vierge (Calligaris et al. 2005)
Lait en poudre (Thomsen et al. 2005)

Formation des TBARS 61-100 Produits a base d’amandes (Tazi et al. 2009)

Formation des composés volatils | 34-194

On peut observer que pour une méme série de réactions, les intervalles de variation des énergies
d’activation sont larges. Ces variations peuvent étre attribuées a la différence de composition
des systémes étudiés et aux facteurs environnementaux (température, pH...) non controlées
pendant ces études. En particulier, dans la plupart des études de la littérature, la température est
supposée constante pendant la mesure des cinétiques d’oxydation ce qui est rarement le cas
dans la pratique. La relation entre la constante de vitesse et la température est alors traduite par
I’équation 1.

Cependant, il est possible de prendre en compte I'influence d'une variation de température sur
les constantes de vitesse en définissant une valeur de constante dépendant du temps

selon I'équation suivante :

_Ea

k(t) =k, 270

Equation 4
Néanmoins, si la cinétique de variation de température n’est pas parfaitement maitrisée ou
caractérisée, cela complique I'intégration des équations différentielles prédisant I'évolution des

concentrations en espéces dans le systéeme et l'identification ultérieure des parametres E, et k.
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La mise a disposition des constantes de vitesse pour des réactions radicalaires est essentielle
pour faire progresser la démarche de modélisation. Le Tableau 11 résume les ordres de
grandeur des constantes cinétiques impliqués dans le phénomene d’auto-oxydation ainsi que les
énergies d’activation (E.) associées aux réactions et trouvées dans la littérature. Les méthodes
d’obtention de ces données cinétiques ne sont pas toujours disponibles dans les articles ou
restent floues. Notre objectif n'est pas de s’attarder sur ces méthodes, malgré leur role
fondamental dans la validité des constantes définies, mais plut6ét de recenser toutes les données
disponibles dans la littérature pour disposer d’ordres de grandeur des parameétres cinétiques
pour les réactions auxquelles nous nous intéressons dans le développement du modele stoechio-

cinétique.



Tableau 11. Constantes de vitesses recensées dans la littérature pour les réactions d’auto-oxydation des acides gras insaturés, en présence ou non d’antioxydants.

Ea

Réactions Conditions ka Références
k].mol-1
INITIATION
LH — L +H* 180 °C 1,0 x 10 (Silvagni et al. 2010)
Me D)+ + LH — Men*t + H* + L - 1x103 63 (Abuja et al. 1997)
40°C 2,2 x 1010 (Privet et al. 1962)
LH + O— L*+ HOO S0°C 16x10° 146-273 (Min & Boff 2002)
LH + Oz — LOOH - 5.8 x 10-11 (Kasaikina et al. 1999)
40°C 1,2 x 108 -
LOOH— LO* + OH* 50°C 33 x 108 184 g(é)}f;; etal. 1982; Tavadyan et al. 2007; Silvagni et al.
180 °C 4,4 x 104
LOOH + Me" — LO* + OH- + Me(+1)+ 1,5 x 103 80 (Akoh et Min, 2008)
LOOH + LH — LO* + L* + H20 - 2.3 x10°7 (Kasaikina et al. 1999)
LOOH + LOOH — LOO* + LO* + H,0 - 2.4 x 106 (Kasaikina et al. 1999)
PROPAGATION
40 °C 1,0 x 108 (Ragnarsson & Labuza 1977; Barclay et al. 1989;
L* + 0,— LOO" 50°C 1,0 x 109 0-5 Salvador et al. 1995; Antunes et al. 1996; Tan et al.
2002; Tavadyan et al. 2007)
- 105 - 1010
40 °C 10 (Howard 1972; Ragnarsson & Labuza 1977; Tavadyan
65°C 13,6 etal. 2003; Tavadyan et al. 2007)
LOO°+LgH ° 1,2 x 103
LOO+ LH — LOOH + L+ 00%+LsH (37 °C) 2> 10 10-26
LOO°+LcH (37 °C) 1,7 x 103 (Hasegawa & Patterson 1978; Barclay et al. 1989;
- 9,0 x 103 Iuliano et al. 1995; Tavadyan et al. 2007)
- 18,05

a.- Les valeurs des constantes de vitesse sont exprimées en M-1.s'1 pour les réactions bimoléculaires et en s pour les réactions monomoléculaires.
LH, acide gras; LaH, acide oléique; LgH, acide linoléique; a-Toc, alpha-tocophérol.
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Ea

Réactions Conditions ka Références
k].mol-1
40°C 2,0 x 107
LaOO*® + LAOO* — LaO* + LAOH + O X 5 (Tavadyan et al. 2007)
50°C 2,14 x 107
37°C 3,8 x 106
37°C 838 x 106 (Small et al. 1979; Erben-Russ et al. 1987; Salvador et
LO*+LH — LOH + L - - al. 1995; Tan et al. 2001; Tavadyan et al. 2007;
40°C 1,27 %10 Doktorov et al. 2008)
50°C 1,49 x 107
TERMINAISON
40°C 1,0 x 10° c .
L+ L— LL 50°C 1.0 x 10° (Heaton & Uri 1961; Small et al. 1979; Vernon 1996;
Vernon 1998)
37 °C 1,0 x 106
L* + LOO* — LOOL 40°C 1,0 x 108 1 (Small et al. 1979; Denisov 2900; Tellvadyan etal.
37 1,0 x 105 2007; Doktorov et al. 2008; Silvagni et al. 2010)
LOO* + LOO* — LOOOOL 40 °C 1,0 x 103-1,0 x 107 4 (Vernon 1998; Tavadyan et al. 2007)
LOO* + LOO* — LOOL+0> - 1x 104-1,0 x 108 5 (Kolakowska 2002)
INHIBITION PAR L’a-TOCOPHEROL
o 6
o-Toc + LOO*— a-Toc* + LOOH 40°C 1,85 x 10 (Simic 1981; Tavadyan et al. 2007)
50°C 2,03 x 10¢
40 °C 1,0 x 10°
o-Toc + LO* — a-Toc* + LOH e (Tavadyan et al. 2007)
50°C 1,0 x 10°
o-Toc + LH — a-Toc + L* ) 0,02 -0,03 (Mukai & Okauchi 1989; Mukai et al. 1993; Tavadyan
etal.2007)
o-Toc* + LOOH — a-Toc + LOO* - 0.1-0.5 38 (Mukai & Okauchi 1989)
a-Toc* + LOO* — a-Toc-O0L - 2.5 x 106 (Kaouadji et al. 1987; Brimberg & Kamal-Eldin 2003)

2 o-Toc* — a-Toc-dimere

3x103-5x105

(Burton et al. 1985)

ANOIHAVYOOITdId AdNLA

a.- Les valeurs des constantes de vitesse sont exprimées en M-1.s'1 pour les réactions bimoléculaires et en s pour les réactions monomoléculaires.
LH, acide gras; LaH, acide oléique; LgH, acide linoléique; a-Toc, alpha-tocophérol.
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I. 6. Conclusion

Les acides gras insaturés sont la cible des phénomeénes d’oxydation. L'oxygéne moléculaire dans
son état fondamental (30;) est peu réactif et ne se fixera sur les acides gras qu’aprés une étape
d’initiation induite par les radicaux libres, la lumiére, la chaleur ou encore la présence d’enzymes
ou d’ions métalliques. Une fois le phénoméne d’oxydation déclenché, une chaine de réactions se
produit et donne naissance a un grand nombre de produits responsables de la perte de qualité
nutritionnelle et/ou organoleptique des aliments. L’étude des mécanismes d’oxydation lipidique
et des moyens de la prévenir par les antioxydants connait depuis plusieurs années un regain

d’'intérét di aux implications de ces phénomenes dans le domaine de la nutrition et de la santé.

L’oxydation des lipides, a laquelle les huiles sont sensibles, est un phénomene radicalaire qui se
produit selon des mécanismes et des voies réactionnelles complexes. Les produits d’oxydation
primaires résultant de 'oxydation des acides gras insaturés sont les hydroperoxydes qui se
décomposent rapidement en de nombreux produits secondaires (aldéhydes, cétones,
hydrocarbures, ...) et qui contribuent a propager des dommages vers d’autres molécules comme
les protéines, les acides nucléiques et les autres composés lipidiques.

L’oxydation des lipides peut étre évaluée de plusieurs manieres, par suivi des substrats
oxydables et des produits d’oxydation. Chaque méthode présente des avantages et des
inconvénients. Il est doncimportant de choisirla (ou les) méthode(s) la(les) plus
adéquate(s), selon le systeme que l'on étudie etl'état d'oxydation attendu. L'utilisation de

plusieurs méthodes est fortement recommandée.

Grace aux nombreuses méthodes disponibles, il est possible de constater et quantifier
I'oxydation des lipides, mais il est encore impossible de prédire avec précision I'évolution des
réactions. Le développement de modeles stoechio-cinétiques en tant qu’outils prédictifs est une
solution qui apparait pertinente pour réduire les essais expérimentaux pour chaque nouveau
couple produit/procédé. Cependant, cela suppose de disposer des constantes de vitesse et des
énergies d’activation pour les réactions considérées. Si ces données sont parfois disponibles

dans la littérature, elles présentent une grande dispersion.
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II. 2. MATERIELS ET METHODES
II. 1. Standards, réactifs et solvants

Standards

L’acide chlorogénique 99 % et le trans, trans 2,4-décadiénal proviennent de Acros Organics
(Noisy-Le-Grand, France). L’a-tocophérol = 97 % a été fourni par Fluka (Saint-Quentin-Fallavier,
France), le 3-tocophérol = 95 %, le y-tocophérol = 96 % et le 8- tocophérol 90 % par Merck

(Fontenay-sous-Bois, France).

Réactifs

L’hydroxyde de sodium 97 %, I'iodure de potassium 99 %, 'acide chloridrique 37 % (pureté 99
%) , le thiosulfate de sodium pentahydraté 99 % proviennent de Carlo Erba (Val-de-Reulil,
France). L’alumine type WN-3, la para-anisidine 99 %, l'acide 5-doxyle stéarique et le N-tert-
Butyl-a-phénylnitrone 98 % sont fournis par Sigma-Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier, France).

L’acide acétique glacial 99,5 % provient de Fluka Biochemika (Saint Quentin-Fallavier, France).

Solvants

L’acétonitrile 99,9 % qualité CLHP, I'acide acétique glacial 99,8 % CLHP, I'éthanol 99,8 % CLHP,
I’éther de pétrole 35°-60°, le N-heptane 99,2 % CLHP, 'hexane > 98 % CLHP, I'isopropanol 99,5
% CLHP, I'isopropanol qualité analyses, le tétrahydrofurane 99,8 % CLHP et l'isooctane > 99,5 %
grade spectroscopie proviennent de Carlo Erba (Val-de-Reuil, France). Le 1-décanol 99 % et
I'acide 5-doxyle stéarique ont été fournis par Sigma-Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier, France).
L’eau ultra pure pour applications CLHP est obtenue par un systéme de filtration Millipore Elix
(Saint-Quentin-en-Yvelines, France) puis est purifiée a travers un dispositif Millipore Simplicity

185, afin d’obtenir une résistivité de 'eau de 18,3 MQ/cm.

II. 2. Matériels

II. 2. 1. Nature et composition des huiles

L’huile de tournesol, de qualité alimentaire, a été achetée chez un distributeur local sous la
marque de ce distributeur (Cora, France). Les huiles de tournesol oléique et de colza ont été
fournies par Lesieur (Coudekerque, France). Toutes les huiles provenaient du méme lot (méme
date et méme heure de conditionnement). Selon les analyses réalisées par Lesieur, 100 g d’huile
de tournesol Cora contiennent 26 g d’acides gras mono-insaturés (AGMI) et 62 g d’acides gras

polyinsaturés (AGPI). 100 g d’huile de tournesol oléique Lesieur contiennent 82 g AGMI et
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environ 9 g AGPL. 100 g d’huile de colza Lesieur contiennent 64 g AGMI et 27 g AGPIL Les

caractéristiques et la composition chimique des huiles sont détaillées dans le Tableau 12.

Tableau 12. Caractéristiques physico-chimiques et composition en acides gras et tocophérols des
huiles de tournesol, de tournesol oléique et de colza.

Huile de tournesol Huile de colza Huile de tournesol
Cora Lesieur oléique Lesieur

Composition en acides gras (g/100 g d’huile)

Myristique C14:0 0,07 0,04 0,03

Palmitique C16:0 5,92 4,46 3,59

Palmitoléique Cl6:1 0,09 0,21 0,08

Stéarique C18:0 4,14 1,6 3,22

Oléique C18:1 26,04 63,53 82,33

Linoléique C18:2 62,27 18,83 8,79

Linolénique C18:3 0,06 8,1 0,07

Arachidique C20:0 0,26 0,56 0,28

Gadoléique C20:1 0,13 1,32 0,24

Béhénique C22:0 0,66 0,33 0,97

Erucique C22:1 - 0,4 -

Lignocérique C24:0 0,19 0,16 0,32

AGS 11,27 7,18 8,44

AGMI 26,29 65,67 82,69

AGPI 62,34 27,06 8,86

Indice de peroxyde (meq O,/kg huile) 3,5 0,45 0,61

Polymeéres (g/100g huile) 0,36 0,09 0,01

Composés polaires (g/100g huile) 2,5 1,4 3,1
Teneur en tocophérols (mg/100g d’huile)

Alpha-tocophérol 44,24 26,05 56,04

Alpha-tocotriénol 0,05 0,04 0,06

Beta-tocophérol 1,75 0,16 2,35

Gamma tocophérol 0,33 34,83 1,03

Gamma tocotriénol 0,05 0 0,09

Tocophérols totaux 46,52 62,06 59,75

AGS - acide gras saturé; AGMI - acide gras mono-insaturé; AGPI - acide gras polyinsaturé;

II. 2. 2. Purification des huiles

La purification a pour but d’éliminer les composés polaires présents dans les huiles, c’est-a-dire
les acides gras libres, les traces de pro-oxydants comme les peroxydes et les antioxydants, ceci
afin de maftriser au mieux la composition initiale de ces huiles. La purification est effectuée
d’apres la méthode de Yoshida et al. (1992), adaptée par Soto au laboratoire en 2007. Elle repose
sur une technique de purification d'une huile sans solvant basée sur une filtration sous pression
réduite.

600 g d’alumine disposés dans 3 cristallisoirs sont séchés a I'étuve a 200 °C pendant 6h puis
placés dans un dessiccateur jusqu’'a refroidissement (I’alumine chaude pourrait favoriser
I'oxydation de l'huile). 200 g d’alumine sont ensuite placés dans un filtre (systéme de type
Biichner) ; ils permettront de filtrer 600 g d’huile sous vide a une pression initiale égale a 100
mbar. Progressivement au cours de la filtration, la pression est ramenée a 75 puis 10 mbar.

L’opération de filtration est réitérée deux fois avec a chaque fois 200 g d’alumine activée fraiche.
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L’huile purifiée doit étre transparente, exempte de traces d’alumine et inodore. Une fois I'étape
de purification terminée, les huiles sont placées sous flux azote pendant 15 minutes de fagon a
chasser I'oxygéne de I'espace de téte. Elles sont ensuite conservées a 4 °C pendant une semaine
au maximum, période pendant laquelle leur stabilité oxydative a été vérifiée. Les huiles purifiées
sur alumine présentent la méme composition en acides gras que les huiles commerciales
(Tableau 12). L’absence de tocophérols résiduels est vérifiée par une analyse par

chromatographie liquide haute performance couplée a une détection UV (cf §I1.7.1).

IL. 2. 3. Préparation des huiles enrichies en antioxydants

IL. 2. 3. 1. Préparation de I’échantillon enrichi en a-tocophérol

0,17 g d’a-tocophérol sont pesés dans une fiole jaugée de 20 mL qui est ensuite complétée avec
de l'isopropanol. La solution est agitée au vortex (Heidolph TOP-MIX 94323, Fisher Bioblock
Scientific, Vaulx Milieu, France) a vitesse maximale pendant 2 minutes, puis placée dans un bain
a ultrasons (Bransonic 3510E-MTH, Branson Ultrasons, Annemasse, France) pendant 10
minutes. La concentration en a-tocophérol de la solution est de 14,9-10-4 mol. L-1. 3,35 mL de
cette solution sont ajoutés a 40 g d’huile purifiée puis 'ensemble est mélangé. L'isopropanol est
ensuite évaporé a I'aide d’'un évaporateur rotatif (Rotavapor RE 120 de Biichi, Rungis, France)
sous pression réduite (90 mbar) a 40 °C. Il a été vérifié qu’'au cours de cette étape d’évaporation

il n’y avait pas d’oxydation des AGI de I'huile.

IL. 2. 3. 2. Préparation de I’échantillon enrichi en a-tocophérol et en acide
chlorogénique

0, 17 g d’alpha-tocophérol et 0,14 g d’acide chlorogénique sont pesés dans une fiole jaugée de 20
mL qui est ensuite complétée avec de l'isopropanol. La solution est agitée au vortex a vitesse
maximale pendant 2 minutes, puis placée dans un bain a ultrasons pendant 10 minutes. La
concentration des deux antioxydants est équimolaire et égale a 14,9-10-4 mol.L-1. 3,35 mL de la
solution obtenue sont ajoutés a 40 g d’huile purifiée puis I'ensemble est mélangé. L’huile est
agitée au vortex pendant 10 minutes a puissance maximale. L'isopropanol est ensuite évaporé

sous pression réduite (90 mbar) a 40 °C a I'aide d’'un évaporateur rotatif.
IL. 2. 4. Préparation d’huiles oxydées

L’objectif de cette manipulation est de disposer d'un milieu lipidique contenant une
concentration connue en hydroperoxydes. L’huile oxydée est préparée selon le protocole
suivant: 50 g d’huile de colza purifiée sur alumine (cf § I1.2.2) sont pesés dans un flacon en
verre (50 mL) qui est fermé (bouchon a vis) puis placé dans une étuve a 50 °C pendant environ

une semaine. Quotidiennement, des prélevements de 2 g d’huile sont effectués et une
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détermination de l'indice de peroxyde est réalisée, selon le protocole décrit dans le § 11.6.3.
L’oxydation de l'huile de colza purifiée est arrétée une fois que la concentration en
hydroperoxydes a atteint 11,8 mmol.L-1. L’huile oxydée est ensuite aliquotée (aliquots de 1 g)
dans des vials scertis qui sont stockés a -18 °C jusqu’au moment de leur utilisation. Des analyses
sont effectuées chaque semaine de facon a vérifier que la concentration en hydroperoxydes

n’évolue plus lors du stockage.
II. 2. 5. Production des hydroperoxydes

La production des hydroperoxydes a été réalisée en collaboration avec Aline Boussard (CNAM,
UMR 1145, Equipe Calipro, AgroParisTech).

100 mL d’une solution d’acide linoléique (1 mmol.L-* pH 9) sont introduits dans une cellule de
100 mL thermostatée a 30 °C, puis un extrait de lipoxygénase de soja est ajouté (300 nkat).
L’ensemble est oxygéné par bullage en continu. La réaction est stoppée apres 5 minutes par
addition de 1 mL d’'HCl (6 N). Les produits d’oxydation sont extraits par 3 fois 100 mL d'un
mélange chloroforme/méthanol (2/1, v/v). Les phases organiques sont rassemblées, séchées sur
sulfate de sodium anhydre puis évaporées a sec sous vide. L’extrait sec est ensuite repris dans
10 mL du mélange chloroforme/méthanol (2/1, v/v). Cette solution est alors transférée dans un
ballon rodé de 50 mL, de nouveau évaporé a sec et repris par 3 mL d’éthanol. Le spectre UV
d’une solution diluée a 1/2000¢me est établi entre 200 et 300 nm. La solution, répartie dans 3

tubes Eppendorf, est conservée sous azote a -20 °C.

II. 3. Traitement thermique des huiles

5 g d’huile purifiée ou enrichie en antioxydant(s) sont pesés avec précision dans un pilulier de
rayon égal a 13,00 mm (volume 20 mL, diametre externe 27 mm, hauteur 55 mm, Cloup,
Champigny sur Marne, France). Les piluliers sont ensuite plongés dans un bain de silicone
préalablement porté a une température donnée. Les températures de chauffage sont comprises
entre 80 et 180 °C, précisément 80, 100, 120, 150 et 180 °C. Les huiles sont chauffées pendant 6
heures. A intervalles de temps réguliers (30 minutes ou 1 heure), un tube est prélevé. Un dosage
de quelques composés primaires et secondaires d’oxydation est effectué sur chacun des
échantillons prélevés. Chaque cinétique est répétée trois fois pour chacune des températures

testées.

I1. 4. Dispositif expérimental et équipements

Un dispositif expérimental est mis en place pour suivre de facon controlée la réactivité des
huiles a haute température. Le systeme illustré schématiquement dans la Figure 28 est constitué

d’un bain de silicone disposé sur un agitateur magnétique avec fonction chauffante (RCT classic
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IKAMAG, VWR, Fontenay-sous-Bois, France). Un support grillagé plongé dans le bain de silicone
sert a disposer les piluliers contenant I'huile a étudier.

La température du bain de silicone est contrdlée par un thermometre a contact électronique
muni d'une sonde PT-1000 et d’un régulateur PID (VT-5, VWR, Fontenay-sous-Bois, France).
L’homogénéisation de la température de I'huile de silicone est assurée par une agitation
magnétique effectuée pendant toute la durée du chauffage. La validation du systéme est réalisée
par le suivi de I'évolution de la température du bain de silicone et de la température de I'huile

contenue dans les piluliers sur une durée supérieure a la durée des cinétiques (7 heures).

I consigre

MesweT" (70 ) Régulateur PID

sarte

Figure 28. Schéma du dispositif expérimental de chauffage des huiles.

La température est mesurée a l'aide de thermocouples gainés type T (cuivre-nickel) qui
travaillent dans une gamme de températures comprise entre -200 °C et +400 °C (précision * 0,1
°C). Ces thermocouples sont reliés a une centrale d’acquisition des températures a 8 voies TC-08,
de marque Pico Technology® (Technology Limited, Angleterre) (précision * 0,5 °C), elle-méme
reliée a un ordinateur sur lequel un logiciel d’acquisition permet de visualiser et d’enregistrer
les températures en temps réel. L’évolution de la température du bain de silicone pour les
différentes températures étudiées montre qu'un certain temps est nécessaire pour atteindre la
température de consigne (Figure 29). Cette durée est d’autant plus longue que la température de
consigne est élevée. Elle est comprise entre 20 minutes pour arriver a une température de

consigne égale a 80 °C et 37 minutes pour une température de consigne égale a 150 °.
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Figure 29. Evolution de la température de l'huile de silicone au cours de son chauffage, mené a 80,
100,120 ou 150 °C.
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Des que la température du bain de silicone arrive a la température ciblée, celle-ci reste
parfaitement stable tout au long du traitement puisque la variation observée n’est que de 1 °C.
La température de l'huile contenue dans les piluliers est, en régime permanent,
systématiquement inférieure de 5 degrés a la température cible (température régulée du bain de

silicone) (Figure 30).

150T

120k 120C

100 100C

Température (T)

I I I I I I I I I
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
Temps (secondes)

Figure 30. Evolution de la température de I'huile contenue dans les piluliers au cours du chauffage,
mené a 100, 120 ou 150 °C.

Cette température est atteinte tres vite (environ 7 minutes) et ne présente aucun changement
significatif pendant toute la durée de I'expérience. Un deuxieme systéme a été mis en place de la

méme maniere pour permettre le traitement d'un plus grand nombre d’échantillons a la fois.

II. 5. Suivi des espéces radicalaires par Résonance Paramagnétique
Electronique (RPE)

L’étude des espeéces radicalaires lipidiques a été menée en collaboration avec A-M. Riquet (INRA,

UMR 1145, Equipe IMMC, AgroParisTech, centre de Massy).
IL. 5. 1. Génération des radicaux lipidiques par photolyse

La génération des radicaux lipidiques par photolyse UV est réalisée a trés basse température
selon un protocole adapté de celui précédemment décrit par Zhu et Sevilla en 1989 (Zhu &
Sevilla 1990).

0, 15 g d’huile de colza sont pesés dans un tube en quartz (0,5 mm x 178 mm, Wilmad-LabGlass,
Interchim, Asniéres, France). Le tube est ensuite plongé dans de 1'azote liquide. Aprés environ 2
minutes, lorsque 'huile est complétement figée, le tube est irradié pendant 5 secondes a l'aide
d’'une lampe LC8-06 qui associe une lampe xénon et une lampe mercure a haute intensité UV
(Hamamatsu Photonics France, Massy, France). La distribution spectrale de la lampe indique que
la lampe n’émet qu’'a 2% de sa capacité a 254 nm, longueur d’onde intéressante car susceptible

d’amorcer les réactions radicalaires. Pour amorcer les réactions radicalaires, la procédure
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d’irradiation est répétée 3 fois, avec remise de I'échantillon dans l'azote liquide entre chaque
irradiation de fagon a éviter la liquéfaction de I'huile.

Aprés irradiation, le tube RPE est introduit dans la cavité du spectromeétre Bruker
(Wissembourg, France) refroidie par une arrivée d’azote liquide afin de maintenir une
température constante de l'échantillon. Les parametres du spectrometre sont les suivants:
champ central de 3412 G, largeur de balayage de 100 G, résolution de 1024 points, puissance des
micro-ondes de 20 mW, modulation de I'amplitude de 1,0 G, modulation de la fréquence de 100

kHz ; temps de conversion de 1,28 s; constante de temps de 20,48 ms.
IL. 5. 2. Génération des radicaux lipidiques par thermolyse

Les radicaux lipidiques générés par la température sont piégés soit par l'acide 5-doxyl-
stéarique (DSNO*), soit par la N-tert-butyl-a-phénylnitrone (PBN) selon le protocole suivant : 10
uL de solution d’acide 5 doxyl-stéarique dans l'isopropanol (2,6 mmol.L-'1) ou de solution de N-
tert-Butyl-a-phénylnitrone dans lisopropanol (51 mmolL1) sont ajoutés al g
d'échantillon d’huile et 'ensemble est agité au vortex (Heidolph TOP-MIX 94323, Fisher
Bioblock Scientific, Vaulx Milieu, France) a la vitesse maximale pendant 10 secondes. 0,16 g du
mélange sont pesés avec précisiondans un tube RPE en verre (0,5mm x 178 mm, VWR
International) puis sont analysés 30 secondesaprés placement dutube dansla
cavité RPE préalablement chaufféea 100 °Cou 110°C a l'aide d’'une unité de température
variable (Briikker ER411VT). La températurede I'huile contenue dans le tube RPE
est enregistrée tout au long de I'expérience a I'aide de thermocouples gainés type T (cuivre-
nickel, gamme de température -200 °C a 400 °C, précision de * 0,1 °C). Le profil de température

obtenu est représenté sur la Figure 31.
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Figure 31. Evolution de la température de I'huile contenue dans les tubes RPE pendant le chauffage

menéa 100 et 110 °C.

Un laps de temps de 30 secondes est nécessaire avant l'enregistrement des spectres afin

d'étalonner le spectrometre Bruker RPE (Wissembourg, France). Les spectres RPE sont
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enregistrés toutes les 1,28 secondes. Les parameétres suivants ont été utilisés pour toutes les
mesures : champ central de 3412 G, largeur de balayage de 100 G, résolution de 1024 points,
puissance des micro-ondes de 20 mW, modulation de I'amplitude de 1,0 G, modulation de la
fréquence de 100 kHz, temps de conversion de 1,28 ms, constante de temps de 20,48 ms.

La formation des radicaux dans les huiles et leur piégeage par le DSNO- et le PBN se traduit par
I'apparition d’'un signal caractérisé par trois pics d’absorption. Les spectres sontanalysés a
I'aide du logiciel Winepr® etl'intensité maximale de la premiere raie est déterminée par la
fonction peak peaking.

La stabilité des piégeurs DSNO* et PBN a été testée pendant 2000 secondes dans un substrat non
oxydable (huile de silicone), de fagon a s’assurer qu'il n'y avait aucune dégradation des

piégeurs due a la température.

I1. 6. Suivi des espéces non-radicalaires

Toutes les analyses sont réalisées trois fois. Les concentrations des especes suivies sont

exprimées en moles d’espéce formée par litre d’huile.
II. 6. 1. Dosage des acides gras par CPG-FID

La composition en acides gras des huiles est déterminée par chromatographie en phase gazeuse
couplée a un détecteur a ionisation de flamme (CPG-FID) selon la méthode officielle IUPAC
(1992).

Les esters méthyliques des acides gras sont préparés selon le protocole suivant: une goutte
d’huile (environ 10-15 mg) est pesée avec précision puis dissoute dans 1 mL d'une solution
d’éther de pétrole contenant un standard interne (triglycéride homogene de Il'acide
heptadécanoique a 3 mg.L1). Le flacon est bouché hermétiquement, agité manuellement pendant
2 secondes, puis 200 puL de soude méthanolique (2 mol.L-1) sont ajoutés. L'ensemble est agité
manuellement pendant 10 secondes et placé dans un bain-marie a 50 °C pendant 20 secondes.
Apreés une nouvelle agitation pendant 10 secondes, le flacon est débouché avec précaution et
400 pL d'acide chlorhydrique méthanolique (1 mol.L'1) sont ajoutés. Apres agitation et
décantation des deux phases, 0,5 pL de la phase supérieure contenant les acides gras méthylés
sont injectés en CPG-FID.

Les analyses sont réalisées sur un chromatographe en phase gazeuse PR 2100 (Perichrome
S.AR.L, Saulx-les-Chartreux, France) équipé d'une colonne capillaire en silice greffée DB-WAX,
30 m x 0,32 x 0,5 pm, avec un gaz vecteur composé d’hydrogéne a un débit de 1 mL.min! et un
détecteur a ionisation de flamme. La température du four est de 180 °C, la température de
l'injecteur de 250 ° C et celle du détecteur de 250 ° C. Les résultats sont analysés avec le logiciel

Winilab III® et les esters méthyliques des acides gras sont identifiés par comparaison de leur
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temps de rétention avec ceux d’'un mélange de référence. La quantification des acides gras est

réalisée a I'aide de I'étalon interne.
IL. 6. 2. Dosage des diénes conjugués

Le dosage des dienes conjugués (DC) est réalisé selon une méthode adaptée de la norme AFNOR
NF T 60-223 afin de pouvoir traiter un plus grand nombre d’échantillons.

0,1 a 0,2 g d’huile sont pesés avec précision dans un tube a essai en polystyrene puis 10 mL
d’isooctane sont ajoutés. L’échantillon est agité au vortex (Heidolph TOP-MIX 94323, Fisher
Bioblock Scientific, Vaulx Milieu, France) pendant 20 secondes a la vitesse maximale.
L’absorbance de la solution obtenue est mesurée a 234 nm a l'aide d'un spectrophotométre
d’absorption UV-Visible Uvikon 941 Plus de Serlabo Technologies (Entraigues-sur-la-Sorgue,
France) piloté par le logiciel Kontron Instrument d’Uvikon. L’absorbance doit étre comprise
entre 0,2 et 0,8. Dans le cas ou elle est supérieure a 0,8, une dilution au 1/6 ou au 1/10 dans
l'isooctane est alors effectuée.

L’absorbance spécifique (AS) est calculée de la facon suivante :

AbsorbanceSpécifiques Absorbancg,

g huile

mg huile + V
p isooct
huile

ou : Absorbancezzm est la valeur de 'absorbance mesurée a 234 nm; mg e représente la

x100

masse d’huile (g) ; pruile €st la densité de 'huile et Visoocr correspond au volume (mL) d’isooctane
ajouté dans le tube.
La concentration en diénes conjugués, exprimée en mol.L-1 d’huile, est calculée a partir de cette
valeur d’absorbance spécifique, en considérant un coefficient d’extinction molaire (&) des diénes
conjugués de 27 000 mol-1.L*1.cm- (Corongiu et al. 1994).
C= ASx10” x Phile
&

IL. 6. 3. Détermination de I'indice de peroxyde

L’indice de peroxyde (IP) est mesuré selon un protocole adapté de la méthode officielle AOCS Cd
8-53 « Peroxide value acetic acid-chloroforme method », utilisant un titrateur Metrohm piloté
par le logiciel Tiamo®.

0,5 a 2 g d’huile sont pesés dans un flacon en verre brun de 75 mL, puis 10 mL d’'un mélange
acide acétique/décan-1-ol (3/2, v/v) sont ajoutés. Le mélange est agité a 'aide d’un agitateur
magnétique (IKA MAG RCT, Fisher Bioblock Scientific, Vaulx Milieu, France) pendant 30
secondes puis 1 mL d’iodure de potassium saturé est ajouté. Le mélange est de nouveau agité

pendant 1 minute 30, puis 10 mL d’eau distillée sont ajoutés. La solution est mélangée sous
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agitation magnétique pendant 1 minute, avant le titrage par du thiosulfate de sodium

pentahydraté (0,01 mol.L-1). L'indice de peroxyde est calculé selon I'expression suivante :

p o U Ve)*Crs (mol L )x 1000

m(g)

ou: Vy est le volume (mL) de thiosulfate de sodium versé dans la solution d’huile pour atteindre

I’équivalence ; Vy, est le volume (mL) de thiosulfate de sodium versé dans la solution témoin sans

huile pour atteindre l'équivalence ; CNazszo3 correspond a la concentration de thiosulfate de

sodium pentahydraté et m est la masse de I'échantillon (g).
IL. 6. 4. Détermination de I'indice p-anisidine

L’indice p-anisidine est mesuré selon un protocole adapté de la méthode officielle AOCS Cd 18-
90 « p-anisidine value ».
0,1 g d’huile sont pesés avec précision dans un tube en verre de 10 mL. 5 mL d’isooctane sont
ensuite ajoutés. La solution est agitée au vortex (Heidolph TOP-MIX 94323, Fisher Bioblock
Scientific, Vaulx Milieu, France) a la vitesse maximale pendant 10 secondes puis est placée dans
un bain a ultrasons (3510E-MTH, Branson Ultrasons, Annemasse, France) pendant 30 secondes.
Par ailleurs, 0,25 g de p-anisidine sont pesés dans une fiole de 100 mL qui est ensuite complétée
avec de I'acide acétique glacial. Le mélange est agité au vortex a la vitesse maximale pendant 10
secondes puis est placé dans un bain a ultrasons pendant 30 secondes.
1 mL de cette solution de p-anisidine est alors ajouté aux 5 mL de la solution d’huile. Aprés 10
minutes de réaction a I'abri de la lumiere, 'absorbance de la solution d’huile contenant la p-
anisidine est mesurée a 350 nm, en utilisant un mélange constitué d’isooctane (5 mL) et de p-
anisidine (1 mL) comme solution de référence.
L’indice de p-anisidine (IpA) est ici exprimé en mol de 2,4-décadiénal par L d’huile. Pour cela,
une gamme d’étalonnage du 2,4-décadiénal dans l'huile est réalisée afin de déterminer son
coefficient d’extinction molaire (€) (Figure 32).

127 y =369,62x + 0,0414
L R*=0,9964
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Figure 32. Courbe d’étalonnage du 2,4-décadiénal a 350 nm utilisée pour la mesure de l'indice p-
anisidine
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La concentration en aldéhydes de I'huile (Caldehydes) €St exprimée en mol.L-! d’huile, en équivalent
2,4-décadiénal. Elle est calculée a partir de I'absorbance a 350 nm de la solution d’huile, apres
réaction avec la p-anisidine, en considérant un coefficient d’extinction molaire (&) de 369,62 mol-

LL*1.cm-1 selon la relation : Caigéhydes=A/ €l
II. 6. 5. Mesure de la viscosité des huiles

La mesure de la viscosité est réalisée a 'aide d’'un rhéomeétre a cone plan, piloté par un logiciel
Start Rheoplus2® Software d’Anton Paar. Une force de cisaillement est appliquée a environ 2,5
mL d’huile placés entre deux surfaces solides, sphériques et coaxiales, I'une fixe et 'autre
rotative. La vitesse de cisaillement de la partie mobile du systeme est fixée a 50 st et la
température de travail a 10 °C, a I'aide d’'un cryostat (Julabo, AWC-100, F25-HE) relié a la partie
fixe du rhéometre. Un programme permet de calculer directement la valeur de la viscosité
dynamique (u) du fluide newtonien a partir de la contrainte appliquée (t) et la vitesse de
cisaillement (D), selon la relation u = T / D. Une moyenne de 300 mesures de la viscosité
(exprimée en Pa.s) réalisées pendant 30 secondes est calculée.

La viscosité est ensuite traduite en concentration en polymeres lipidiques, exprimée en

pourcent, selon la corrélation établie par Jean-Denis et al. (2001) (Jean-Denis et al. 2001):
%polymeres = 0,8785(variation de la viscosité+>°C) +0,3977

Afin de pouvoir utiliser cette relation, la viscosité de nos échantillons mesurée a 10 °C, a été

ramenée a une viscosité a 45 °C en utilisant la relation de type Arrhenius ci-apres :

Ea

n(T) = AR
Ou n(T) représente la viscosité des huiles étudiées a la température T, A est une constante, E,,
est I'énergie d’activation, R est la constante de gaz parfaits (8,31 J.mol'lK1) et T est la
température exprimée en degrés Kelvin. L'énergie d’activation a été établie en mesurant la
viscosité de chacune des huiles a trois températures (10, 20 et 45 °C) et en exprimant le rapport
des viscosités obtenues. La concentration en polymeéres de nos échantillons, obtenue en %, est

ensuite ramenée a une concentration en dimeres de triglycérides exprimée en mol.L-1, en

considérant une masse molaire de triglycérides de 1600 g.mol-.

II. 7. Quantification des antioxydants

IL. 7. 1. Quantification des tocophérols par CLHP-BD

Les tocophérols sont analysés par chromatographie liquide haute performance couplée a un
détecteur UV-Visible a barrette de diodes (CLHP-BD), selon la méthode officielle NF ISO 9936
(octobre 2006).
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IL. 7. 1. 1. Systeme chromatographique

Le systeme chromatographique est constitué d’'une pompe Waters 2695 couplée a un détecteur
UV-Visible a barrette de diodes Waters 1996. Le systéme est piloté a l'aide du logiciel
Empower2® software de Waters, et 'acquisition est réalisée par ce méme logiciel. La phase
stationnaire est une colonne de Silice 100 Diol (Lichrosphere, diametre interne 4 mm x 250 mm,
taille des particules 5 um), thermostatée a 25 °C, et équipée d’'une pré-colonne (13 mm) de
caractéristiques similaires. La phase mobile est un mélange de n-heptane/tétrahydrofurane

(96,15/3,85, v/v) élué en mode isocratique a un débit de 1 mL.min-L
II. 7. 1. 2. Etablissement des gammes d’étalonnage

Une gamme étalon est établie pour I'a et le y-tocophérols, susceptibles d’étre présents dans les
huiles végétales de notre étude, a partir de deux solutions meres différentes, selon le protocole
suivant : une masse de 5 mg de chaque tocophérol est pesée avec précision dans une fiole jaugée
de 50 mL, qui est ensuite complétée par de I'hexane et agitée au vortex (Heidolph TOP-MIX
94323, Fisher Bioblock Scientific, Vaulx Milieu, France) a la vitesse maximale pendant 20
secondes. Cette solution est alors diluée au quart avec de I'hexane dans une fiole jaugée de 10
mL. Elle est ensuite agitée au vortex a la vitesse maximale pendant 20 secondes, puis placée dans
un bain a ultrasons pendant 30 secondes. La solution est filtrée sur un filtre CLHP en nylon de
0,22 pm (AIT France, Houilles, France) avant d’étre injectée en CLHP-BD afin d’établir une
gamme d’étalonnage comprise entre 0,25 et 2,50 pg de composé injecté sur la colonne.

Les chromatogrammes des étalons de tocophérols sont reportés dans la Figure 33 et les courbes

d’étalonnage de I'a- et du y-tocophérols dans la Figure 34.
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Figure 33. Chromatogramme CLHP des étalons « et y-tocophérols établi a 298 nm.
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Gamme d'étalonnage pour l'alpha-T Gamme d'étalonnage pour le gamma-T

1200000 y = 455297,04x 1400000 y = 592753,96x
§ 1000000 Rf=1,00 aé 1200000 R =1,00
oo o
E 6000007 g 600000+
< 400000 2 4000001

200000+ 200000+

0 T T T T T 1 0 T T T T T 1
0 05 1 15 2 25 3 0 05 1 15 2 25 3
Masse injectée (ug) Masse injectée (ug)

Figure 34. Courbes d’étalonnage de l'a- tocophérol et du y- tocophérol établies par CLHP a 298 nm.

II. 7. 1. 3. Dosage des tocophérols dans I’huile

1 g d’huile est pesé avec précision dans une fiole jaugée de 10 mL puis la fiole est complétée par
de '’hexane. La solution est agitée au vortex a la vitesse maximale pendant 10 secondes puis est
placée dans un bain a ultrasons pendant 30 secondes. La solution est filtrée sur un filtre CLHP en
nylon de 0,22 pm (AIT France, Houilles, France) puis 20 pL sont injectés en CLHP-BD.

La concentration en a- et y-tocophérols des huiles est calculée a partir des gammes d’étalonnage

établies précédemment.
IL. 7. 2. Quantification de I'acide chlorogénique par CLHP-BD

L’acide chlorogénique est analysé par chromatographie liquide haute performance couplée a un
détecteur UV-Visible a barette de diodes (CLHP-BD), aprés extraction de I'antioxydant a partir

de I'huile par extraction en phase solide (SPE).

IL. 7. 2. 1. Systeme chromatographique

Le systeme chromatographique est constitué d’'une pompe Waters 2695 couplée a un détecteur
UV-Visible a barrettes de diodes (CLHP-BD) Waters 1996. Le systeme est piloté a I'aide du
logiciel Empower2® software de Waters et 'acquisition est réalisée par ce méme logiciel. La
phase stationnaire est une colonne en phase inverse (Synergi 4 um POLAR-RP 80 A, 150 x3 mm).
La phase mobile est constituée d’'un mélange d’eau acidifiée par de I'acide acétique (pH 2,6) et
d’acétonitrile, éluée a un débit 1 mL.min-1. Le gradient utilisé est le suivant : 0 min, 4 %
acétonitrile / 96 % eau pH 2,6 ; 5 min, 4 % acétonitrile / 96 % eau pH 2,6; 6 min, 20 %
acétonitrile / 80 % eau pH 2,6 ; 10 min, 20 % acétonitrile / 80 % eau pH 2,6 ; 15 min, 4 %
acétonitrile / 96 % eau pH 2,6 ; 20 min, 4 % acétonitrile - 96 % eau pH 2,6.

Cette méthode utilisant un gradient d’élution, mise au point dans 'UMR par C. Billaud et L.

Louarme, a été utilisée car elle permet d’analyser simultanément des composés phénoliques et
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des acides organiques, ce qui était indispensable pour une étude menée a la méme période dans

I’équipe sur le méme équipement chromatographique.

IL. 7. 2. 2. Etablissement de la gamme d’étalonnage

Une gamme étalon est établie pour 'acide chlorogénique a partir d’'une solution meére selon le
protocole suivant : une masse de 5 mg d’acide chlorogénique est pesée avec précision dans une
fiole jaugée de 50 mL, qui est ensuite complétée par un mélange composé d’eau acidifiée par de
I'acide acétique a pH 2,6 et d’acétonitrile (96/4, v/v). La solution est agitée au vortex a la vitesse
maximale pendant 30 secondes. Cette solution est alors diluée au quart avec la méme phase
mobile (acétonitrile/eau, 96/4, v/v) dans une fiole jaugée de 10 mL. Elle est ensuite agitée au
vortex a la vitesse maximale pendant 20 secondes, puis placée dans un bain a ultrasons pendant
30 secondes. La solution est filtrée sur un filtre CLHP en nylon de 0,22 pm (AIT France, Houilles,
France) avant d’étre injectée en CLHP-BD afin d’établir une gamme d’étalonnage comprise entre
0,25 et 2,50 pg de composé injecté sur la colonne.

Les chromatogrammes sont extraits a 325 nm pour doser 'acide chlorogénique (Figure 35).
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Figure 35. Chromatogramme CLHP de I'étalon d’acide chlorogénique a 325 nm.

La courbe d’étalonnage de l'acide chlorogénique est présentée sur la Figure 36, avec un
coefficient directeur moyen de la droite d’étalonnage égal a 2 542 089 et un coefficient de

corrélation égal a 1.
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Figure 36. Courbe d’étalonnage de I'acide chlorogénique (ACQ) établie par CLHP a 325 nm.
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IL. 7. 2. 3. Extraction des composés phénoliques a partir de I'huile et dosage de
I'acide chlorogénique

Dans le cas du dosage de l'acide chlorogénique contenu dans une huile, il est nécessaire de
passer par une phase d’extraction. Cette étape est réalisée I'aide d’'une colonne SPE (Solid Phase
Extraction) « Sorbent Oasis® HLB » (taille des particules 60 pm, type 12 cc). La colonne est tout
d’abord conditionnée sous pression atmosphérique par 20 mL dun mélange
isopropanol/acétonitrile (70/30, v/v) puis 20 mL d’éther de pétrole.

2g d’huile sont solubilisés dans 6 mL d’éther de pétrole puis sont déposés sur la colonne. La
colonne est alors éluée par 40 mL d’éther de pétrole puis par 20 mL d'un mélange
isopropanol/acétonitrile (70/30, v/v). La phase isopropanol/acétonitrile contenant les
composés phénoliques est récupérée et les solvants sont évaporés sous flux d’azote jusqu’a
I'obtention d'un résidu sec. Le résidu est ensuite repris dans 30 mL de phase mobile, eau pH
2,6 /acétonitrile (96/4, v/v), et la solution est agitée au vortex a la vitesse maximale pendant 30
secondes (Pelilo 2003; Ramli 2010). La solution est ensuite filtrée sur un filtre CLHP en nylon de
0,22 um (AIT France, Houilles, France) puis 20 pL sont injectés en CLHP-BD.

La concentration en acide chlorogénique des huiles est déterminée a l'aide des gammes

d’étalonnage établies précédemment.

II. 8. Analyses statistiques

L’analyse statistique des données expérimentales comprend deux parties : une partie descriptive
et une partie comparative.

La partie descriptive consiste en une approche cinétique globale, utilisant un modele de
représentation quadratique. Il s’agit d'une régression linéaire multiple d’ordre 2, Cespece= a0 + ast
+ axt?, qui nous donnera accés aux valeurs des parameétres ao, ai, et a; correspondant a
I'ordonnée a l'origine (ao), a la pente de la droite (a1) et au rayon de courbure (az).

Chaque cinétique est représentée dans un plan décrit par les parametres cinétiques (pentes et
courbures) afin de visualiser le changement d’allure de la courbe en fonction des conditions
expérimentales et d’interpréter les ressemblances et les différences entre les échantillons.

La partie comparative consiste a comparer les pentes et les rayons de courbure par un test de
Student, qui permet de déterminer si les différences sont significatives au seuil choisi (p<0,05).

L'analyse statistique est réalisée a I'aide du logiciel Octave (http://www.gnu.org/octave/).
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III. RESULTATS ET DISCUSSIONS

INTRODUCTION

Les modéles mathématiques concernant l'auto-oxydation des lipides sont majoritairement des
modeles permettant la simple prédiction des résultats mesurés expérimentalement. Ils ne
permettent que trés rarement d’expliciter physico-chimiquement les mécanismes élémentaires
de transferts et de réactivité mis en ceuvre. L’objectif principal de cette these est de développer
un modele mécanistique intégrant un modéle de transfert de I'oxygene afin de reproduire les
résultats expérimentaux (ou leur tendance), de prédire I'état d’avancement des réactions d’auto-
oxydation, et d'identifier les facteurs-clés de I'oxydation.

Ce chapitre, présentant les résultats obtenus en vue de répondre a cet objectif, est divisé en 5
parties.

La premiere partie détaille la méthode retenue pour construire le schéma réactionnel: -
identification des réactions impliquées dans le phénomene d’auto-oxydation, - construction du
schéma réactionnel, - choix des marqueurs réactionnels permettant de suivre 'avancement des
réactions.

La deuxiéme partie aborde le développement du modéle mathématique permettant de décrire
I'avancement des réactions. Un jeu d’hypothéses lui est associé et sera utilisé pour décrire la
phénoménologie associée au transfert de 'oxygene et a la réactivité des lipides.

La troisieme partie concerne I'étude expérimentale sur la réactivité des acides gras en vue
d’obtenir un jeu de données fiables et répétables sur le champ de réactivité étudié, dans des
conditions sélectionnées et contrdlées.

Les profils mesurés expérimentalement sont comparés aux résultats de simulation dans une
quatriéme partie. Une étude de sensibilité vise a identifier, dans la liste des parametres inconnus
(ou mal connus) du modele, ceux influencant significativement les variables (concentration
d’'une espece ou d'une famille d’espéces) mesurées expérimentalement. Elle permettra donc
d’orienter I'étape ultérieure d’identification des parametres inconnus du modeéle puisqu’'un
parameétre n’ayant que peu d’influence sur la réponse du modeéle ne peut pas étre choisi pour
réduire les écarts entre les valeurs prédites et mesurées.

Enfin, la cinquieme partie de ce chapitre est consacrée a l'étude des potentialités de la
spectroscopie par Résonance Paramagnétique Electronique (RPE) pour suivre les espéces
radicalaires impliquées dans l’auto-oxydation des lipides et envisager ainsi d’accéder a des

parametres cinétiques des réactions radicalaires, peu ou non disponibles dans la littérature.
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III. 1. CONSTRUCTION DU SCHEMA REACTIONNEL

Pour construire un modele satisfaisant, il faut disposer d’'un schéma réactionnel correct et
adapté aux objectifs de l'étude. L’établissement du schéma réactionnel s’appuie sur les
connaissances apportées par une étude bibliographique (cf § 1.1, § 1.2 et § 1.3) et celles issues
des études antérieures réalisées dans I'équipe. Cette tache, qui peut paraitre triviale a priori,
s’avere particulierement délicate dans la mesure ou les principales voies réactionnelles de
I'oxydation des lipides sont complexes (cf § [.2). Elles présentent en outre un fort niveau
d’interaction.

Cette étude préalable nous permet de représenter le schéma réactionnel général de l'auto-
oxydation des lipides (Figure 37). Il est valable pour les acides gras insaturés, libres ou estérifiés
au sein des triglycérides, et détaille les principales réactions associées aux phases d’initiation, de
propagation et de terminaison du phénomene.

Ce mode de représentation couvre 'ensemble des réactions d’auto-oxydation dans lesquelles on
distingue des réactions en série et en paralléle, parmi lesquelles des réactions tres rapides (sur
des especes radicalaires) et des réactions trés lentes (sur des especes stables dont les acides
gras). Nous avons choisi de faire figurer explicitement les espéces radicalaires (pourtant treés
instables) car on ne peut pas passer outre la prédiction de leur concentration du fait de
I'embranchement réactionnel menant a des produits stables de type diméres et polymeres par

réaction entre deux radicaux.
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Figure 37. Schéma réactionnel d’auto-oxydation des lipides insaturés (LH).
(Les fléches en pointillés désignent des voies de recyclage des radicaux).
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IIL. 1. 1. Les différentes réactions considérées au sein du modele

En s’appuyant sur le schéma réactionnel général d’auto-oxydation d’un acide gras insaturé
présenté dans la Figure 37, le Tableau 13 explicite la réactivité de trois acides gras insaturés
majoritaires des huiles végétales (acide oléique LaH, acide linoléique LgH et acide a-linolénique

LcH) et de leurs radicaux associés.

Toutes les especes participant aux réactions énumérées sont sélectionnées en prenant en
compte les especes thermodynamiquement susceptibles de se former. Nous prenons en compte
I'ensemble des réactions élémentaires présentées dans la Figure 37, a I'exception de celles
associées a la formation des composés secondaires d’oxydation (formation des aldéhydes,
cétones, acides carboxyliques et alcools). En effet, tous les composés secondaires sont répartis
entre six familles d’espéces (dénommées groupes de volatils 1a, 2a, 1b, 2b, 1c et 2c comme
détaillé dans les réactions 97 a 102 du Tableau 13). Chaque groupe de volatils est issu de
I'oxydation secondaire des radicaux alkoxyles formés a partir des trois acides gras insaturés
considérés.

Les réactions de cyclisation (endoperoxydes, époxydes) sont négligées, sachant que ces
composés cycliques ne se forment qu’a trés haute température, au dela de 180 °C (Choe & Min

2007).

Parallelement aux réactions d’oxydation considérées pour chaque acide gras, le Tableau 13
présente les intervalles de variation des constantes de vitesses associées a ces réactions,
déterminés a partir des données de la littérature.

Afin de réduire la complexité du systeme, nous faisons ’hypothése que la constante de vitesse
d’une réaction dépend du groupe fonctionnel considéré, mais ne dépend pas de la structure de la
molécule a laquelle il est attaché. Par conséquent, nous considérons des groupes de réactions
ayant la méme constante de vitesse : réactions 1 a 3, réactions 4 a 6, réactions 7 a 9.

Nous faisons également ’hypothése que les constantes de vitesse des réactions impliquant les
acides gras insaturés (LaH, LgH et LcH) suivent les rapports de réactivités suivants : 1 (LaH) / 40

(LgH) / 100 (LcH) (Frankel 1998).

Ce schéma est volontairement relativement exhaustif (102 réactions). En revanche, I'influence
des antioxydants sur la réactivité des lipides n’est pas prise en compte dans un premier temps

puisque l'on travaille sur des huiles préalablement purifiées.
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Tableau 13. Réactions considérées dans le phénoméne d’auto-oxydation des acides gras insaturés
(LsH-acide oléique, LgH-acide linoléique ; LcH-acide a-linolénique).

Constantes de

Nr. Réaction , Réactions formules brutes
vitesse
INITIATION
1 LaH—-Lae+He C1gH3402—C18H33020+He
2 LgH—Lge+He 10-8-105M-1s1 C18H3202—C1gH31020+He
3 LcH—Lce+He C18H3002—C18H29020+He
4 LaH+Me®+*D)+ 5[ e+H* + Me 0+ 103 M-l C1gH340,+Me(+1) + »(C1gH3300+H* +Me 0+
5 LgH+Me(@+D) + 5[ ,ge+H* + Me 0+ C1gH320,+Me(+) + »(C1gH3100+H* +Me 0+
6 LcH+Me(m+) + »Lce+H* + Me 0+ C18H3002+Me(m*1) + 5C1gHp9020+H* + Me 1+
7 LAOOH—>LAO°+'OH C18H3404—>C13H3303'+'0H
8 LgOOH—LgOe+¢OH 10-3-10*s1 C18H3204—C1gH31030+¢OH
9 LcOOH—-LcOe+e0OH C18H3004—C18H29030+e0H
10 LAOOH+Me(®*1) + 5,,00e+H* +Men+ 102 M-1.g1 C18H3404+ Me(*) + »C1gH3304¢+H+ + Me n+
11 LsOOH+Me(@*1) + 5500 +H* +Men+ C1gH3204+ Me(*) + »C1gH3104¢+H+ + Me n+
12 LcOOH+Me+D) +5[,:00e+H* +Men+ C18H3004+ Me(*D) + -C1gH2904 e+H+ + Me n+
13 LAOOH+Men* -L,0e+0H- + Me+1)+ 103 M-1.g1 C18H3404+ Me 1+ - (C1gH33030+0H- + Me+1) +
14 LgOOH+Men* -Lg0e+0H- + Me(n+1)+ C18H3204+ Me n+ -5(C1gH3103¢+0H- + Me+1) +
15 Lc:OOH+Men+ »Lc0e+0H- + Mel+1)+ C18H3004+ Me n+ -5C1gH29030¢+0H- + Me+1) +
PROPAGATION
16 | Las+302—>La00e C18H3302¢+302 »C18H3304¢
17 LB'+302 —>LBOO° 107-10°M-1st C18H3102'+302 —>C18H3104'
18 | Lce+302—>Lc0O0s C18H2902¢+302 —C18H29040
19 | LaOOe+LAH—LAOOH+Lye C18H33042+C18H3402—C18H3404+C18H31020
20 | LyOOe+LgH—Ls,O0H+Lge C18H33042+C18H3202>C18H3404+C18H31020
21 | LaOOe+LcH—LAOOH+Lce C18H33042+C18H3002—>C18H3404+C18H20020
22 | Lg0Oe+LAH—LgOOH+Lse C18H31042+C18H3402—C18H3204+C18H3302¢
23 LBOO°+LBH—>LBOOH+LB° 103-102M-1s1 C18H3104'+C18H3202—>C13H3204+C18H3102'
24 | Lg0Oe+LcH—-LgOOH+Lce C18H31040+C18H3002—C18H3204+C18H2902¢
25 | LcOOe+LaAH—LcOOH+Lae C18H29040+C18H3402—C18H3004+C18H3302¢
26 | LcOOe+LgH—LcOOH+Lge C18H29042+C18H3202—>C18H3004+C18H31020
27 | LcOOe+LcH—LcOOH+Lce C18H29042+C18H3002—>C18H3004+C18H20020
28 LA00'+LBOOH—>LAOOH+LBOO' C18H33040+C18H3204—>C18H3404+C18H31040
29 LAOO'+LcOOH—>LAOOH+LcOO' C18H3304'+C18H3004—>C13H3404+C18H2904'
30 LBOOO+LAOOH —>LBOOH+LAOO' 103 Mg C18H33040+C18H3404—>C18H3204+C18H33040
31 LBOOO+Lc00H —>LBOOH+Lc00° C18H31040+C18H3004—>C18H3204+C18H29040
32 LcOO'+LAOOH —>LcOOH+LAOO' C18H2904'+C18H3404—>C13H3004+C18H3304'
33 LcOO'+LBOOH —>LcOOH+LBOO° C18H2904'+C18H3204—>C13H3004+C18H3104'
34 | LaOe+LaAH—>LAOH+Lpe C18H33030+C18H3402—C18H3303H+C18H3307¢
35 | LaOe+LgH—LAOH+Lge C1H33039+C15H3202—>C18H3303H+C15H31020
36 | LaOe+LcH—LAOH+Lce C18H33030+C18H3002—C18H3303H+C18H2907¢
37 | LgOe+LyH—>LgOH+Lye C18H31030+C18H3402—C18H3103H+C18H3307¢
38 | LgOe+LgH—LgOH+Lge 106- 107 M-Ls'! C1gH31039+C15H3202—>C18H3103H+C15H31020
39 | LgOe+LcH—LOH+Lce C1gH3103+C18H3002—>C18H3103H+C18H29020
40 | LcOe+LaH—-LcOH+Lae C18H29030+C18H3402—C18H29003H+C18H3307¢
41 | LcOe+LgH—LcOH+Lge C18H29032+C15H3202>C18H2903H+C18H31020
42 | LcOe+LcH—-LcOH+Lce C18H29030+C18H3002—C18H29003H +C15H2902
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43 LAO'+LAO0H—>LAOH+LAOO' C18H3303’+C18H3404—)C18H3303H +C18H3304’

44 LAO'+LBOOH—)LAOH+L300' C18H3303'+C18H3204—)C18H3303H+C18H3104'

45 LAO°+Lc00H—>LAOH+Lc00° C13H3303°+C13H3004—>C13H3303H+C18H2904'

46 LBO'+LAOOH —)LBOH+LA00' 106 M-1.g1 C18H3103'+C18H3404—)C18H3103H+C18H3304'

47 LBO°+LBOOH —>LBOH+LBOO° C13H3103°+C13H3204—>C13H3103H+C18H3104'

48 LBO°+LcOOH —>LBOH+Lc00° C13H3103°+C13H3004—>C13H3103H+C18H2904'

49 Lc0'+LAO0H —)Lc0H+LAOO' C18H2903’+C18H3404—)C18H2903H +C18H3304’

50 Lc0'+LBOOH —>Lc0H+L300' C18H2903’+C18H3204—)C18H2903H +C18H3104’

51 Lc0°+Lc00H —>Lc0H+Lc00° C13H2903°+C13H3004—>C13H2903H+C18H2904'
TERMINAISON

52 | Lae+ Lae —»LaLa C18H33020+C18H33020—C36Hg604

53 | Las+ Lpe —»LaLp C18H33020+C18H31020—>C36H6404

54 | Las+ Lce »LaLc C18H33020+C18H29020—C36H6204

55 | Lpe+ Lae »LgLa C18H31020+C18H33020—C36Hs404

56 LB'+ LB° —>LBLB 106-10%M1s1 C13H3102°+C18H3102°—>C36H6204

57 | Lpe+ Lce —»LaLc C18H31020+C18H29020—C36H6004

58 | Lc¢e+ Lae »LcLa C18H20020+C18H33020—C36Hs204

59 | Le¢e+ Lge »LcLp C18H29020+C18H31020—C36H6004

60 | Leet Lee =Ll C18H29020+C18H29020—C36Hs5504

61 | LaOe+ Lae »LaOLa C1H33030+C18H33020—>C36He60s

62 | LaOe+ Lge »LAOLg C18H33030+C18H31020—C36H6405

63 | LaOe+ Lce »LaOLc C18H33030+C18H29020—C36H6205

64 | LgOe+ Lae »LgOLa 105 - 108 M-ls'l C18H31030+C18H33020—C36H6405

65 | LgOe+ Lge »LsOLg C18H31030+C18H31020—C36H6205

66 | LpOe+ Lce —»LpOLc C18H31030+C18H29020—C36H6005

67 | LcOe+ Lae —>LcOLA C18H2903+C18H33020—C36H6205

68 | LcOe+ Lge »LcOLg C18H20030+C18H31020—C36He005

69 | LcOe+ Lee »LcOLc C18H29030+C18H29020—C36H5505

70 | LaOOe+ Lae »LA00LA C18H33040+C18H33020—C36H6606

71 | LaOOe+ Lge »LAOOLg C18H33040+C18H31020—C36H6406

72 | LaOOe+ Lce »LAOOL C18H33040+C18H29020—C36Hs6206

73 | LgOOe+ Lpe »LgOO0L4 104 - 107 Mrls't C1H31040+C18H33020—C36He406

74 | LgOOe+ Lge »Ls00Lg C18H31040+C18H31020—C36H6206

75 | Lg0Oe+ Lce »Lg00Lc¢ C18H31040+C18H29020—C36H6006

76 | LcOOe+ Lpe »LcO0LA C18H29040+C18H33020—C36H6206

77 | LcOOe+ Lge »LcOOLg C18H29040+C18H31020—>C36H6006

78 | LcOOe+ Lee »LcOOLc C18H29040+C18H29020—C36Hs5506

79 | LaOOe+ LyO0e -»LA00LA+0; C18H33040+C18H33040—C36He606+02

80 | LaOOe+ Lg00e »LA00Lg+0; C18H33040+C18H31040—C36H6406+02

81 | La0Oe+ Lc0Oe »LA00Lc+0> C18H33040+C18H29040—C36H6206+02

82 | Lg0Oe+ Ly00e —»Lg0O0LA+0; C18H31040+C18H33040—C36He406+02

83 LBOO°+ LBOO° —>LBOOLB+02 103-107 M-1s1 C13H3104°+C13H3104°—>C36H6206+02

84 | LgOOe+ LcOOe »Lg00Lc+02 C18H31040+C18H29040—>C36Hs006+02

85 | LcOOe+ LaOOe »LcO0LA+0> C18H20040+C18H33040—C36H6206+02

86 | LcOOe+ Lg00e »LcO0Ls+0> C18H29040+C18H31040—C36He006+02

87 | LcOOe+ LcOOe —»LcO0Lc+0; C18H29040+C18H29040—C36H5806+02

88 LA00°+ LA00° g LAO°+LAOH+02 C13H3304°+C18H3304°—>C13H33020+C13H3303H+02

89 LA00°+ L300° g LAO°+LBOH+02 103-107M-Lst C13H3304°+C13H3104°—> C13H3302'+C13H3103H+02

90 LA00'+ LcOO' - LAO’+L(;OH+02 C18H3304'+C18H2904'—> C18H3302'+C18H2903H+02

91 LBOO°+ LA00° g LBOO+LA0H+02 C13H3104°+C18H3304°—>C13H3102°+C13H3303H+02
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92 LBOO'+ LBOO' - LBO'+LBOH+02 C18H3104'+C18H3104'—> C18H3102'+C18H3103H+02
93 LBOO'+ L(;OO' - LBO'+L(;0H+02 C18H3104'+C18H2904'—> C18H3102+C18H2903H+02
94 Lc00'+ LAOO' - LcO'+LAOH+02 C18H2904'+C18H3304'—> C18H2902'+C18H3303H+02
95 Lc00'+ LBOO' - Lc0'+LBOH+02 C18H2904'+C18H3104'—> C18H2902'+C18H3103H+02
96 Lc00°+ LcOO‘ g Lc0°+Lc0H+Oz C13H2904°+C13H2904°—> C13H2902'+C13H2903H+02
97 | LaOe+ ¢OH — groupe volatils 1a C18H3302¢+¢0H— groupe volatils 1a

98 | LaOe+ eH — groupe volatils 2a CigH3302¢+ *H — groupe volatils 2a

99 | LgOe+ «OH — groupe volatils 1b 104 M-1s1 C1gH3102¢+ «OH — groupe volatils 1b

100 | LgOe+ «H — groupe volatils 2b C1gH3102¢+ ¢H — groupe volatils 2b

101 | LcOe+ «OH — groupe volatils 1c CigH2902¢+ «OH — groupe volatils 1c

102 | LcOe+ oH — groupe volatils 2c C18H2902¢+ ¢H — groupe volatils 2c

Constantes de vitesse issues de la littérature (cf Tableau 11).

Les concentrations initiales des différents constituants considérés sont des données nécessaires

a la modélisation. Elles sont propres a chacun des milieux lipidiques étudiés (huile de tournesol,

huile de tournesol oléique ou huile de colza) et sont fournies dans le Tableau 14.

Tableau 14. Concentrations molaires initiales des différents constituants dans les huiles végétales

étudiées.
Constituants Nature de I'huile
Huile Huile de Huile
de tournesol tournesol oléique de colza
Acides gras insaturés (mol.L1)
oléique (LaH) | 0,84 2,6 1,97
linoléique (LgH) | 2,04 0,2 0,61
a-linolénique (LaH) | 0,02 0,02 0,2
a-tocophérol (mol.L1) n/d n/d n/d
Acide chlorogénique (mol.L-1) n/d n/d n/d
Dienes conjugués (mol.L1) 9,02x10-3 3,78x103 9,80x10-3
Hydroperoxydes (mol.L1) 0,37x10* 1,79x104 1,75x104
Polymeres (mol.L1) 2,47x103 2,46x10-3 2,46x10-3
Aldéhydes (équiv. 2,4-décadiénal mol.L1) 1,57x104 - -

n/d : non détecté.

Concentrations molaires en acides gras a partir des informations fournies par Lesieur (cf § 11.2.1).
Dosages de 'a-tocophérol, acide chlorogénique, dienes conjugués, hydroperoxydes, polymeres et
aldéhydes réalisées a AgroParisTech (cf § 11.6).

La premiére étape dans la démarche de modélisation consiste a créer la matrice

steechiométrique associée au schéma réactionnel considéré. Celle-ci permet de préciser les

proportions dans lesquelles les différents constituants réagissent entre eux et se forment. La

matrice steechiométrique comporte une colonne par espéce et une ligne par réaction.

Par exemple on associe aux réactions 2, 8, 17, 23 et 56:

1 LgH—1 Lpe+ 1 He

1 LgOOH—1 LgOe+ 1 «OH

1 Lge+ 1302 —1 LgOOQe

1 LBOOO+ 1 LBH—>1LBOOH+ ILB'
1 LBO+ 1 LB' —1 LBLB

(réaction 2)
(réaction 8)
(réaction 17)
(réaction 23)
(réaction 56)
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On construit la matrice stoechiométrique suivante:

LBH LBOOH LB* 0 LBO- LBOO- He «OH LBLB
2 -1 0 1 0 0 0 1 0 0
8 0 -1 0 0 1 0 0 1 0
17 0 0 -1 -1 0 1 0 0 0
23 -1 1 1 0 0 -1 0 0 0
56 0 0 -2 0 0 0 0 0 1

On retrouve ainsi les coefficients stoechiométriques des différentes especes. Une valeur négative
indique que I'espece est un réactif de la réaction considérée, une valeur nulle qu’elle ne participe
pas a la réaction et une valeur positive qu’elle est un produit de réaction.

Cette démarche est généralisée a I'’ensemble des 102 réactions fournies dans le Tableau 13.
IIL. 1. 2. Choix des marqueurs réactionnels

L’avancement des réactions d’oxydation est suivi a 'aide de méthodes analytiques classiques.
Les marqueurs réactionnels sont choisis car ils constituent des composés (ou familles de
composés) substrats ou produits des réactions, mais aussi et surtout car une mesure précise et
quantitative est disponible, souvent normalisée. Au total, six marqueurs sont retenus, répartis
dans quatre familles. Il s’agit (i) des acides gras constitutifs des triglycérides, substrats des
réactions d’oxydation, (ii) des diénes conjugués et des hydroperoxydes, composés primaires
d’oxydation (iii) des aldéhydes et des polymeres, produits secondaires d’oxydation. Enfin,
lorsque les réactions d’oxydation sont mesurées en présence d’antioxydants (a-tocophérol *
acide chlorogénique), ces molécules sont également quantifiées.

Le choix des marqueurs réactionnels est complexe car, la plupart du temps, il est difficile
d’attribuer la mesure réalisée a une seule espéce dans le schéma réactionnel, sachant que dans
certains cas, c’est une fonction qui est dosée (ex: dienes conjugués), et dans d’autres cas, c’est
une famille de composés (ex : hydroperoxydes, polymeéres...).

Ainsi, chaque marqueur mesuré sera attribué a une molécule ou a une famille de molécules

(Tableau 15).

Tableau 15. Attribution des marqueurs choisis aux molécules considérées dans le modéle.

Marqueurs Molécule
Acides gras LaH ; LgH ; LcH
Dienes conjugués Lge; Lce; LgOe; LcOe; LgOOe ; LcOOe ; LgOOH ; LcOOH ; LgOH ; LcOH ;

LaLg; LaLc; LeLg; LeLc; LeLc; LaOLg ; LaOLc ; LeOLg ; LeOLc ; LcOLc;
LAaOOLg ; LAOOLc ; LsOOLg; LsOOL¢ ; LcOOLc; groupe volatils 2b

Hydroperoxydes LAOOH ; LgOOH ; LcOOH

Aldéhydes insaturés groupe volatils 2b

Dimeéres et polymeéres LaLa; LaLp ; LaLc; LeLp; LeLc ; LeLe ; LaOLa ; LaOLp ; LaOLc ; LsOLs;
LBOLC 5 LcOLc ) LAOOLA 5 LAOOLB ) LAOOLC ) LBOOLB ) LBOOLC 5 LcOOLc 5

LaH : acide oléique ; LgH : acide linoléique ; LcH : acide a-linolénique
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II1. 2. DEVELOPPEMENT DU MODELE MECANISTIQUE

La partie modélisation est réalisée en collaboration avec le Pr. Bertrand Broyart (UMR 1145,

AgroParisTech) et est effectuée a 'aide du logiciel de calcul numérique Matlab®.

IIL. 2. 1. Définition du systeme étudié

by

Le systeme étudié est assimilable a une quantité précise d’huile végétale purifiée, de
composition initiale fixée, échangeant de 1'oxygéne avec son environnement sur une certaine
surface et soumise pendant un temps donné a un traitement thermique supposé isotherme.
Etant donnés nos objectifs de départ et la problématique posée dans cette these, notre choix
s’est porté sur un modele de type mécanistique qui nous permettra de prédire 'avancement des
réactions d’oxydation et d’étudier I'influence sur ce phénomene :

- des facteurs de composition du systéme (nature et proportion d’acides gras, présence de
catalyseurs ou d’inhibiteurs de I'oxydation) - et des conditions environnementales du systéme

(température, surface d’échange du systeme avec l'air environnant, niveau d’agitation).

Le développement de ce modeéle inclut plusieurs étapes :

- La premiére étape consiste a préciser la nature des variables d’entrée du phénomene étudié
(température, concentrations initiales en réactifs, surface d’échange avec l'oxygéne, volume
d’huile...) et de décider des phénomeénes dont l'influence peut étre considérée comme
négligeable.

- La deuxieme étape consiste a traduire le phénomene d’oxydation englobant I'ensemble des
réactions chimiques élémentaires détaillées dans le paragraphe IIl. 1 en un systéme d’équations
aux dérivés partiels. Ces équations permettront de calculer le débit molaire de production ou de
consommation de chacune des especes du systéme. Chaque espéce peut figurer, en effet, dans
plusieurs réactions en tant que réactif et/ou produit. Les valeurs initiales des constantes
cinétiques nécessaires pour la résolution de ces équations sont issues de la littérature.

- Une fois le systeme d’équations résolu, les concentrations calculées sont confrontées, dans une
troisieéme étape, aux concentrations mesurées expérimentalement afin de valider les hypothéses
émises lors du développement du modele et d’identifier les valeurs des parametres inconnus du
modele. Une étude de sensibilité est réalisée. Elle permettra d’identifier les parametres
cinétiques qui influencent le plus les valeurs calculées par le modeéle et associées a une mesure

expérimentale.
IIL. 2. 2. Hypotheses

Afin de simplifier la traduction mathématique des phénomenes étudiés, nous proposons les

hypotheéses suivantes :
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- Le systéme est supposé isotherme. On néglige l'influence de la phase de montée en
température, de la température ambiante (environ 20 °C) jusqu’a la température de la
consigne (100, 120 ou 150 °C), sur 'avancement des réactions étudiées par rapport a la
durée du traitement thermique. La durée de cette phase (environ 7 minutes) est en effet
trés courte par rapport a la durée du traitement en conditions isothermes.

- La diffusion de I'oxygéne dans le systeme est supposée obéir a la loi de Fick, avec un
coefficient de diffusion de I'oxygeéne supposé constant pour une température donnée.

- On néglige la diffusion des espéces chimiques dans le systéme a I'exception de I'oxygene.

- Onsuppose la solubilisation de 'oxygene a I'interface huile/atmosphére obéissant a la loi
de Henry, avec un coefficient de Henry supposé constant.

- On suppose I'existence d’'une couche limite relative aux transferts de matiére externes
(diffusion d’oxygene en phase gazeuse au voisinage immédiat de la surface d’huile)
limitant les échanges d’oxygéne entre le systéeme et son environnement.

- On suppose l'huile immobile pendant le traitement thermique (la couche d’huile est a
température constante dans le temps et supposée uniforme dans I'espace)

- On suppose le volume et la masse d’huile constants pendant le traitement thermique. La
volatilisation des produits secondaires d’oxydation est supposée ne pas modifier de
maniere significative la masse du mélange. Par conséquent, on ne prend pas en compte le
phénomeéne de volatilisation des composés d’oxydation secondaire dans les équations de
conservation de ces composés.

- Toutes les réactions apparaissant dans le schéma réactionnel (Figure 37) sont supposées
élémentaires, ce qui revient a considérer les ordres partiels des réactions par rapport
aux réactifs égaux aux coefficients steechiométriques des réactifs.

- On suppose la réactivité des acides gras fixés sur des triglycérides équivalente a celle des
acides gras libres. On fait apparaitre explicitement dans le bilan matiére une pseudo-
concentration en acides oléique, linoléique et a-linolénique.

- Onsuppose la concentration en métaux égale a zéro dans le systéme.
I1L. 2. 3. Equations de conservation

Le modele développé consiste en une série d’équations différentielles permettant de prédire, en
fonction du temps de chauffage, I'’évolution des concentrations des especes chimiques (réactifs
et produits) dans le systéme représenté dans la Figure 38. Ce systéme consiste en un cylindre
d’huile végétale supposée immobile et siege des réactions d’oxydation selon le schéma précisé
dans la Figure 37. Le systéme est également susceptible d’échanger de l'oxygéne avec son

environnement (air du laboratoire).
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Figure 38. Représentation schématique du systéme étudié : huile échangeant de I'oxygéne avec son
environnement..

Les équations de conservation de matiere sont écrites pour chacun des constituants du systéme.

On distingue une espece mobile (I'oxygéne) et toutes les autres especes immobiles.

IIL. 2. 3. 1. Cas de I'oxygene

En ce qui concerne 'oxygéne, la concentration locale en oxygéne dans la phase liquide obéit a
I'équation :
2
0Co, _ . 9°C,,
ot % 9z°

+1000% S; M, , pour 0<z<zen; Vt Equation 5

ou COZL représente la concentration locale en oxygene en phase liquide (kg.m-3); DOz' le

coefficient de diffusion de I'oxygeéne (m2.s1); S ,» le débit molaire net de production d’oxygene

prenant en compte la contribution respective de chaque réaction impliquant I'oxygéne (mol.L-1.s-

1; M o, - |a masse molaire de I'oxygene (kg.mol!) et t, le temps (s).

L’équation 5 fait apparaitre un débit molaire net de production d’oxygene en mol.L-1.s'1, ceci afin
de pouvoir utiliser directement les ordres de grandeurs des constantes cinétiques issues de la
littérature (exprimés en s pour les réactions monomoléculaires et en mol.L-1.s! pour les
réactions bimoléculaires). On convertit ensuite ce débit molaire net en débit massique net en le
multipliant par un facteur 1000 (L.m-3) et par la masse molaire du constituant.

A cette équation de conservation s’ajoutent deux conditions aux limites en z=0 et z=eh (Figure
38) soit:

aCOZL B N
T =0, pourz=0; 0t Equation 6

B Cozoo ) enz=eh Equation 7

02 LG

D 9Co, =k_(C
o, 62 — ™m
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ou K, désigne le coefficient de transfert de matiére externe (m.s1); C, et Cozw représentent

o2LG
respectivement la concentration massique en oxygéne au voisinage immédiat de la surface
d’huile et dans I'atmosphere du laboratoire (en kg.m-3).

En supposant le mélange gazeux assimilable a un gaz parfait, on relie la concentration en phase

gazeuse aux concentrations en phase liquide selon :

I:)oz M 0,
One RT Equation 8
d’ou
GCOZL B KM o, ( Poc Foe j
% 57 R T T. Equation 9

ou F’o2G et Pozw sont les pressions partielles en oxygene a l'interface et dans 'atmosphere (Pa);

M o, la masse molaire de I'oxygene (kg.mol); R, la constante des gaz parfaits (R=8,31 J.mol

LK1); T, la température du systeme (K) et T, la température de l'air du laboratoire (K). La
pression partielle en oxygéne au voisinage immédiat de la surface est caractérisée par la

relation :

I:)oz = KHo2 Xo,, Equation 10

ou X, représente la fraction molaire de I'oxygene dans la phase liquide (mol 02) et K, o, la

constante de Henry (Pa) de I'oxygene dans la phase lipidique considérée.

Pour relier la franction molaire a la concentration en oxygeéne dissous, on utilise I'équation 11:

X, = n02|_ _ COZLVh
- - Equation 11
L No,, Mo, Mg q

ou Vy, correspond au volume d’huile supposé constant (m3) et nt¢ désigne le nombre de moles de
triglycérides que 'on suppose en large excés par rapport a toutes les autres especes et évoluant

par conséquent peu pendant les réactions d’oxydation.
IIL. 2. 3. 2. Cas des autres espéces

Dans le cas de toutes les espéces autres que I'oxygene, leur concentration C; (en kg.m-3) évolue

selon:

ag:—tiL =1000x S M, Equation 12

ou Cj, représente la concentration locale en espéce considérée (kg.m3); S;, le débit molaire net de

production de I'espece (i), qui est supérieur ou inférieur a zéro si 'espéce est globalement
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produite ou consommeée dans le systeme; M;, la masse molaire de 'espéce (i) (kg.mol!) et t, le
temps (s).
Deux conditions aux limites sont associées a cette équation de conservation des espéces en z=0

et z=eh, soit:
) g
9z a Equation 13
z=0

aC, _
9z i =0 Equation 14

I11. 2. 3. 3. Calcul des débits nets de production/consommation

On relie maintenant le débit net molaire des produits et des réactifs aux vitesses de chacune des
réactions considérées dans le schéma. En désignant les réactions par l'indice (j) et les espéces

considérés par I'indice (i), on montre que :
S = le Fi Equation 15

ou rj représente le débit molaire net de production de I'espece (i) par la réaction (j).
Or,
ay.

J U L , .
Equation 16
ou aij est égal a la valeur absolue du coefficient stoechiométrique | vij | de 'espece k si celle-ci est
un réactif dans I'équation (j) (vi<0), et est égale a zéro pour toutes les autres especes (v=0); vj;
représente le coefficient stoechiométrique de I'espece dans la réaction (j)(<0 pour les réactifs et

>0 pour les produits).

akJ
Dans I'équation 16, UCKL représente le produit des concentrations des réactifs de

I’équation pondérées par la valeur absolue des coefficients steechiométriques de ces réactifs. Soit

finalement :

a(C,)

ot

— “’kj‘
1000x M, Jzkj Vi T C Equation 17

Zit
Mathématiquement, le probléeme se résume a un jeu d’équations (avec les conditions limites

associées) pour chaque espece réactive du systeme.
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IIL. 2. 3. 4. Valeurs des parametres d’entrée

Le Tableau 16 présente l'ensemble des valeurs des parameétres d’entrée choisis pour la
simulation.

Tableau 16. Valeurs des principaux paramétres d’entrée du modéle et données du probléeme utilisés a
la résolution du modéle a 120 °C.

Symbole | Intitulé Unités Valeur Référence
D, Coefficient de diffusion de 'oxygéne m2.s1 1x10-° (Pénicaud 2009)
2
k Constante de vitesse mol.L-1s1ous? Tableau 13 | cf Tableau 13
k Coefficient de transfert de matiére m.s1 3.57x103 (Incropera et al.
" 2005)

Ky Constante d’'Henry Pa 2.8x107 Cuvelier 2011
(communication
personnelle)

Constantes physiques
Masse moléculaire de 'oxygene kg.mol-! 32x10-3
0,
R Constante des gaz parfaits J.mol-L.K1. 8,314

Données du probléeme

m, Masse d’huile kg 5x10-3
P, Pression partielle de I'O2 dans Pa 21000

2 'environnement
R, Rayon du disque d’huile m 1,3x10-2
T Température K 393,15
O Masse volumique de I'huile kg.m-3 920

IIL. 2. 4. Résolution des équations de conservation

Le systéme d’équations détaillées dans les équations 5, 6, 7, 12, 13, 14 et 17 est résolu a I'aide du
logiciel de calcul numérique Matlab®.

On cherche a calculer une valeur approchée de I'évolution, en fonction du temps, des
concentrations des espéces réactives dans le systéme pour des valeurs discrétes le long de 'axe
z (Figure 38). Deux valeurs consécutives z; et zi, sont séparées par un écart Az;.

Aprés ce maillage du systéme suivant l'axe O, les dérivés d’espace apparaissant dans les
membres de droite des équations et sont approximées au 2¢me ordre en Az griace a des
développements en série Taylor des solutions du systéme d’équations différentielles.

Si le nombre de points de maillage est égal a n;, on a transformé notre systeme de n. (nombre de
constituants dans le mélange) équations aux dérivés partielles en un systeme de npxn. équations
différentielles ordinaires.

Les fonctions inconnues de ce systéme sont désormais les concentrations en especes réactives

dans le systéme aux différents points de maillage du systeme. Ce systéme est alors résolu par
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utilisation de la fonction préprogrammée ode15s de Matlab® particulierement adaptée pour les
systémes d’équations différentielles ordinaires raides (certaines variables du systeme, comme
les especes radicalaires, variant plus rapidement en fonction du temps que d’autres especes plus
stables).

Afin de prendre en compte les différences importantes d’ordre de grandeur entre especes
majoritaires relativement stables (acides gras) et especes en tres faible quantité car fortement
instables (especes radicalaires), les valeurs de tolérances sur I'erreur absolue du solveur odel5s
s’appliquant a chaque élément du vecteur de solutions ont été abaissées pour des especes
instables et présentes a I'état de traces.

Afin de gérer les difficultés de résolution de 'équation de conservation de l'oxygene (terme
relatif au transfert dans le membre de droite numériquement tres faible par rapport au terme de
réactivité car I'oxygene est consommé tres rapidement par des réactions de type radicalaires),
un maillage adapté a été finalement choisi avec une taille de maille diminuant exponentiellement
lorsque l'on se rapproche de la surface d’échange entre I'huile et I'oxygene. La stabilité et la

précision de la solution calculée avec ce maillage adaptatif ont été vérifiées.
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I11. 3. ETUDE DE LA REACTIVITE DES ACIDES GRAS EN CONDITIONS DE
TEMPERATURES CONTROLEES

Introduction

L’oxydation des lipides met en jeuun ensemble de réactions auto-catalytiques qui donnent
naissance a un grand nombre de composés néoformés. Ces composés induisent une modification
des caractéristiques physico-chimiques du corps gras concerné. L'intensité des modifications
produites dépend de plusieurs facteurs tels que la nature des corps gras, la disponibilité de
I'oxygéne (notamment dépendante de la surface de l'huile en contact avec l'air) ou la
température (intensité, durée, cycles de traitement thermique) (Grandgirard 1992; Achir et al.
2006). L’évaluation précise de I'oxydation d’'un produit dans des conditions définies nécessite de
suivre a la fois la formation des composés primaires et des composés secondaires de la réaction
(cf§1.4).

Si de trés nombreuses études relatives a I'oxydation des huiles végétales sont disponibles dans
la littérature, un certaine nombre d’entre elles ne sont pas directement exploitables par rapport
a notre problématique de prédiction des phénomeénes oxydatifs. En effet, les conditions
d’oxydation dans lesquelles les échantillons sont placés sont souvent décrites mais rarement
controlées. Par ailleurs, les données cinétiques restent assez peu nombreuses et relevent

souvent de méthodes analytiques diverses et non systématiquement normalisées.

L’objectif du travail expérimental mené dans le cadre de la these et présenté dans ce paragraphe,
est donc d’acquérir un jeu de données sur 'oxydation des lipides obtenu dans des conditions
sélectionnées puis controlées, sur des huiles végétales de grande consommation. Pour cela, deux
phases sont mises en place: une premiére phase visant a définir des conditions d’oxydation
conduisant a des différences marquées entre échantillons d’huiles, ce qui permettra a terme
d’envisager une complexification du systéme par ajout d’antioxydants et de mettre ainsi en
évidence leur efficacité, puis une seconde phase correspondant a l'acquisition de données
cinétiques sur les huiles sélectionnées.

Plusieurs marqueurs d’oxydation (ou familles de marqueurs) sont suivis afin de caractériser
I'avancement des réactions d’oxydation. Il s’agit des acides gras constitutifs des triglycérides
(par CPG-FID), des dienes conjugués (par spectrophotométrie UV), des hydroperoxydes (via
I'indice de peroxyde), des aldéhydes (via l'indice de p-anisidine) et des polymeres (via une
mesure de viscosité). Les antioxydants, lorsqu’ils sont présents dans les huiles étudiées, sont
également suivis par CLHP- BD.

Les résultats des cinétiques sont ensuite soumis a une analyse statistique de facon a mettre en

évidence des différences significatives entre les niveaux d’oxydation obtenus (cf § 11.8).
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III. 3. 1. Choix des conditions d’oxydation: disponibilité en oxygéne et

température

La mise en place des conditions expérimentales est réalisée sur I'huile de tournesol, connue pour
sa capacité a s'oxyder du fait de sa richesse en acides gras polyinsaturés (62% d’acide

linoléique).

L’oxygéne est le principal agent oxydant, quel que soit le mécanisme d’initiation de 1'oxydation,
et donc I'étape de fixation de I'oxygéne sur une chalne aliphatique insaturée est une des
réactions clés de l'oxydation des lipides. Le premier objectif est donc de déterminer des
conditions de disponibilité en oxygéne qui soient favorables a une dégradation significative de

I’huile au cours du temps.

Trois rapports volume/surface (V/S), avec un ordre croissant de la disponibilité en oxygéne sont
ainsi testés: 17,30 mm (V/S1), 9,49 mm (V/S2) et 3,57 mm (V/S3). Le choix de travailler sans
agitation est fait de facon a nous rapprocher de la réalité des produits gélifiés ou solides sur
lesquels nous souhaitons a terme appliquer le modele stoechio-cinétique. Toutes les cinétiques
sont réalisées dans des conditions de traitements thermiques controlés (cf § 11.4) a des
températures allant de 80 a 180 °C. Ces bornes ont été choisies de fagon a couvrir une gamme de
températures allant de la température susceptible d’étre rencontrée dans le produit a coeur

(pendant la cuisson au four ou a la poéle) jusqu’a la température d’une huile de friture.

Le suivi de I'évolution des diénes conjugués, illustrée pour chaque rapport V/S aux différentes
températures testées, montre une augmentation de ce marqueur au cours du temps (Figure 39).
Comme attendu, la formation des composés d’oxydation possédant une structure diénique
conjuguée est accélérée lorsque la disponibilité en oxygene augmente (de V/S1 a V/S3), et ce de
fagon d’autant plus marquée que la température est élevée. En effet, pour un méme rapport V/S,
on observe en fin de cinétique (apres 6 heures de chauffage) une concentration en dienes

conjugués deux a trois fois plus élevée a 150 °C qu’a 80 °C.

L’influence de la surface d’échange de I'huile avec l'air et du rapport volume d’huile/surface
d’échange avait déja été mise en évidence au préalable par Kanavouras et al. (2005) sur une
huile d’olive extra vierge chauffée a 38 °C. Contrairement a nos conditions expérimentales, ils
ont maintenue constante la surface de I'huile en contact avec l'air et fait varier la masse d’huile.
Les niveaux d’oxydation, suivis par ’évolution des diénes conjugués, hydroperoxydes,
composition en acides gras et composés polaires, sont significativement plus bas dans le cas des

rapports surface/masse d’huile inférieurs (Kanavouras et al. 2005). Ceci est cohérent dans la
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mesure ou un rapport surface/masse d’huile bas se traduit par une couche d’huile plus

importante et donc une diffusion de I'oxygéne plus lente.
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Figure 39. Cinétiques de suivi des diénes conjugués dans I'huile de tournesol chauffée a 80, 100, 120
et 150 °C pour différents rapports volume de I'huile/surface d’échange avec I'air (V/S).

Dans notre étude, I'influence de la surface d’échange de I'huile avec l'air s’explique logiquement
par une diffusion plus importante de 'oxygene dans la couche d’huile lorsque le rapport V/S
diminue, ce qui favorise ainsi les réactions d’oxydation des lipides. Cette influence est
particulierement marquée pour les rapports V/S2 et V/S3, et se traduit non seulement par
I'augmentation des diénes conjugués comme montré précédemment, mais également par une
augmentation marquée de la concentration en hydroperoxydes et une perte en acides gras

insaturés, en particulier en acide linoléique (Figure 40).
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Figure 40. Mise en évidence de l'effet de la disponibilité en oxygéne sur I'évolution des marqueurs
d’oxydation : acides gras, diénes conjugués et indice de peroxyde a 120 °C

Compte tenu des résultats expérimentaux obtenus dans cette premiére étude visant a fixer les
conditions expérimentales, nous pouvons considérer que la gamme de température proposée
(80-180 °C) et que les rapports volume/surface V/S2 et V/S3 sont adaptés pour mettre en
évidence des niveaux d’oxydation différents de I'huile de tournesol. Pour la suite de I'étude, nous
travaillerons donc dans cette gamme de températures, en multipliant en particulier les analyses
a 100, 120 et 150 °C, et nous retiendrons le rapport V/S2 au lieu du rapport V/S3, simplement
parce que la verrerie utilisée pour accéder a cette valeur de V/S nous permet de multiplier le

nombre d’expériences en parallele dans le dispositif expérimental dont nous disposons.

Le plan d’expérimentation retenu est donc le suivant : les cinétiques d’oxydation des lipides ont
été établies pour trois huiles végétales, 'huile de tournesol (HT), 'huile de tournesol oléique
(HTO) et I'huile de colza (HC), dans les conditions décrites dans le Tableau 17 ci-dessous. Les
marqueurs d’oxydation suivis se référent pour la plupart a des familles de molécules, que ce soit

des composés initiaux ou des produits d’oxydation.
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Tableau 17. Récapitulatif des expériences réalisées et des conditions testées dans le cas de
l'oxydation des huiles de tournesol (HT), tournesol oléique (HTO) et colza (HC).

m Température Temps

Echantillons Marqueurs
(2) () (h) a
Huile de tournesol (HT) 0
Huile de tournesol oléique (HTO) 100 1 Acides gras
Huile de colza (HC) 2 Diénes conjugués
5 1;8 3 Hydroperoxydes (via indice de peroxyde)
HT, HTO ou HC +/- antioxydants (80, 180) 4 Aldéhydes (via indice de p-anisidine)
(a-tocophérol et acide chlorogénique) ' 2 Polymeres (via mesure de viscosite)

Chacune des expériences a été répétée trois fois, ce qui a permis d’acquérir un grand nombre de
données expérimentales (Annexe 1), facilitant a la fois une étude statistique sur les parametres
influencant les réactions d’oxydation, et leur exploitation pour la phase de modélisation.

L’effet de chacun des parametres susceptible d’influencer I'oxydation est mis en évidence d’une
part par comparaison directe des différentes cinétiques d’oxydation enregistrées, et d’autre part
par comparaison dans un plan des parametres cinétiques (pentes et courbures calculées pour

chaque cinétique) comme indiqué dans le paragraphe I1.8.

I1I. 3. 2. Effet de l1a composition en acides gras

La comparaison des pentes et courbures des différentes cinétiques de formation des dienes
conjugués met clairement en évidence un effet de la composition en acides gras (Figure 41),
pour chaque température, avec une différence significative (p<0,05) sur ces deux parametres

pour les huiles de tournesol, tournesol oléique et colza.

x10™ Diénes conjugués

Coubure

HT 150

L L L L L
2 4 6 8 10 12
Pente x10°

Figure 41. Mise en évidence de l'effet de la composition des huiles par comparaison des pentes et des
courbures calculées sur les cinétiques de suivi des diénes conjugués pour l'huile de tournesol (HT),
I'huile de tournesol oléique (HTO) et 'huile de colza (HC) chauffées a 100, 120 et 150 °C.
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Quel que soit le temps considéré au cours de la cinétique d’oxydation, on constate que I'huile de
tournesol est systématiquement plus oxydée que l'huile de colza, elle-méme plus oxydée que
I'huile de tournesol oléique (Figure 42). Ceci se justifie par un rapport AGPI/AGMI plus élevé
pour l'huile de tournesol (Tableau 12) et par une oxydabilité plus importante des AGPI par
rapport aux AGMI (acide a-linolénique > acide linoléique > acide oléique). L’influence de la
composition en acides gras sur la stabilité d’'une huile a I'oxydation a déja été mise en évidence

au préalable dans plusieurs études (Parker et al. 2003; Martin-Polvillo et al. 2004).
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Figure 42. Cinétiques de suivi des diénes conjugués dans les huiles de tournesol (HT), tournesol
oléique (HTO) et colza (HC) pendant leur chauffage a 100 °C, 120 °Cet 150 °C.

Cet effet est confirmé lorsque les marqueurs d’oxydation suivis sont les hydroperoxydes
(Figures 43 et 44). On constate que les cinétiques mesurées a 150 °C sont caractérisées par des
valeurs de courbures négatives (Figure 43), ce qui met en évidence l'atteinte d'un plateau

montrant que la production des hydroperoxydes s’équilibre alors avec leur dégradation.
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Figure 43. Mise en évidence de l'effet de la composition des huiles par comparaison des pentes et des
courbures calculées sur cinétiques de suivi des hydroperoxydes pour I'huile de tournesol (HT), I'huile
de tournesol oléique (HTO) et 'huile de colza (HC) chauffées a 100, 120 et 150 °C.
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Figure 44. Cinétiques de suivi des hydroperoxydes dans les huiles de tournesol (HT), tournesol
oléique (HTO) et colza (HC) pendant leur chauffage a 100 °C, 120 °C et 150 °C.

L’évolution de la concentration en polymeéres, calculée a partir des mesures de viscosité selon
une corrélation établie par Jean-Denis et al. (2001), est en revanche moins influencée par la

composition en acides gras des huiles (Figures 45 et 46), méme si I'analyse statistique laisse
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apparaitre des différences significatives entre la plupart des échantillons (Annexe 2). Nos
conditions expérimentales ne montrent qu’une faible augmentation de la viscosité (Figure 46) et
traduit donc probablement que les réactions de terminaison conduisent davantage ici a des
dimeres qu’a des polymeres.

Polymeres
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HC 150 b

Coubure
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60 4
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Figure 45. Mise en évidence de l'effet de la composition des huiles par comparaison des pentes et des
courbures calculées sur les cinétiques de suivi des polymeéres pour 'huile de tournesol (HT), I'huile de
tournesol oléique (HTO) et I'huile de colza (HC) chauffées a 100, 120 et 150 °C.
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Figure 46. Cinétiques de suivi des polyméres dans les huiles de tournesol (HT), tournesol oléique
(HTO) et colza (HC) pendant leur chauffage a 100, 120 et 150 °C.
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En conclusion, I'effet de la composition en acides gras des huiles sur 'avancement des réactions
d’oxydation est confirmé. Les différences entre les huiles sont plus ou moins accentuées selon le
marqueur réactionnel suivi. On note une évolution nette des marqueurs primaires d’oxydation
(diénes conjugués et hydroperoxydes), alors que les marqueurs secondaires évoluent peu
(polymeéres via viscosité). Les réactions de polymérisation semblent étre négligeables dans les
conditions expérimentales étudiées ou se traduisent tres probablement dans notre cas par la
formation de dimeéres qui n’ont qu’'un impact négligeable sur la mesure de viscosité.

Ces résultats soulignent l'intérét des marqueurs primaires de 'oxydation. La mesure des diénes
conjugués n’est sans doute pas la plus adaptée pour les huiles riches en acide oléique puisque
ces acides gras ne vont pas conduire a des structures diéniques. C’est pour cela par exemple que
la différence entre huile de tournesol et huile de tournesol oléique apparait plus marquée quand
on suit les diénes conjugués que quand on suit les hydroperoxydes. Néanmoins, la différence

entre les deux huiles existe toujours et est statistiquement significative.
I1L. 3. 3. Effet de la température

L’effet de la température est significatif sur I’évolution de 'ensemble des marqueurs d’oxydation
suivis (Figure 47 et 48, Annexe 2). Il est particuliéerement marqué pour les diénes conjugués, les
hydroperoxydes et les aldéhydes. En revanche, il apparait moins important pour les polymeres.

La perte faible en acides gras insaturés, néanmoins plus importante pour l'acide linoléique (12
% a 150 °C) que pour l'acide oléique (8 % a 150 °C) (Figure 48), est cohérente avec les données
de la littérature (Holman & Elmer 1947; Gray 1978; Frankel 1998; Choe & Min 2006). Il a été
d’ailleurs souvent montré que la mesure des acides gras n’était pas tres pertinente pour suivre
de facon fine 'oxydation des lipides. Dans notre cas cependant, il est important de prendre cette
mesure en considération dans I'établissement du modéle stoechio-cinétique car elle évolue de

facon significative.

L’évolution des diénes conjugués et des hydroperoxydes montre une évolution nette au cours du
temps, d’autant plus importante que la température de chauffage augmente (Figure 48). Une
augmentation continue des diénes conjugués est cohérente dans la mesure ou I'oxydation des
acides gras se traduit par la formation d’une fonction diénique conjuguée conservée tout au long
de la chaine d’oxydation. Dans le cas des hydroperoxydes, I'évolution observée correspond a une
résultante entre les hydroperoxydes formés et les hydroperoxydes dégradés par des réactions
ultérieures. La dégradation étant plus importante que la production a 150 °C, on observe la
formation d'un plateau qui se traduit également par une valeur de courbure négative comme

évoquée précédemment (Figure 47).
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Figure 47. Mise en évidence de I'effet de la température par comparaison des pentes et des courbures
calculées sur les cinétiques de suivi des diénes conjugués, des hydroperoxydes, des aldéhydes et des
polymeres pour 'huile de tournesol (HT), 'huile de tournesol oléique (HTO) et I'huile de colza (HC)
chauffées a 100, 120 et 150 °C.
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Figure 48. Mise en évidence de I'effet de la température sur I'évolution des marqueurs d’oxydation :

acides gras, diénes conjugués, hydroperoxydes, aldéhydes et polyméres pour l'huile de tournesol
chauffée a 100,120 et 150 °C.
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Une corrélation linéaire entre les dienes conjugués et les hydroperoxydes est mise en évidence a
100 et 120 °C (Figure 49 a). Elle reste valable pour les trois huiles étudiées (Figure 49 b). Bien
que le marqueur diénes conjugués sous-estime I'état d’oxydation des huiles riches en acide
oléique, ce résultat suggére que ce marqueur reste tout de méme intéressant pour suivre
I’évolution de I'état d’oxydation des huiles et souligne encore I'importance des AGPI par rapport
aux AGMI dans les réactions d’oxydation.

Une telle corrélation avait été mise en évidence au préalable sur les huiles de tournesol et de

tournesol oléique a 40 °C (Marmesat et al. 2009).
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Figure 49. Corrélation entre les diénes conjugués et les hydroperoxydes : (a) pour I'huile de tournesol
a 100,120 et 150 °C; (b) pour les huiles de tournesol, tournesol oléique et colza a 100 °C.

Les marqueurs secondaires, aldéhydes et polymeres, évoluent de facon différente avec la
température (Figures 47 et 48). La concentration des aldéhydes, exprimée en équivalent 2,4-
décadiénal, montre une phase de latence, suivie d’'une forte production d’aldéhydes, avec une
concentration en fin de cinétique environ quatre fois plus importante a 150 °C comparée a 120
°C, et vingt fois plus importante a 150 °C qu’a 100 °C. Ceci traduit bien la formation importante
d’aldéhydes insaturés a partir de 'acide linoléique majoritaire dans I'huile de tournesol. Les
polyméres montrent une évolution peu marquée avec la température. Néanmoins, une

différence significative entre les températures existe bien (Annexe 4).

L’effet de la température discuté sur I'huile de tournesol reste valable sur les huiles de tournesol

oléique et de colza et est statistiquement significatif (p<0,05, Annexes 3 a 5).
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I11. 3. 4. Effet de la présence des antioxydants

I1L. 3. 4. 1. Effet de 'a-tocophérol

L’effet de la présence d’a-tocophérol sur 'avancement des réactions d’oxydation est évalué selon
les mémes marqueurs que précédemment. Ainsi on constate qu’ajouté, a une concentration du
méme ordre de grandeur que celle habituellement trouvée dans 'huile de tournesol (environ
700 mg.kg! soit 15x10-4 mol.L-1), I'alpha-tocophérol retarde significativement la formation des
dienes conjugués et des hydroperoxydes par rapport aux huiles non enrichies (Figure 50,
Annexes 3 a 5). En fin de cinétique, la concentration en diénes conjugués et hydroperoxydes est
entre 1,5 et 2,5 moins importante pour les huiles enrichies en a-tocophérol.

Le chauffage de I'huile de tournesol a 120 °C, avec ou sans a-tocophérol, provoque la formation
d’une concentration équivalente en aldéhydes en fin de cinétique. Il est a noter cependant que la
présence de I'antioxydant induit un temps de latence pendant lequel la formation des aldéhydes
reste faible (Figure 50).

L’ajout de I'a-tocophérol a peu d’effet sur la formation des polymeéres, avec une différence

significative observée seulement a 120 °C pour 'huile de tournesol (Figure 50, Annexe 4).
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Figure 50. Cinétiques de suivi des marqueurs diénes conjugués, hydroperoxydes, aldéhydes et
polymeéres pour I'huile de tournesol (HT) chauffée a 100, 120 et 150 °C en présence d’a- tocophérol.
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Des résultats équivalents sont observés avec les huiles de colza (Figure 51) et de tournesol
oléique (Figure 52, Annexe 1). L'ensemble des observations mises en évidence pour 'huile de
tournesol dans le cas des marqueurs dienes conjugués et hydroperoxydes sont confirmées pour
I'huile de colza (Figure 52, Annexe 1). La encore, 'analyse statistique montre une différence
significative des pentes (p<0,05) entre les huiles enrichies en a-tocophérol comparé aux huiles
témoins pour les marqueurs primaires d’oxydation. En revanche, aucun effet significatif n’est

noté entre les échantillons dans le cas des polyméres (Annexes 3, 5).
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Figure 51. Cinétiques de suivi des diénes conjugués et hydroperoxydes pour I'huile de colza (HC)
chauffée a 100, 120 et 150 °C en présence d’a- tocophérol.
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Figure 52. Cinétiques de suivi des diénes conjugués et hydroperoxydes pour I'huile de tournesol
oléique (HTO) chauffée a 100, 120 et 150 °C en présence d’a- tocophérol.

Le suivi de I'a-tocophérol au cours de I'oxydation des huiles (Figure 53) montre une perte faible
de cet antioxydant a 100 °C (inférieure a 10 %), puis logiquement d’autant plus importante que

la température augmente (10 a30a 120 °C, 50 a 100 a 150 °C selon la nature de I'huile).

Nous constatons que la disparition de I'a-tocophérol est d’autant plus rapide que la teneur en

AGMI est élevée : huile de tournesol oléique > huile de colza > huile de tournesol.
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Figure 53. Perte en tocophérol (%) dans les huiles de tournesol oléique (HTO), colza (HC) et tournesol
(HT) supplémentées en a-tocophérol (700 mg.kg) chauffées a 100, 120 et 150 °C.

Un tel phénomene a déja été mis en évidence par Yoshida et al (1991 a, b), qui ont montré que la
perte en a-tocophérol était plus importante dans I'huile d’olive (riche en acide oléique) que dans
I'huile de soja (riche en acides linoléique et a-linolénique) (Yoshida et al. 1991a; Yoshida et al.
1991b).

De méme, Barrera-Arellano et al. (2002) ont observé I'absence d’a-tocophérol dans les huiles de
tournesol oléique et olives apres 10 heures de chauffage a 180 °C, alors que des quantités
résiduelles importantes étaient présentes dans les huiles de tournesol (33 % de I'a-tocophérol
initial), de colza (32 % de l'a-tocophérol initial) et de soja (47 % de I'a-tocophérol initial)
(Barrera-Arellano et al. 2002).

Verleyen et al. (2002) ont montré que I'a-tocophérol se dégradait plus rapidement dans les
huiles moins insaturées (olive, tournesol oléique, mais par rapport a soja et lin). IIs ont
également mis en évidence une relation linéaire entre l'indice d'iode, représentatif du taux
d’insaturation d’une huile, et la teneur en a-tocophérol résiduel (Verleyen et al. 2002).

Si 'on considére dans notre étude, la perte en a-tocophérol due exclusivement au traitement
thermique, comme nous I'avons mesuré dans le mygliol a 150 °C (33 % )(Figure 54), on constate
qu’elle peut expliquer une partie importante de la disparition de I'a-tocophérol dans I'huile de
tournesol, qui est de 47,5 % au total.

Ainsi, seule une petite moitié de I'a-tocophérol exercerait une activité antiradicalaire dans ce
milieu, riche en acide linoléique. En revanche, dans les deux autres huiles étudiées, l'a-

tocophérol pourrait exercer une action protectrice plus importante.
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Figure 54. Suivi de la perte en a-tocophérol dans le mygliol chauffé a 150 °C.

D’aprés les résultats dont nous disposons, il semblerait qu’il existe une relation exponentielle
croissante entre la perte en a-tocophérol hors dégradation thermique (Figure 55 A) et le
pourcentage en AGMI des huiles par rapport aux acides gras totaux et une relation exponentielle

décroissante avec les AGPI (Figure 55 B).
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Figure 55. Evaluation de la perte en a-tocophérol due a sa dégradation thermique et a son action
antioxydante vis-a-vis des acides gras insaturés : A. en fonction de la nature d’huile a 150 °C pendant
6 h de chauffage; B. En fonction de la composition en acides gras mono-insaturés (AGMI) et
polyinsaturés (AGPI) par rapport aux acides gras totaux (AGT) a 150 °C pendant 6 h de chauffage.

A notre connaissance, aucune explication n’est proposée dans la littérature pour expliquer ce
phénomeéne. Il serait intéressant d’étudier l'impact réel des produits d’oxydation de l'a-
tocophérol, capables également d’exercer une action antioxydante (Verleyen et al. 2002), et de

considérer les vitesses de réaction de ces molécules avec les différents acides gras constitutifs

des huiles.

I1I. 3. 4. 2. Effet du mélange a-tocophérol + acide chlorogénique

L’ajout d’acide chlorogénique en concentration équimolaire a celle de I'a-tocophérol (15x10-

mol.L-1) ne permet pas d’améliorer de fagon importante la protection antioxydante des huiles
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(Figure 56), méme si l'analyse statistique montre, dans la plupart des cas, des différences

significatives au niveau des pentes et des courbures des différentes cinétiques suivies (Tableau

18, Annexes 3 a 5).
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Figure 56. Cinétiques de formation des diénes conjugués, hydroperoxydes et polyméres pour les
huiles de tournesol (HT), tournesol oléique (HTO) et colza (HC) chauffées a 120 °C en présence d’a-
tocophérol (700 mg.kg1) et d’acide chlorogénique(500 mg.kg).

Tableau 18. Différences significatives entre les pentes et les courbures calculées sur le suivi des
marqueurs d’oxydation dans les huiles enrichies en a-tocophérol et acide chlorogénique comparé aux
huiles enrichies seulement avec a-tocophérol.

Marqueur d’oxydation | a-tocophérol+acide chlorogénique

Huile de tournesol

Dienes conjugués p+2a100,120°C; c+a100,120°C
Hydroperoxydes p+2a100,150 °C; c+a 100,120 et 150 °C
Polymeres p-a 100,120 et 150 °C; c-a 100, 120 et 150 °C

Huile de tournesol oléique
Dienes conjugués p+2a100°C; c-a 100,120 et 150 °C
Hydroperoxydes p+a100,120°C; c+ 100,120 °C
Polymeres -

Huile de colza

Dienes conjugués p+2a100,120°C; c+a 100,120 et 150 °C
Hydroperoxydes p+2a100,120°C; c+a100,120°C
Polymeres p-a 100,120 et 150 °C; c-a 100,120 et 150 °C

p+, c+, pente et courbure significativement différente au seuil de p<0,05
p-, c-, pente et courbure non significativement différente
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On constate en revanche que la présence d’acide chlorogénique dans I'huile ralentit la perte en
a-tocophérol dans le milieu (Figure 57). Et ce quelle que soit I'huile considérée (Annexe 1). Par
exemple, aprés 6 heures de chauffage a 150 °C, seulement 47,5 % de l'a-tocophérol présent
initialement dans I'huile de colza sont dégradés lorsque 'acide chlorogénique est présent, contre

68 % en son absence.
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Figure 57. Cinétiques de suivi de I'a-tocophérol dans une huile de colza chauffée a 100, 120 et 150 °C.
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L’hypothése d'une régénération de I'a-tocophérol par I'acide chlorogénique peut étre envisagée,
méme si elle ne se traduit pas cette fois par une modification importante de la stabilité oxydative
des huiles comme cela avait été montré pour les couples a-tocophérol/acide caféique ou a-
tocophérol/acide rosmarinique dans un test en milieu modéle (Peyrat-Maillard et al. 2003),
consistant en une oxydation de 'acide linoléique en milieu dispersé, initialisé par du 2,2’-azobis

(2-amidinopropane) dihydrochloride (AAPH).

D’apres une étude de stabilité de I'acide chlorogénique menée dans le mygliol a 150 °C, on
constate que 61 % de I'acide chlorogénique sont perdus au bout de 6 heures de chauffage par le

simple effet de la température (Figure 58).
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Figure 58. Suivi de la perte en acide chlorogénique dans le mygliol chauffé a 150 °C.
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Dans l'huile de colza par exemple, enrichie en a-tocophérol et en acide chlorogénique, on
constate 83 % de perte (Figure 59). Ainsi, 22 % de 'acide chlorogénique initial présent aurait

une action de régénération de I'a-tocophérol.
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Figure 59. Cinétique de suivi de I'acide chlorogénique dans une huile de colza chauffée a 100, 120 et
150 °C.

Si I'on traduit cette différence en nombres de moles d’acide chlorogénique dans l'huile en fin de
chauffage, on constate qu’elle correspond au nombre de moles supplémentaires d’a-tocophérol
présents dans l'huile enrichie avec les deux antioxydants par rapport a celle ne contenant que de

I'a-tocophérol. Et cette tendance est valable pour les trois huiles étudiées.
III. 3. 5. Conclusions

Un jeu de données sur 'oxydation des huiles végétales de composition variée en conditions de
températures controlées a été acquis dans cette étude et sera exploité pour I'étape de validation
du modele stoechio-cinétique. Il peut étre résumé en considérant le couple pente/courbure pour
les différentes huiles, oxydées dans différentes conditions (Figure 60). Les résultats montrent
que l'avancement des réactions d’oxydation est affecté par des parametres physiques et
chimiques multiples.

L’effet de la surface d’huile en contact avec I'air, et donc des conditions d’oxygénation, est net sur
les cinétiques d’oxydation, et d’autant plus marqué que la température est élevée.

L’effet de la composition en acides gras est important et d’autant plus que la température est
élevée.

La présence de l'a-tocophérol en concentration habituellement rencontrée dans les huiles
végétales permet de ralentir significativement la formation des composés primaires d’oxydation
(diénes conjugués et hydroperoxydes), tandis que la présence supplémentaire de l'acide
chlorogénique ne renforce que trés peu la protection antioxydante déja apportée par l'a-
tocophérol. En revanche, la présence d’acide chlorogénique permettrait de limiter les pertes en

a-tocophérol au cours du traitement thermique.
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Figure 60. Couple pentes/courbures calculées sur les cinétiques de suivi des diénes conjugués, des
hydroperoxydes et des polyméres pour I'huile de tournesol (HT), I'huile de tournesol oléique (HTO) et
I'huile de colza (HC) chauffées a 100, 120 et 150 °C.
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I11. 4. VALIDATION DU MODELE STOECHIO-CINETIQUE

IIL. 4. 1. Méthode adaptée en vue de I'identification des parametres cinétiques

La complexité du modeéle stoechio-cinétique décrit dans les paragraphes III.1 et II1.2 est le reflet
de la complexité du phénomeéne d’auto-oxydation lui-méme. Cette complexité se traduit
essentiellement par un nombre élevé d’équations traduisant le schéma réactionnel, et un
nombre important de parametres cinétiques qui interviennent dans le calcul des vitesses de
réactions. Le modele nécessite la connaissance a priori d'un grand nombre de paramétres
cinétiques auxquels il faut attribuer une valeur numérique avant de pouvoir leur donner une
valeur adaptée aux conditions de nos essais par identification paramétrique.

Ayant déja constaté le manque de précision et la variabilité des données issues de la littérature,
nous nous confrontons a une limitation sur la qualité des valeurs disponibles. Les constantes de
vitesse de certaines réactions n’ont pas été déterminées ou alors ont été déterminées dans des
conditions différentes de celles de nos essais. Un autre probléme se pose donc dans le choix des
valeurs initiales (choisies a priori avant l'identification) pour les parametres cinétiques du
modele.

L’identification des parameétres cinétiques par minimisation de la somme des carrés des écarts
entre les valeurs mesurées et les valeurs prédites est délicate dans notre cas puisque 'on a
beaucoup de parametres inconnus (102 réactions), peu de mesures disponibles (6 marqueurs,
Tableau 15) et une base de données sur les ordres de grandeur des constantes de vitesse
partiellement imprécise.

Notre méthodologie de travail est donc la suivante :

1). On fixe des valeurs initiales pour les parametres cinétiques plutdt dans la gamme basse des
valeurs trouvées dans la littérature, le choix résultant des données expérimentales obtenues sur
la réactivité des acides gras (cf § III. 3).

2). On fait 'hypothése que la constante de vitesse d’'un groupe fonctionnel est indépendante de
la structure de la molécule a laquelle il est attaché. On considére ainsi des groupes de réactions
avec une méme réactivité (Tableau 13).

3). Les constantes de vitesse sont calculées pour les températures élevées, en utilisant les
valeurs d’énergies d’activation disponibles dans la littérature (cf § L.5).

Dans l'état d’avancement des présents travaux et compte tenu des raisons évoquées
précédemment (beaucoup de paramétres inconnus et peu de mesures disponibles), une
identification paramétrique classique (par minimisation de la somme des carrées des écarts) est
inenvisageable.

La confrontation du modele aux données expérimentales est réalisée par une méthode de type

essai-erreur, de fagcon a s’approcher au plus pres des données mesurées. Une étude de sensibilité
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est également effectuée pour évaluer les parametres cinétiques influencant le plus

significativement les réponses calculées par le modele et mesurées expérimentalement.
III. 4. 2. Etude de sensibilité

L’étude de sensibilité des variables de sortie aux constantes de vitesse est réalisée d’apres la
méthode décrite par Pénicaud et al. (2010) (Hoang et al. 2004; Pénicaud et al. 2010). Elle
consiste a faire varier, I'une apres l'autre, chaque constante de vitesse autour d'une valeur
choisie a priori, et d’examiner son influence sur les profils des concentrations des produits et des

réactifs calculés par le modéle et correspondant a des mesures expérimentales.

Pour évaluer la sensibilité absolue Jop aux constantes cinétiques, on calcule 1'écart absolu du

i abs
changement ls? de la variable calculée par le modéle G suite a une variation des constantes

cinétiques AP; que 'on divise ensuite par AP, soit:

abs &G GF>I +AR _GP, -AR

I 20P,

Equation 18

ou AP; représente une faible variation sur le parametre P; (de 1% par exemple) par rapport a sa
valeur nominale P;.

Cette sensibilité absolue s’exprime en unités de variable G (ici une concentration en kg.m-3) par
unité de P (ici une constante de vitesse en mol.L-1 ou s'1). Néanmoins, pour comparer l'influence
relative des différentes constantes cinétiques sur la réponse prédite, et notamment ici dans le
cas ou les ordres de grandeur des constantes de vitesse et des concentrations des espéces sont
trés différents, I'utilisation d’un autre critere est nécessaire. Il s’agit de la sensibilité relative qui
représente I'écart relatif de la variable calculé par le modéle suite au changement relatif d'une

constante cinétique. La sensibilité relative est alors calculée:

o 56 - Gaven Ca-mm P
i

lem = P 20P, G

P, Equation 19
Elle permet de calculer une variation relative de G (en % de la variable G) consécutive a une
variation relative de P; (en % de Py).

L’analyse de sensibilité réalisée pour les variables calculées correspondant aux mesures de
diénes conjugués et d’hydroperoxydes montre que les cinétiques de formation des diénes
conjugués et des hydroperoxydes sont trés nettement influencées par les valeurs des constantes
de vitesse de certaines réactions. La Figure 61 présente quelques exemples de cinétiques de

variation des coefficients de sensibilité relatifs a 1’évolution de la concentration en dienes

conjugués et en hydroperoxydes dans le cas du changement de 1% des constantes de vitesse des
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réactions 8, 23 et 92 (pour les numéros des réactions se référer soit au Tableau 13 soit au
Tableau 20).

Par exemple, la variation de la constante de vitesse de la réaction 23 montre une sensibilité
relative associée a la concentration en dienes conjugués d’environ 0,06% (Figure 61 a) et
d’environ 0,44 pour les hydroperoxydes (Figure 61 b). Cela signifie qu'une variation de 1% de la
valeur de constante de vitesse induit une variation de 0,06 % de la concentration des diénes
conjugués et de 0,44 % de la concentration en hydroperoxydes.

La variation des constantes de vitesse des réactions 8 et 92 induit une variation importante de la

concentration en hydroperoxydes en diminuant leur concentration formée de 1,21 % et 0,37 %

respectivement.
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Figure 61. Sensibilité relative a I'évolution des diénes conjugués (a.) et des hydroperoxydes (b.) suite
a la variation des constantes de vitesse des réactions 8, 23 et 92 de 1%.

On note une évolution variable de la sensibilité relative trés marquée en début de cinétique et
plus stable en fin de cinétique. Comme nos marqueurs sont des familles de composés, la
sensibilité de la somme des concentrations des composés de ces familles (dienes conjugués et
hydroperoxydes) a une constante de vitesse est plutét faible. En effet, quand on fait varier la
constante de vitesse d'une réaction (en maintenant constantes les autres), on fait varier surtout
les concentrations des especes impliquées dans cette réaction (on modifie également un peu les
concentrations d'autres espéces produites ou consommées dans des réactions impliquant les
especes de la réaction pour laquelle on a fait varier la constante de vitesse, mais dans une bien
moindre mesure).

Le Tableau 19 détaille la sensibilité relative des principales réactions dont les parametres
cinétiques influencent significativement la réponse du modéle (cf Tableaux 13 ou 20).

On observe par ailleurs que ce sont presque toujours les mémes constantes de vitesse qui
influencent a la fois les concentrations en diénes et en hydroperoxydes, avec une sensibilité de la

concentration en hydroperoxydes plus importante que celle des diénes conjugués. Ce résultat
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semble logique dans la mesure ou les dienes conjugués constituent une famille plus large de
composés (26 composés) que celle des hydroperoxydes (3 composés) (cf Tableau 15). On note
également que beaucoup de réactions dans notre schéma n’influencent pas significativement les
réponses mesurées par le modéle, ce qui met en exergue le nombre réduit de marqueurs
mesurés dans notre étude.

Tableau 19. Sensibilité des concentrations en diénes conjugués et hydroperoxydes prédites par le
modéle suite a une variation des constantes de vitesse de 1 %.

Diénes conjugués Hydroperoxydes
Réaction Sensibilité relative Réaction Sensibilité relative

2 0,50211 8 1,21141
23 0,06587 7 0,70081
92 0,04239 23 0,44672

8 0,03146 92 0,37211
38 0,00786 19 0,13688
16 0,00770 22 0,05384
56 0,00770 88 0,05359
17 0,00764 38 0,05044
37 0,00722 37 0,04850
99 0,00616 2 0,04823
20 0,00575 20 0,03629

1 0,00515 99 0,03445
47 0,00510 34 0,03070
53 0,00441 47 0,02631
55 0,00441 97 0,02601

7 0,00353 35 0,02558
91 0,00347 89 0,02032
22 0,00316 91 0,02032
74 0,00243 74 0,01057

Autres réactions : sensibilité relative tres faible << 0,01

Ce sont principalement les réactions impliquant les espéces radicalaires lipidiques dont les
constantes de vitesse influencent significativement les concentrations en hydroperoxydes et en
dienes prédites. Une meilleure connaissance de la nature et de la réactivité des radicaux libres
de type alkyles (L¢), peroxyles (LOO*) ou encore alkoxyles (LO*) générés au cours de I'oxydation
des acides gras insaturés permettrait de comprendre mieux les mécanismes impliquées dans les
réactions d’oxydation et de disposer de mesures supplémentaires. La décomposition
homolytique des hydroperoxydes (réaction 8), apparait comme une des réactions
particulierement importantes dans le calcul de 'avancement de I'oxydation. Une variation de 1%
de cette constante cinétique induit une variation de 0,03 % de la concentration en diénes
conjugués et de 1,21 % de celle en hydroperoxydes. L’estimation de la constante de vitesse de
cette réaction fera I'objet du chapitre III. 5.

On constate également que, compte tenu du faible nombre de marqueurs retenus dans notre
étude, des pas entiers de réactivité sont délicats a étudier (réactions dont les constantes

cinétiques ont une sensibilité tres faible sur les concentrations des marqueurs).
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II1. 4. 3. Comparaison des résultats simulés et expérimentaux

Une fois I'étude de sensibilité réalisée, une procédure d’ajustement par essai erreur des
constantes de vitesse est entamée afin de rapprocher les valeurs prédites des valeurs mesurées.
Les cinétiques d’évolution des concentrations des marqueurs d’oxydation prédites sont alors
comparées aux valeurs déterminées expérimentalement. La Figure 62 est le résultat de
nombreux essais d’ajustement dans le cas du chauffage du traitement thermique d’une huile de
tournesol a 120 °C pendant 6 heures.

On constate que :

- un bon accord existe entre les valeurs simulées et les valeurs expérimentales pour les acides

gras et les diénes conjugués ;

- le modele sous-estime de maniére importante la quantité formée en hydroperoxydes et en
aldéhydes;
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Figure 62. Modéle purement diffusif. Comparaison des valeurs expérimentales (en bleu) et simulées
(en rouge) pour une huile de tournesol chauffée a 120°C pendant 6 heures pour le rapport volume de
I'huile/ surface d’échange avec l'air (V/S2) de 9,49 mm.

- le modele surestime la concentration en dimeres et polymeres par rapport aux valeurs
expérimentales. Ceci peut étre imputé a la méthode d’analyse utilisée. En effet, la mesure de
viscosité traduit une teneur en polymeéres selon la corrélation établie par Jean Denis et al.

(2001), mais n’est probablement pas affectée par la présence de dimeéres. Si dans nos conditions
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expérimentales, les réactions de terminaison se traduisent par la formation de dimeéres, la
mesure de viscosité s’avere donc non pertinente et une mesure de dimeres par chromatographie
liquide haute performance couplée a un détecteur a diffusion de lumiere (CLHP-DDL) serait
nécessaire pour conclure sur 'adéquation entre les valeurs simulées par le modele et les valeurs
de concentrations des produits formés.

- les résultats de simulation montrent une concentration tres faible en oxygene (4x10-4 mol.L1)
au voisinage de linterface sur environ 3 mm, limitant 'avancement global des réactions
d’oxydation.

Cette procédure d’ajustement n’est pas menée a son terme car on s’apercoit que, méme en
atteignant les limites des intervalles fixés a partir de la littérature pour les constantes de vitesse
(Tableau 13), on sous-estime de maniére importante les concentrations en hydroperoxydes. La
validation du modéle n’est donc pas encore possible.

De forts couplages entre les parametres cinétiques et les parametres physiques liés a la
solubilité de 'oxygéne et a sa diffusion dans la couche d’huile sont mis en évidence. Quelles que
soient les valeurs des parametres cinétiques testées (dans l'intervalle de variation jugé
acceptable pour ces parameétres), c’est la faible quantité en oxygene solubilisée dans notre
systéme (concentration d’environ 4x10-4 mol.L- sur les 3 premiers mm d’huile sous l'interface
air/huile) qui limite I'avancement global des réactions d’oxydation. Cela souligne le réle clé joué
par la réaction L*+0,—LO0O0¢, au cceur schéma réactionnel d’oxydation et permettant de former
des radicaux peroxyles LOO¢, précurseurs de nombreux produits primaires et secondaires
d’oxydation.

Les résultats des essais de simulation présentés dans la Figure 62 suggérent que, dans nos
conditions expérimentales, la concentration en oxygene est trés probablement plus importante
que celle calculée par le modéle, ce qui nous améne a remettre en question la phénoménologie
des transferts décrite dans notre modele. Nous considérons par conséquent le jeu de constantes
de vitesse nous ayant permis d’obtenir les résultats de simulation illustrés dans la Figure 62
comme acceptable (cf valeurs retenues dans le Tableau 20) et nous allons remettre en question

certaines de nos hypotheéses.
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Tableau 20. Valeurs numériques des constantes de vitesse retenues pour le modéle.
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Nr. réaction Réaction Constantes de vitesse

1 LaH—Lpe+He 2.5x108s1

2 LgH—Lge+He 1x10-6s1

3 LcH—Lce+He 2.5x10°s1

4 LaH+Mem+1)+ [z e+H* + Me n* 1x103 M1s't
5 LgH+Me(M+ D+ 5] ze+H* + Me n+ 1x103 M1s't
6 LcH+Me(® )+ > Lce+H* + Me 0+ 1x103 M1s1
7 LAOOH—-LAOe+¢OH 1x10-4s1

8 LgOOH—LgOe+eOH 1x104s1

9 LcOOH—-LcOe+¢OH 1x10*s1

10 LAOOH+Me®*1) + -[,,00e+H* +Men* 1x10Z2M-1s1
11 LgOOH+Me+D)+ 5[g00e+H* +Men* 1x102 M-1.s1
12 LcOOH+Me(+D) + 5Lc00e+H* +Men+ 1x102 M-1s1
13 LAOOH+Men* -»Ls0¢+0H- + Men+1)+ 1x103 M-1s1
14 LgOOH+Men* —»Lp0Oe+0H- + Me(+1)+ 1x103 M1s1
15 LcOOH+Mer* »Lc0Oe+0H- + Mem+1)+ 1x103 M-1s1
16 La®+30; =>LA00e 1x108 M-1.s1
17 Lpe+30, =»Lg00e 1x108 M-1s1
18 Lce+302 »Lc00e 1x108 M-1s1
19 LaAOOe+LAH—LAOOH+Lxe 1x101 M-1s1
20 LaAOOe+LgH—LAOOH+Lge 4x10t M-1s1
21 LaAOOe+LcH—-LAOOH+Lce 1x102 M-1s1
22 LgOOe+LAH—LgOOH+Lxe 1x101 M-1s1
23 LgOOe+LgH—LgOOH+Lpe 4x10t M-1s1
24 LgOOe+LcH—-LsOOH+Lce 1x10Z2M-1s1
25 LcOOe+LsH—LcOOH+Lae 1x101 M-1s1
26 Lc00°+LBH—>Lc00H+LB° 4%x101 M-1s1
27 LcOOe+LcH—-LOOH+Lce 1x102 M-1s1
28 LAOOe+LgOOH—-LAOOH+Lg00« 1x10-3 M1s1
29 LAOOe+LcOOH—LA0O0H+LcOOe 1x103 M1s't
30 Lg00e+LAO0OH —»LgOOH+LAOOe 1x103 M-1s't
31 LgO0e+LcOOH —»LgOOH+LcOO0e 1x103 M-1s't
32 LcOOe+LAO0H —»LcOOH+LAOOe 1x10-3 M1s°1
33 LcOOe+LgOOH —»LcOOH+Lg0OO0e 1x10-3 M1s1
34 LaOe+LAH—LAOH+Lpe 3x106 M1t
35 LaOe+LgH—LAOH+Lgpe 8x106 M-1s1
36 LaOe+LcH—-LAOH+Lce 1x107 M-Ls1
37 LBO'+LAH—>LBOH+LA° 3x106 M-1s1
38 LBO'+LBH—>LBOH+LB° 8x106 M-1.s1
39 LBO'+LcH—>LBOH+Lc° 1x107 M-1s1
40 LcOe+LaH—>LcOH+Lae 3x106 M1t
41 LcOe+LgH—LcOH+Lge 8x106 M-1s1
42 Lc0°+LcH—>LcOH+Lc' 1x106 M-1s1
43 LAOe+LAOOH—-LAOH+LAOO® 1x106 M-1.s1
44 LAOe+LgOOH—-LAOH+LgOO0e 1x106 M-1.s1
45 LAOe+LcOOH—-LAOH+LcOOe 1x106 M-1s1
46 LpOe+LAO0H —»LgOH+Ls00e 1x106 M-1s1
47 LpOe+LgO0OH —»LgOH+Lg0O0e 1x106 M-1s1
48 LgOe+LcOOH =LgOH+LcOOe 1x106 M-1.s1
49 LcOe+LAOOH »LcOH+LAOO« 1x106 M-1.s1
50 LcOe+LgOOH —=LcOH+Lg00e 1x106 M-1.s1
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51 LcOe+LcOOH —»LcOH+LcOOe 1x106 M-1s1
52 LA°+ LA° —>LALA 1x106 M-1.s1
53 LA°+ LB' —>LALB 1x106 M-1.s1
54 LA'+ Lc' —>LALC 1x106 M-1.s1
55 LB°+ LA° —)LBLA 1x106 M-1.s1
56 LB°+ LB' —>LBLB 1x106 M-1.s1
57 LB'+ Lc' —>LBLC 1x106 M-1.s1
58 Lc°+ LA° —>LcLA 1x106 M-1.s1
59 Lc°+ LB' —>LcLB 1x106 M-1.s1
60 Lc'+ Lc' —>Lch 1x106 M-1.s1
61 LaOe+ Lae =»La0LA 1x105 M-Ls1
62 LAO°+ LB' —>LAOLB 1x105 M-1.s1
63 LAO°+ Lc‘ —>LAOLC 1x105 M-1.s1
64 LBO'+ LA' —>LBOLA 1x105 M-1.s1
65 LpOe+ Lpe »LgOLp 1x105 M-Ls1
66 LpOe+ L¢ce —»LgOL¢ 1x105 M-Ls1
67 LcOe+ Lae —»LcOLA 1x105 M-1s1
63 Lc0°+ LB' —>Lc0LB 1x105 M-1.s1
69 Lc0°+ Lc‘ —>LcOLc 1x105 M-1s1
70 LaOOe+ Lye =»LA00L4 1x104 M-1s1
71 LaOQe+ Lge -»L,00Lp 1x104 M-1s1
72 LaOOe+ L¢e »LAOOLc 1x104 M-1s1
73 LgOOe+ Lae =Lg00LA 1x104 M-1s1
74 LBOO°+ LB° —>LBOOLB 1x104 M-1s1
75 LBOO°+ Lc' —>LBOOLC 1x104 M-1s1
76 LcOOe+ Lpae »LcO0L4 1x104 M-1s1
77 LcOOe+ Lpe —»LcOOLp 1x104 M-1s1
78 LcOOe+ Lee —»LcOO0Lc 1x104 M-1s1
79 LaOOe+ Ly00e -LA00LA+02 1x103 M-1s1
80 LaOQOe+ Lg00e -LA00L3p+0; 1x103 M-1s1
81 LAOOe+ LcOOe -»LA00Lc+0; 1x103 M-Ls1
82 LgOOe+ Ly00e —»Lg00LA+0; 1x103 M1s1
83 LgOOe+ Lg00e —»Lg00Lp+0; 1x103 M-1s1
84 LgOOe+ LcOOe -Lg00L+0; 1x103 M-1s1
85 LcOOe+ LaAOOe =LcO0LA+0; 1x103 M-1s1
86 LcOOe+ Lg00e =Lc00Lp+0; 1x103 M-1s1
87 LcOOe+ LcOOe »LcOOLc+02 1x103 M-1s1
88 LaOOe+ Ly00e¢ — LyOe+LAOH+0; 1x105 M-1s1
89 LAOOe+ Lg00Oe — LyOe+LgOH+0; 1x105 M-Ls1
90 LaAOOe+ LcOOe = LaOe+LcOH+02 1x105 M-L.s1
91 LgOOe+ Ly00e¢ — LgOe+LAOH+O0; 1x105 M-Ls1
92 LgOOe+ Lg00e — LgOe+LgOH+0; 1x105 M-Ls1
93 LgOOe+ LcOOe — LgOe+LcOH+0; 1x105 M-1s1
94 LcOOe+ LaoOOe = LcOe+LaAOH+02 1x105 M-1s1
95 LcOOe+ LgOOe = LcOe+LgOH+0; 1x105 M-L.s1
96 LcOOe+ LcOOe = LcOe+LcOH+0; 1x105 M-Ls1
97 LaOe+ ¢«OH — groupe volatils 1a 5x107 M-1.s71
98 LaOe+ eH — groupe volatils 2a 5x107 M-1s1
99 LgOe+ «OH — groupe volatils 1b 5x107 M-1.s1
100 LgOe+ oH — 2,4 décadiénal 5x107 M-1s1
101 LcOe+ «OH — groupe volatils 1c 5x107 M-1.s71
102 LcOe+ eH — groupe volatils 2¢ 5x107 M-1.s71
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IIL. 4. 4. Questionnement sur la validité des hypothéses

Dans nos conditions expérimentales, la couche d’huile est relativement faible (~1 cm), ce qui
nous a permis dans un premier temps de considérer favorablement I'’hypothese d'une couche
d’huile immobile et donc de supposer valide un modéle purement diffusif en ce qui concerne

I'oxygéne.

En supposant acceptable 'ordre de grandeur des constantes cinétiques, les profils simulés pour
les hydroperoxydes et 'oxygéne mettent en évidence une concentration trop faible en oxygene
pour reproduire correctement l'avancement des réactions. En effet, le modéle calcule une
concentration en oxygene tres faible (4x104 mol.L'1) sur les 3 premiers mm d’huile sous
I'interface air/huile et une concentration quasi nulle pour les couches plus éloignées de la
surface.

L’hypothése d'un modéle purement diffusif a pu étre remise en question grace a la mise en
évidence de mouvements de convection a I'aide du colorant Rouge Soudan. Ces mouvements
sont observés quelles que soient les conditions expérimentales testées et quel que soit le temps
d’expérience considéré. Malheureusement, cette mise en évidence est purement qualitative et ne
nous permet pas, en I'état actuel des choses, de quantifier la quantité d’oxygeéne transportée par
ces mouvements de convection depuis la surface vers le centre du systeme.

Le systéme réactionnel étudié pourrait, dans une premiére approximation, étre associé a un
réacteur parfaitement agité avec une concentration en oxygeéne uniforme dans tout le volume
réactionnel.

Cela revient a considérer la concentration en oxygene ainsi que la concentration en toute autre
espece réactive comme uniforme dans I’espace. Le modele discret décrit par les équations 5, 6, 7,
12,13, 14 et 17 (cf § 111.2.3) est remplacé par un modéle compartimental a un compartiment qui

obéit aux équations 20 et 21 :

dC, S Lo
T =1000x S, M, =K, v (Coe —Co0,,) Equation 20
dc, =1000x SM, Equation 21

ou SOz est le débit molaire net de production de d’oxygene prenant en compte la contribution

respective de chaque réaction impliquant I'oxygéne (mol.L-1.s'1); M o,» la masse moléculaire de

I'oxygeéne (kg.mol1); ky, le coefficient de transfert de matiére externe (m.s1); S, la surface

d’échange de I'huile avec I'air atmosphérique ; V, le volume d’huile (m3) ; COZG , la concentration

en oxygene dans l'air au voisinage immédiat de la surface d’huile (kg.m-3); COz , 1a concentration
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en oxygéne dans I'atmosphere (kg.m3); Ci. désigne la concentration de I'espéce (i) en phase
liquide supposée uniforme dans le volume d’huile (kg.m-3) ; S;, le débit molaire net de production
de I'espéce (i) prenant en compte la contribution respective de chaque réaction impliquant cette

espece (mol.L-1.s'1) ; M;, la masse moléculaire de I'espece (i) (kg.mol-1).

Une fois cette nouvelle hypothese émise, on cherche alors a trouver une concentration en
oxygene qui prédirait plus précisément le niveau d’oxydation observé expérimentalement. La
confrontation des résultats simulés aux valeurs expérimentales montre qu'une concentration
constante égale a 2x10-8 mol.L-! d’'oxygene serait suffisante pour atteindre le niveau d’oxydation
mesuré expérimentalement (niveau d’oxydation considéré par prise en compte des marqueurs
d’oxydation formés, hors dimeres et polymeéres puisque la mesure de viscosité est ici considérée

comme non pertinente) (Figure 63).
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Figure 63. Modéle considérant un réacteur parfaitement agité. Comparaison des valeurs
expérimentales (en bleu) et simulées (en rouge) pour une huile de tournesol chauffée a 120°C
pendant 6 heures pour le rapport volume de I'huile/ surface d’échange avec l'air (V/S2) de 9,49 mm.

Ce nouvel essai de simulation montre un meilleur accord pour les acides gras, hydroperoxydes
et les aldéhydes. La concentration en diénes est surestimée par le modele mais celle-ci reste
proportionnelle a la perte des acides gras concernés qui est plus importante dans le cas du

modéle considérant un réacteur parfaitement agité que dans le cas du modele purement diffusif.
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Nous avons ensuite confronté les résultats simulés aux résultats expérimentaux dans le cas
d’une surface de 'huile en contact avec l'air supérieure (V/S3) (Figure 64) (cf § II1.3). Cet essai
de confrontation montre des résultats encourageants. Le modéle prédit des concentrations

proches des mesures expérimentales pour une concentration égale a 5x10-8 mol.L-1 d’'oxygene.
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Figure 64. Modéle considérant un réacteur parfaitement agité. Comparaison des valeurs
expérimentales (en bleu) et simulées (en rouge) pour une huile de tournesol chauffée a 120°C
pendant 6 heures pour le rapport volume de I'huile/ surface d’échange avec l'air (V/S$3) de 3,57 mm.

La concentration résiduelle en oxygene simulée dans le cas du rapport V/S3 (5x10-8 mol.L1) est
plus élevée comparé a V/S2 (2x10-8 mol.L-1), ce qui est physiquement acceptable puisque la

surface d’échange avec l'air est plus élevée dans le cas du rapport V/S3 que dans le cas du

rapport V/S2.

Nous avons ensuite confronté les résultats simulés aux résultats expérimentaux dans le cas de
I'huile de I'huile de tournesol oléique (Figure 65) et de l'huile de colza (Figure 66) pour un
traitement thermique a 120 °C pendant 6h (cf § I11.3).

La confrontation entre les résultats simulés et les résultats expérimentaux obtenus dans le cas

de I'huile de tournesol oléique montre un bon accord pour les marqueurs d’oxydation dienes

conjugués et hydroperoxydes.
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Figure 65. Modéle considérant un réacteur parfaitement agité. Comparaison des valeurs
expérimentales (en bleu) et simulées (en rouge) pour une huile de tournesol oléique chauffée a 120°C
pendant 6 heures pour le rapport volume de I'huile/ surface d’échange avec l'air (V/S2) de 9,49 mm.
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Dans le cas de I'huile de colza, le modéle prédit bien la concentration en hydroperoxydes qui est
trés proche des valeurs mesurées expérimentalement. Cependant, le modele surestime, comme

dans le cas de I'huile de tournesol (cf Figure 63), la concentration en dienes conjugués.
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Figure 66. Modéle considérant un réacteur parfaitement agité. Comparaison des valeurs
expérimentales (en bleu) et simulées (en rouge) pour une huile de colza chauffée a 120°C pendant 6
heures pour le rapport volume de I'huile/ surface d’échange avec 'air (V/S2) de 9,49 mm.

Une conclusion définitive sur la prise en compte de ce phénomeéne ne peut étre menée sans une
mesure expérimentale de la concentration de 'oxygéne dissous dans le milieu pendant le temps
d’expérience. Malgré de nombreuses améliorations au cours du sieécle dernier, la quantification
de l'oxygéne reste encore un verrou important pour approfondir les connaissances sur le
transfert de 'oxygene et plus généralement sur 1'oxydation des aliments. Les mesures effectués
actuellement sont principalement celles des pressions partielles en oxygéne dans le milieu, il est
alors nécessaire de connaitre le coefficient de solubilité de Henry pour pouvoir convertir cette
pression partielle mesurable (mais a faible température) en concentration d’oxygéne. Or, les
coefficients de solubilité sont des données mal connues si 'on considere ce qu’on peut trouver
dans la littérature (Pénicaud 2009). Seul le coefficient de I'eau est bien connu, et il est
généralement admis que la solubilité de I'oxygene est 3 a 4 fois plus élevée dans I'huile que dans
I'eau a température ambiante.

Dans le cas du modeéle considérant un réacteur parfaitement agité, nous avons considéré la
concentration en oxygéne constante (Cozrssiduelle) mais elle peut varier trés certainement pendant
I'expérience. Qualitativement, I'évolution de la concentration en oxygéne pendant une cinétique

pourrait étre représentée sur le graphe de la Figure 67.
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Apport d’0, ; consommation faible de O, par les
réactions (peu de radicaux).

Consommation d’0, incorporé par
les réactions avec les radicaux

Cyorésiduelle

maxO,
« Equilibre » entre l'incorporation d’0, par
les mouvements de convection et la
consommation d’0, par les réactions.
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»

Temps

Figure 67. Représentation schématique de la consommation d’oxygéne pendant une expérience.

La concentration en oxygeéne au temps initial (Co2) devrait augmenter grace aux mouvements de
convection pour atteindre une concentration maximale (Cmaxo2). Cette concentration maximale
serait observée pendant les étapes précoces de I'oxydation ou la quantité de radicaux lipidiques
serait négligeable. Une fois le phénomene d’auto-oxydation amorcé, la consommation de
I'oxygéne par les réactions deviendrait plus forte. Une phase ultime pourrait étre observée,
correspondant a un équilibre entre la quantité d’oxygene incorporée par les mouvements de
convection et celle consommée par les réactions d’oxydation (concentration en O dissous

constante).
I11. 4. 4. Conclusion

La modélisation est un processus itératif: proposition d'un modeéle, confrontation aux données
expérimentales, critique du modele, ajustement du modéle, re-confrontation du modéle aux
données expérimentales apres ajustement, jusqu'a un modele avec des résultats acceptables. Ce
chapitre fait la synthése de nombreux essais de validation du modele stoechio-cinétique par
confrontation avec les valeurs obtenues expérimentalement. Un modele a 102 réactions
compétitives (nombre important lié au fait que I'on considere trois acides gras insaturés)
décrivant la dégradation thermique des acides gras est retenu. Les données cinétiques ainsi que
les parametres physiques concernant la diffusion et la solubilisation de I'oxygene sont issues de

la littérature.

Le mécanisme de transfert de l'oxygene est décrit de deux manieres différentes: dans un
premier cas, on fait 'hypothese d'un modele purement diffusif, et dans un deuxiéme cas,
I’hypothése d’'un réacteur parfaitement agité avec une concentration résiduelle en oxygeéne
supposée constante pendant I'expérience.

Le modele purement diffusif sous-estime la formation des hydroperoxydes et des aldéhydes.
Dans ce cas, nous avons attribué les écarts importants entre les expériences et la modélisation a

une description incorrecte de la phénoménologie de transfert de I'oxygene.
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Dans le cas du systéme assimilé a un réacteur parfaitement agité, on observe des résultats
encourageants pour deux rapports volume de l'huile/surface d’échange avec l'air différents.
Malgré la grande dispersion et l'incertitude sur les valeurs des parametres cinétiques des
réactions qui sont disponibles dans la littérature, nous obtenons une concordance relativement
bonne des résultats. Cependant, la validation compléte implique la détermination précise de la
concentration en oxygene dissous dans 'huile et de son évolution en fonction du temps
d’expérimentation, méme si de telles mesures s’averent difficiles a haute température.

Le suivi des marqueurs supplémentaires pourraient également enrichir les parameétres inconnus
du modele et rendre I'étape de validation plus fiable. L’étude de sensibilité a notamment permis
de montrer que les réactions impliquant des especes radicalaires lipidiques ont un grand impact
sur la réponse du modele. Ainsi, disposer de moyens pour suivre ces especes radicalaires et
avoir la possibilité de déterminer les parameétres cinétiques associés a ces réactions serait une
avancée importante pour aboutir a la prédiction de 'oxydation des lipides. La spectroscopie de
Résonance Paramagnétique Electronique (RPE) constitue un outil susceptible de contribuer a
cette avancée. C'est la raison pour laquelle quelques unes de ses potentialités ont été abordées

dans le cadre de la thése et font I'objet du paragraphe IIL.5.
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III. 5. ETUDE DES POTENTIALITES DE LA RESONANCE PARAMAGNETIQUE
ELECTRONIQUE POUR SUIVRE LES ESPECES RADICALAIRES IMPLIQUEES
DANS L’OXYDATION DES LIPIDES

L’objectif de ce travail est d’explorer les potentialités de la Résonance Paramagnétique
Electronique (RPE) pour suivre les radicaux générés lors des étapes d’initiation et de
propagation (alkyles, peroxyles...) des réactions d’oxydation et étudier leur réactivité. Dans ce
contexte, 'adaptation ou le développement de méthodes spécifiques faisant appel a la RPE ont
été mis en place au laboratoire : (i) une méthode de détection « directe » des radicaux générés a
trés basse température (cf § 1. 4. 3. 3.); (ii) le spin trapping, qui consiste a stabiliser un composé
radicalaire instable par un piégeur de spin (cf § 1.4.3.4.) et (iii) le spin scavenging, qui
correspond a la réaction des radicaux stables de type nitroxyle (NO*) avec les radicaux présents

dans leur environnement (cf § I. 4. 3. 5.).

III. 5. 1. Potentialités de la RPE pour mettre en évidence et suivre I’'évolution des

radicaux lipidiques

IIL. 5. 1. 1. Méthode directe
Lorsque I'on envisage de suivre les radicaux lipidiques en RPE, il est important de noter que la

concentration minimale de molécules paramagnétiques détectable par cette technique, dans des
conditions optimales, est d’environ 109 mol.L-! (Andersen & Skibsted 2002). A température
ambiante, les radicaux lipidiques ont une durée de vie trop courte pour atteindre de telles
concentrations et ils ne sont donc pas détectés en RPE (Chiba & Kaneda 1984). Pour ces raisons,
la détection des radicaux lipidiques dans une huile n’est possible qu’a tres basse température
(inférieure a -100 °C), lorsque les réactions moléculaires sont si lentes que les radicaux ont une

durée de vie suffisamment longue pour s’accumuler et étre suivis directement.

Afin de générer des radicaux lipidiques a une telle température, une étape de photolyse UV a
I'aide d’'une lampe LC8-06, qui associe une lampe xénon et une lampe mercure, a été menée
selon la méthode décrite par Zhu et Sevilla en 1990 (cf § 11.5.1). Trois conditions de disponibilité
en oxygeéne ont été étudiées : une atmosphére appauvrie en oxygene (assurée par un barbotage
d’argon pendant 15 minutes), une atmosphére normale et une atmosphere enrichie en oxygéne

(assurée par un barbotage d’oxygene pendant 15 minutes).

Nous constatons que la photolyse UV a -160 °C d'une huile de colza permet la production et la
détection directe des radicaux lipidiques dans les trois conditions testées (Figure 68). Ces
radicaux seraient produits par élimination des atomes d’hydrogéne a partir des acides gras
insaturés ou des hydroperoxydes présents dans I'huile, puis détectés directement par RPE. En

absence d’oxygene (Figure 68-A), le spectre RPE correspond majoritairement aux radicaux
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alkyles représenté par une raie unique tres large et mal résolue qui s’étend sur environ 200
Gauss (3300-3500 G). En atmosphére normale (Figure 68-B), on distingue la présence
majoritaire des radicaux peroxyles et sans doute des traces de radicaux alkyles, tandis que la
présence excessive d’oxygeéne (Figure 68-C) favorise la formation des radicaux peroxyles. Ceci
est montré par l'intensité globale du signal qui est beaucoup plus importante (3,7x106) dans le

cas de I'atmospheére enrichie en oxygene que dans le cas de I'atmosphére normale (2x10¢).
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Figure 68. Spectres RPE d’une huile de colza irradiée par photolyse UV a -160°C dans une atmosphére
appauvrie en oxygeéne (A), une atmosphére normale (B), et une atmosphére enrichie en oxygeéne (C).

Lorsque la stabilité des radicaux LOO- est suivie en présence d’air (atmosphére normale) entre -
160 °C et 0 °C, nous observons que l'intensité du signal RPE décroit progressivement jusqu’a
n’étre plus mesurable a une température supérieure a — 40 °C (Figure 69). L'élévation de la
température entraine en effet une augmentation de la mobilité des radicaux peroxyles, qui
deviennent alors plus réactifs et susceptibles d’arracher des atomes d'hydrogéne aux acides gras
insaturés, générant ainsi de nouveaux radicaux. Par ailleurs, cette mobilité est suffisante pour

permettre leur recombinaison, qui se traduit ici par la formation d’especes non

paramagnétiques.
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Figure 69. Evolution de l'intensité du signal RPE correspondant aux des radicaux lipidiques générés
dans une huile de colza irradiée par photolyse UV a différentes températures.

Cette approche directe par RPE permet donc de mettre en évidence, d’identifier et
éventuellement de mesurer la réactivité des radicaux alkyles et peroxyles issus des acides gras
insaturés. Cependant, elle ne renseigne pas de facon précise sur la nature des especes
radicalaires constitutives de ces deux populations (acide gras a l'origine des radicaux par
exemple). De plus, les conditions opératoires qu’il est nécessaire de mettre en ceuvre pour
générer des radicaux (-160 °C et photolyse UV) sont tres éloignées des conditions rencontrées
au cours du chauffage des huiles et donc probablement peu représentatives du comportement
des huiles a haute température. Pour nous rapprocher de ces températures élevées, nous avons
ainsi fait le choix de mettre en place la technique de spin trapping, qui peut nous permettre de

suivre des especes radicalaires générées a plus haute température.

III. 5. 1. 2. Spin trapping

La technique de « spin trapping », encore appelée « piégeage de spin », consiste a additionner au
systéme étudié une molécule diamagnétique qui va servir de piege en réagissant de facon tres
rapide avec un radical libre instable pour donner un adduit de spin beaucoup plus stable,
détectable en RPE. Lors de la mise en place de cette méthode, nous avons choisi de travailler
avec le piégeur de spin a-phényl-N-tert-butylnitrone (PBN) en raison de son caractere lipophile
et de sa thermostabilité (Janzen et al. 1992). Comme l'indique la Figure 70, les radicaux piégés
(L*) se fixent sur le carbone situé en o de la fonction nitroxyde pour donner naissance a un

adduit de spin PBN-L-NO-* détectable par RPE.
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Figure 70. Formation d’un adduit de spin suite a l'interaction des radicaux lipidiques (L*) avec le
piégeur a-phényl-N-tert-butylnitrone (PBN).

Le spectre de 'adduit PBN-L-NO- est caractérisé par un triplet de doublets (Figure 71), avec des
constantes de couplage de I'électron avec 'azote (An) de 14,955 G et avec I'hydrogene (Ax) de
2,491 G (Andersen & Skibsted 1998).
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Figure 71. Spectre RPE de I'adduit PBN-L-NO* observé lors du chauffage d’une huile de colza a 100 °C.

Lorsque cette méthode est appliquée pour suivre la formation des radicaux libres dans deux
huiles végétales (huile de colza et huile de tournesol) au cours de leur chauffage a 100 °C, on
constate l'apparition d’'un signal RPE qui évolue dans le temps (Figure 72), ce qui traduit
vraisemblablement plusieurs phénoménes.

L’augmentation du signal peut correspondre a une phase d’accumulation des adduits dans le
milieu, consécutive a la réaction du piégeur PBN avec les radicaux lipidiques issus de l'auto-
oxydation. La vitesse d’accumulation des adduits formés semble substrat-dépendante, si I'on
compare les résultats obtenus pour les deux huiles. En revanche, la quantité maximale de
radicaux qui est générée semble sensiblement équivalente. L’huile de tournesol, trés riche en
acide linoléique (62 %), conduirait a une formation plus rapide des adduits de spin que I'huile de

colza, contenant majoritairement de I'acide oléique.
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Figure 72. Evolution des adduits de spin PBN-L-NO* dans une huile de colza et dans une huile de
tournesol chauffées a 100 °C pendant 2000 s.

Des lors que la quantité d’adduits formés atteint son maximum, on observe une diminution
progressive du signal. Cette diminution laisse penser a une instabilité des radicaux nitroxyles
dans les conditions opératoires utilisées. Deux hypothéses sont alors proposées : (i) le radical
nitroxyle est instable a 100 °C ou (ii) I'adduit PBN-L-NO-* formé réagit a son tour avec les
radicaux lipidiques présents dans le milieu pour former un produit non-radicalaire silencieux en
RPE.

Afin de vérifier ces hypotheses, le comportement de I'adduit de spin PBN-L-NO-* a été mimé par
deux types de nitroxyles disponibles commercialement: 'acide 5 doxyl stéarique (DSNO-),
possédant une structure plutot linéaire pouvant mimer un acide gras, et le 4-hydroxy-2,2,6,6-
tetramethylpipéridine-1-oxyl (TEMPO) ayant une structure plutét sphérique (Figure 73). La
concentration de chacune de ces deux molécules contenant la fonction NO- a été choisie de fagon
a ce que l'intensité de son signal RPE soit du méme ordre de grandeur que celui généré par le
PBN-L-NO* a 100 °C et 110 °C. Ainsi, la concentration est de 2,3x10-5> mol.L-1 pour le DSNO- et de
5,8x10-4 mol.L-1 pour le TEMPO.
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Figure 73. Structures chimiques de l'acide 5-doxyl stéarique (DSNO°) et du 4-hydroxy-2,2,6,6-
tetramethylpipéridine-1-oxyl (TEMPO).

La stabilité thermique du DSNO* et du TEMPO a été étudiée dans un milieu ne contenant pas de
composés oxydables : I'huile de silicone. L’évolution du signal RPE de ces deux molécules dans ce

milieu est illustrée dans la Figure 74 pour une température de 100 °C. Nous constatons ainsi



RESULTATS ET DISCUSSIONS 132

que quelle que soit la structure portant le groupe NO¢, celui-ci est stable au cours du temps, ce

qui permet d’infirmer I'hypothese (i).
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Figure 74. Stabilité thermique de l'acide 5-doxyl stéarique (DSNO°) et du 4-hydroxy-2,2,6,6-
tetramethylpipéridine-1-oxyl (TEMPO) dans l'huile de silicone a 100 °C.

Afin de vérifier la seconde hypothése, nous avons synthétisé des hydroperoxydes a partir d’acide
linoléique sous l'action de la lipoxygénase de soja, selon le protocole décrit dans le § 11.2.5. Les
hydroperoxydes (3x10-2 mol.L-1) sont incorporés en méme temps que l'acide 5-doxyl stéarique
(DSNO*) (2,3x10-> mol.L'1) dans l'huile de silicone et I'échantillon est soumis a un traitement

thermique a 100 °C pendant 500 secondes (Figure 75).
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Figure 75. Evolution de l'intensité du signal RPE dans un milieu lipidique non oxydable (huile de
silicone) contenant des hydroperoxydes synthétisés a partir de l'acide linoléique par voie
enzymatique et de I'acide 5-doxyl stéarique (DSNO*).

La Figure 75 montre une dégradation progressive de I'acide 5-doxyl stéarique, similaire a celle
observée dans la Figure 72. Ce résultat suggere une interaction entre I'acide 5-doxyl stéarique et
les radicaux alkoxyles issus de la décomposition des hydroperoxydes pour former une espece
non radicalaire silencieuse en RPE. Ce résultat conforte donc I'hypothese (ii) selon laquelle
I’adduit de spin réagirait avec les radicaux lipidiques présents dans le milieu réactionnel. Pour

comprendre précisément les mécanismes mis en jeu, il faudrait identifier la nature du radical
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piégé par I'acide 5-doxyl stéarique. Cette étude nécessiterait la mise en place de méthodologies
complémentaires (association de la RPE avec la chromatographie liquide haute performance et

la spectrométrie de masse par exemple).

A partir de ces derniers résultats, il nous a semblé intéressant de développer une méthodologie
permettant de suivre les réactions entre un tel radical stable de type nitroxyle et les radicaux
lipidiques, ceci dans le but de déterminer des parametres cinétiques, indispensables au

développement du modele stoechio-cinétique.

III. 5. 2. Estimation des constantes de vitesse d’'une réaction impliquant des

radicaux lipidiques

Afin d’accéder aux parametres cinétiques de ces réactions radicalaires, nous allons utiliser la
méthode spin scavenging. Le spin scavenging correspond a la réaction d’'un composé radicalaire
stable, par exemple de type nitroxyle NO-, avec les radicaux présents dans leur environnement
pour former des produits diamagnétiques via recombinaison radical-radical (Beckwith et al.
1992; Bowry & Ingold 1992; Lardinois et al. 2009). La méthode de spin scavenging a jusqu’a
présent été principalement utilisée pour I'étude de l'activité anti-radicalaire des antioxydants

(Stagko et al. 2002; Polovka et al. 2003a; Rohn & Kroh 2005; Stagko et al. 2006).

Dans notre étude, nous allons tester les potentialités de cette méthode en cherchant a identifier
la constante de vitesse de la réaction d’initiation secondaire impliquant les hydroperoxydes et

faisant intervenir des especes radicalaires : LOOH —LO- + *OH.

Cette réaction est choisie pour plusieurs raisons: (i) elle constitue la principale source
d’initiation de I'auto-oxydation des lipides, (ii) I'étude de sensibilité réalisée dans le § I11.4.
montre que la décomposition des hydroperoxydes est une réaction clé pour le développement
du modele mathématique et (iii) les parameétres cinétiques pour cette réaction ne sont pas
disponibles dans la littérature. Quelques constantes cinétiques relatives a cette réaction sont
disponibles pour une température de 40-50 °C et 180 °C, cependant ces températures sont trop
éloignées pour refléter les traitements thermiques des produits alimentaires que nous
considérons. Par ailleurs, comme nous I'avons observé dans le chapitre III.3, la réaction de
décomposition des hydroperoxydes est trés fortement influencée par la température et par
conséquent, l'extrapolation des valeurs disponibles dans la littérature a de plus hautes

températures risque d’étre peu fiable.
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IIL. 5. 2. 1. Caractérisation des systémes étudiés

Trois systémes lipidiques ont été utilisés pour cette étude : une huile de tournesol et une huile
de colza, purifiées de fagon a éliminer en particulier les composés antioxydants, et une huile de
colza purifiée puis soumise a une oxydation forcée. Deux températures, 100 et 110 °C, ont été
choisies pour étudier la décomposition des hydroperoxydes présents dans ces trois huiles. Les
températures choisies sont proches afin d’éviter le changement éventuel des voies
réactionnelles de décomposition dans le cas des températures trop éloignées. Le radical stable,
I'acide 5-doxyl stéarique ou DSNO-, a été ajouté a un volume constant d’huile. Il joue le réle de
piégeur des radicaux issus de l'initiation secondaire.

Les changements dans la concentration en DSNO* sont enregistrés tout au long du traitement
thermique par le suivi de l'intensité de la premieére raie du spectre RPE (Figure 76). Le spectre
est caractérisé par trois pics d’absorption fins, équidistants, et d’amplitudes tres peu différentes.
La différence entre l'intensité des raies (Is<l1~I;) est liée a la viscosité du milieu. Si I'intensité de
la premiére raie a été préférée a la mesure de la surface du spectre, c’est simplement parce que
le bruit de fond peut interférer de facon importante avec la mesure de surface lorsque la

concentration en DSNO* devient tres faible.
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Figure 76. Spectre RPE de I'acide 5-doxyl stéarique.

Un jeu de réactions élémentaires simplifié est considéré dans cette étude (schéma réactionnel du
Tableau 21) car, comme indiqué précédemment, notre objectif est simplement d’estimer les
potentialités du spin scavenging en RPE pour déterminer des constantes cinétiques. Il prend en
compte :

- la scission homolytique de la liaison oxygéene-oxygéne du groupement hydroperoxyde, avec
formation de radicaux alkoxyles et hydroxyles (réactionI) ;

- la réaction entre les radicaux alkoxyles formés dans la réaction I et le radical stable DSNO*

(réaction II) ;
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- la réaction entre les radicaux alkoxyles et les acides gras insaturés LH présents dans les huiles,
avec formation des radicaux alkyles L+ (réaction III) ;

- les réactions de terminaison entre les radicaux alkyles (réaction IV) et entre les radicaux
alkyles et alkoxyles (réaction V).

Tableau 21. Réactions considérées dans le schéma réactionnel simplifié de décomposition des
hydroperoxydes.

Numéro réaction | Réaction Constante cinétique
I LOOH —LO"+"OH ki=?

II LO'+ DSNO — DSNOOL k=7

I11 LO'+LH — LOH + L’ k= 1x107 M-1,s-1

A% L'+L — LL k= 1x106 M-1s'1

\' L'+ LO — LOL ky= 1x105M-Ls1

Les réactions présentées dans le Tableau 21 sont strictement les mémes pour les deux systemes
lipidiques étudiés, le tournesol et le colza. Parmi ces réactions, nous faisons le choix d’identifier
les constantes de vitesse des réactions I et II. Les constantes de vitesse sont donc imposées

pour les réactions III, IV et V (valeurs issues de la littérature).

Par ailleurs, afin de simplifier la traduction du systeme, les hypothéses suivantes sont posées:

- Le traitement thermique est supposé isotherme. On néglige ainsi l'influence de la phase de
montée en température sur 'avancement de la réaction étudiée par rapport a la durée du
traitement thermique. La durée de cette montée en température est en effet courte (environ 2
minutes) par rapport a la durée totale du traitement thermique (30 minutes).

- La concentration en oxygéne est supposée tres faible en raison des précautions expérimentales
qui ont été prises : étape de purification de 'huile menée sous vide, stockage de I’échantillon
sous azote, cinétiques réalisées dans des tubes RPE fermés. Ces précautions permettent
d’écarter la réaction L*+0,— LOO* du schéma réactionnel.

- Toutes les réactions qui apparaissent dans le schéma réactionnel (Tableau 21) sont supposées
élémentaires, ce qui revient a considérer les ordres partiels des réactions par rapport aux
réactifs égaux aux coefficients steechiométriques des réactifs.

- On considére un pool d’hydroperoxydes avec une réactivité équivalente, quel que soit I'acide
gras a l'origine de la formation de chaque hydroperoxyde.

- Dans la réaction III, on considére la réactivité des acides gras polyinsaturés avec une
concentration initiale égale a la somme des concentrations en acides linoléique et a-linolénique,
la réactivité de ces deux acides gras étant nettement supérieure a celle de 'acide oléique comme
indiqué a plusieurs reprises.

- Al’étatinitial, la concentration en radicaux est supposée nulle.

- D’apres la réaction I, les radicaux LO* et *‘OH se forment en concentrations équivalentes. On

considére que seule la réaction LO*+DSNO*—DSNOOL aura lieu compte tenu de la spécificité du
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DSNO-* pour les radicaux centrés sur un atome de carbone (Koshiishi et al. 2006; Takajo et al.
2010) et du réarrangement structural d’'un radical centré sur 'oxygeéne vers un radical centré

sur le carbone (Figure 77) (Wilcox & Marnett 1993; Qian et al. 2002; Yu et al. 2008).
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Figure 77. Réarrangement d’un radical centré sur I'oxygéne vers un radical centré sur le carbone.

Les concentrations initiales des différents constituants des milieux étudiés sont des parameétres
nécessaires a la modélisation des données. Ces concentrations sont propres a chaque systéme

lipidique étudié et sont répertoriées dans le Tableau 22.

Tableau 22. Concentrations initiales des différents constituants dans les trois systémes lipidiques
étudiés en RPE - spin scavenging.

| Huile de tournesol | Huile de colza | Huile de colza oxydée
Acides gras insaturés (mol.L1)
C18:2 [LgH] + C18:3 [LcH] | 2,06 | 0,81 | 0,81
Hydroperoxydes (mol.L1)

| 9,00-105 | 400105 | 1,18-10-2
Acide 5-doxyl-stéarique (mol.L'1)

| 230x105 | 230x105 | 2,30x105
Radicaux L, LO®

| 0 | 0 | 0

Le modele développé consiste en une série d’équations différentielles permettant de prédire, en
fonction du temps de chauffage, I'’évolution des concentrations des especes chimiques (réactifs
et produits). Les solutions numériques de ces équations sont calculées par une fonction pré-

programmée ode 15 solver dans MATLAB 7.8.0.347.

dLOOH —_ 2

—dt | Equation 22
dl;j_(ty =r =r, =y —y Equation 23
d;_:_' =-r, Equation 24
% =r, -2, -1, Equation 25
dDSNO _

a " Equation 26
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ou les vitesses de réactions sont égales a :

r, =k, [LOOH] Equation 27
f, =k, [DSNO |dLo fquation 28
ry =10 fLH]Lo’] fquation 29
ry =20° [ o | Equation 30

r, =10° [I]L° J EI]LO'] Equation 31

Les constantes de vitesse relatives ont été déterminées pour chacun des deux systemes
lipidiques non oxydés, I'huile de tournesol et I'huile de colza. Elles ont ensuite été appliquées au

troisieme systéme, I'huile de colza ayant subi une oxydation forcée.

IIL. 5. 2. 2. Dégradation des hydroperoxydes dans I'huile de colza

Dans l'huile de colza n’ayant pas subi d’oxydation forcée, I'acide 5-doxyl stéarique n’est plus
détectable au bout de 1500 secondes (~25 minutes) a 100 °C et de 750 secondes (~12 minutes)
a110 °C (Figure 78).
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Figure 78. Evolution de la concentration en acide 5-doxyl stéarique dans I'huile de colza chauffée a
100 et a 110 °C. Les points correspondent aux données expérimentales (3 répétitions : a, b et c) et les
courbes pleines a la simulation mathématique.

Les valeurs obtenues apres modélisation sont en accord avec les valeurs obtenues
expérimentalement. Les constantes de vitesse déterminées par modélisation sont résumées
dans le Tableau 23. On remarque que dans les conditions expérimentales étudiées, l'effet de la

température est peu marqué dans le cas de la réaction I.
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Tableau 23. Constantes de vitesse apparentes obtenues pour la décomposition des hydroperoxydes
présents dans l'huile de colza a 100 et 110 °C.

Température (°C)
100 110
LOOH —LO"+ 'OH ki=1,3x103 st ki =1,4x103 s1
LO"+ DSNO — DSNOOL | ky=2,8x1012 M-1s1  ky=2,5x1013 M-1,s°!

Les valeurs trouvées sont supérieures aux valeurs trouvées par Silvagni et al. (2010) a 180 °C
(4,4x10-3 s1) et celles indiquées par Tavadyan et al. (2007) - 3,7x10- s'! recalculées pour nos
conditions expérimentales a 'aide de I'énergie d’activation (184 k].mol-1).

A partir du modele construit, les concentrations de tous les réactifs et produits peuvent étre

simulées (Figure 79).
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Figure 79. Concentrations simulées de toutes les espéces participant aux réactions décrites dans le
schéma réactionnel simplifiépour 'huile de colza.

On constate que la totalité des hydroperoxydes serait dégradée au bout de 1500 secondes. Une
dégradation non-significative est observée dans le cas des acides gras insaturés, ce qui est en
accord avec les résultats obtenus dans le § I11.3.5. Les concentrations en radicaux L* et LO* sont
quant a elles quasiment nulles. Ceci est cohérent dans la mesure ou les radicaux lipidiques sont
trés instables a une température aussi élevée.

Des différences plus significatives auraient pu étre mises en évidence si la gamme de

température choisie avait été plus large que 10 °C.
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III. 5. 2. 3. Dégradation des hydroperoxydes dans I’huile de tournesol

Dans l'huile de tournesol, I'acide 5-doxyl stéarique n’est plus détectable au bout de 1000
secondes a 100 °C, et seulement de 600 secondes a 110 °C (Figure 80). Une consommation plus
rapide est donc observée par rapport au systéme huile de colza étudié précédemment, résultat
qui pourrait étre en lien avec la concentration initiale en hydroperoxydes plus élevée dans

I’huile de tournesol étudiée (cf Tableau 22).
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Figure 80. Evolution de la concentration en acide 5-doxyl stéarique dans I'huile de tournesol chauffée
a 100 et a 110 °C. Les points correspondent aux données expérimentales (3 répétitions : a, b et c) et
les courbes pleines a la simulation mathématique.

Les valeurs obtenues apres modélisation sont en accord avec les valeurs obtenues
expérimentalement. Un écart entre les valeurs simulées et les valeurs expérimentales est
cependant a noter en fin de cinétique. Les valeurs des constantes de vitesse obtenues sont du
méme ordre de grandeur que celle déterminées pour 'huile de colza (Tableau 24). La valeur de
la constante k; augmente logiquement avec la température. En revanche, il est surprenant de
constater que I'effet de la température n’est pas respecté dans le cas de la constante ky;, sa valeur
étant plus importantes a 100 °C qu’a 110 °C. Il serait donc nécessaire de compléter cette étude
en établissant les cinétiques sur une gamme de températures plus large.

Tableau 24. Constantes de vitesse apparentes obtenues pour la décomposition des hydroperoxydes
présents dans I’huile de tournesol a 100 et 110 °C.

Température (°C)
100 110
LOOH —LO"+ "OH k;=0,8x103 st ki =3,1x103 st
LO"+ DSNO — DSNOOL | ky=2,2x1012 M-1s1  k;=0,9x1012 M-1,s-1

La simulation des concentrations en réactifs (Figure 81) montre que les concentrations en L* et
LO* sont quasiment nulles, comme dans le cas de 'huile de colza. Par ailleurs, environ la moitié
des hydroperoxydes initialement présents dans les huiles est décomposée en fin de cinétique,

temps au bout duquel la totalité de I'acide 5-doxyl stéarique est consommé.
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Figure 81. Concentrations simulées de tous les espéces participant aux réactions décrites dans le
schéma réactionnel pour I'huile de tournesol.

Ces résultats mettent en évidence la concentration probablement limitante en acide 5-doxyl
stéarique. Celle-ci ne suffit pas pour piéger tous les radicaux issus de la décomposition des
hydroperoxydes. En effet, la concentration initiale en hydroperoxydes (9.0x10-5 mol.L-1) est
environ trois fois supérieure a celle du piégeur (2.3x10-5 mol.L-1). Ceci pourrait expliquer la

différence observée entre les valeurs simulées et les valeurs expérimentales en fin de cinétique.

IIL. 5. 2. 4. Dégradation des hydroperoxydes dans I’huile de colza oxydée

L’objectif de ce troisieme systéme est de vérifier que le modeéle développé pour un systéme
lipidique a faible concentration en hydroperoxydes est valable dans le cas d'un milieu a forte
concentration en hydroperoxydes. Pour cela, une huile de colza purifiée puis oxydée de facon
forcée selon le protocole décrit dans le § 11.2.4. a été sélectionnée (teneur en hydroperoxydes de

1,18x10-2 mol.L-1).

On constate que lorsque 'on applique les constantes de vitesse déterminées pour les systemes
lipidiques a faible concentration en hydroperoxydes (cf § 111.5.2.2 et § 111.5.2.3), les valeurs
calculées par le modele ne simulent pas correctement les valeurs mesurées expérimentalement
(Figure 82). Les valeurs expérimentales mettent en effet en évidence une disparition trés rapide

de l'acide 5-doxyl stéarique (20 secondes), ce qui implique des vitesses de réaction beaucoup
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plus élevées que celles observées dans les systemes lipidiques a faible concentration en

hydroperoxydes.
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Figure 82. Evolution de la concentration en acide 5-doxyl stéarique dans l'huile de colza oxydée a 100
et a 110 °C. Les points correspondent aux données expérimentales (3 répétitions: a, b et c) et les
courbes pleines a la simulation mathématique.

Dans un systeme a forte concentration en hydroperoxydes, la quantité de radicaux alkoxyles est
importante. Or ces radicaux alkoxyles peuvent subir une scission de part et d'autre du carbone
radicalaire pour former d'autres radicaux libres a chaine plus courte. Ceux-ci pourraient alors
entrer en compétition avec les LO* pour réagir avec le DSNO¢, d’ou sa vitesse de consommation
trés rapide. Ce phénomeéne de compétition est envisageable si 'on s’en réfere aux travaux de Yu
et al. (2008) menés avec un autre adduit de spin, le a-[4-pyridyl-1-oxyde]-N-tert-butyl nitrone
(POBN). Ils ont montré a I'aide de couplages CLHP/RPE/MS, que des radicaux issus de la beta-

scission des radicaux alkoxyles pouvaient réagir avec le POBN (Yu et al. 2008).

Si l'on essaye de complexifier notre systeme en ajoutant les réactions de beta scission au schéma
réactionnel proposé initialement, on constate que le nouveau modele mathématique développé
identifie des constantes cinétiques de l'ordre de 103 s! pour la décomposition des
hydroperoxydes (ki) et 1012 mol.L-1.s! pour kj. Cependant, étant donné la concentration en acide
5-doxyl stéarique limitante dans notre systeme, nous ne sommes pas allés plus loin dans
I'interprétation des phénomeénes qui ont lieu dans un milieu a forte concentration en
hydroperoxydes. La concentration en DSNO* de I'ordre de 10-> mol.L-! ne suffit pas pour piéger
tous les radicaux issus de la décomposition des hydroperoxydes avec une concentration initiale
mille fois plus élevée que celle du piégeur. Une étude complémentaire mettant en ceuvre une
concentration plus élevée en radical DSNO-* serait indispensable pour suivre la cinétique
réactionnelle sur un temps plus long, en étant dans des conditions qui permettent de piéger les

radicaux au fur et a mesure de leur formation.
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III. 5. 3. Conclusion

La résonance paramagnétique électronique, méthode de mesure physique spécifique aux
molécules paramagnétiques, apparait donc comme un outil intéressant qui, par 'adaptation ou
le développement des méthodologies spécifiques, permet d’obtenir des informations sur la
nature et la réactivité des intermédiaires clés des réactions d’oxydation que sont les radicaux
lipidiques générés dans les étapes précoces de 'oxydation des lipides. Deux des méthodologies
développées semblent plus prometteuses : la méthode directe et le spin scavenging.

Un suivi direct des radicaux lipidiques nous a permis de détecter et d'identifier des familles de
radicaux issus de la photo-oxydation des lipides a tres basse température. Cette approche serait
intéressante dans un but cognitif, pour mieux comprendre le mécanisme de formation des
radicaux ainsi que d’étudier leur durée de vie. En revanche, elle n’est pas directement applicable
aux problématiques d’oxydation a haute température.

La méthode de spin trapping peut étre intéressante si un choix approprié de spin trap est
possible, permettant d’accéder a une spécificité de piégeage des radicaux. Elle doit dans ce cas
étre couplée a l'utilisation de la chromatographie liquide haute performance munie d’un
détecteur UV-Visible a barettes de diodes ou d’un spectromeétre de masse de facon a envisager
I'identification et la quantification des radicaux piégés.

Enfin, le spin scavenging a permis d’estimer des constantes cinétiques pour la réaction de
décomposition des hydroperoxydes a haute température. Si les conditions de son utilisation
restent a améliorer, elle apparait comme un moyen d’accéder aux parameétres cinétiques de
réactions impliquant des molécules radicalaires, pour lesquelles trés peu de données existent

dans la littérature pour des températures élevées.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

L’oxydation des lipides conduit a la détérioration de la qualité sensorielle et nutritionnelle des
aliments. De ce fait, de nombreuses études se sont intéressées a I’étude des mécanismes mis en
jeu lors de 'oxydation et a la stabilité oxydative des aliments contenant des lipides. En revanche,
il est aujourd’hui quasiment impossible de prédire 'avancement de ces réactions et souvent
nécessaire de recommencer une nouvelle étude de stabilité oxydative pour tout nouveau couple
produit alimentaire / procédé de transformation. Dans ce contexte, 'objectif de la thése était de
construire un modele mécanistique couplé a un modele de transfert de I'oxygéne dans le but de
prédire I'avancement des réactions d’oxydation dans un milieu lipidique continu et dans des
conditions expérimentales définies et contrdlées (température, oxygénation, composition en

acides gras, composition en antioxydants).

La construction d’'un schéma réactionnel a permis de détailler les réactions mises en jeu lors
de l'oxydation des acides gras insaturés, d’aprés un mécanisme qui est déja relativement bien

connu.

La réactivité des acides gras présents dans trois huiles végétales d'usage courant a été étudiée
entre 80 et 180 °C, en suivant différents marqueurs d’oxydation primaires (dienes conjugués,
hydroperoxydes) et secondaires (aldéhydes, polymeéres). Cette étude a montré que I'avancement
des réactions d’oxydation dépend de la composition des huiles en acides gras, de la température
et des conditions d’oxygénation. Ainsi I'huile de tournesol s’oxyde plus rapidement que I'huile de
colza et que 'huile de tournesol oléique. Un rapport volume d’huile/surface de 9,49 mm est
nécessaire pour mettre en évidence une oxydation importante des acides gras insaturés sur une
durée de 6 heures.

En présence d’a-tocophérol, I'avancement des réactions d’oxydation est significativement
ralenti, ce qui traduit bien l'effet antioxydant de ce composé. En revanche, la présence
supplémentaire d’acide chlorogénique ne modifie pas de maniére importante la stabilité
oxydative des huiles. Elle permet cependant de réduire les pertes en a-tocophérol au cours du
traitement thermique, probablement par des effets de régénération de I'a-tocophérol par I'acide
chlorogénique.

Nous avons montré que I'a-tocophérol était consommé plus rapidement dans les huiles mono-
insaturées (tournesol oléique et colza) que dans les huiles polyinsaturées (huile de tournesol),
ce qui confirme des résultats publiés dans la littérature. Les phénomenes a l'origine de ce
constat mériteraient d’étre explicités, notamment en distinguant la part d’a-tocophérol perdue
par dégradation thermique et celle perdue par action antioxydante, et ce en fonction de

I’évolution de la température. Des systémes simplifiés mettant en jeu des triglycérides
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homogénes puis plus ou moins insaturées, pourraient étre développés, et les constantes de
vitesse des différentes réactions impliquant I'a-tocophérol ainsi déterminées. Par ailleurs, les
systemes pourraient étre complexifiés par ajout d’acide chlorogénique de fagon a mettre en

évidence les interactions potentielles entre ces molécules.

Le développement du modéle stoechio-cinétique a été réalisé et la description des
mécanismes physiques responsables de l'oxygénation du milieu ont été décrits de deux
manieres. Nous avons constaté que le modéle décrivant le transfert de I'oxygéne selon un
phénomeéne purement diffusif sous-estimait la formation des marqueurs d’oxydation et ne
permettait donc pas sa validation. Le systéme assimilant le systéme a un réacteur parfaitement
agité reproduit les tendances expérimentales. La validation complete du modéle nécessitera le

dosage de la concentration en oxygéne dissous dans I'huile a haute température.

Méme si le modele stoechio-cinétique n’est pas encore entierement validé, ce travail a toutefois
permis de recenser un jeu de constantes de vitesse acceptable a partir des données issues de la
littérature et d’identifier, via I'étude de sensibilité, les réactions dont la connaissance précise des
constantes de vitesse est requise. En outre, les questions soulevées lors de la tentative de
couplage entre modéle de transfert diffusif d’'oxygene d’une part, et modéle de réactivité des

acides gras d’autre part, ont permis d’orienter les futurs travaux a réaliser.

La détermination précise et locale de la concentration en oxygene dissous dans l'huile
constituerait une information supplémentaire en vue d’élucider le mécanisme physique de
transport de I'oxygene au sein du milieu lipidique (gradients de concentrations éventuels) et de
disposer d’'une mesure prioritaire puisque cette espece intervient a différents niveaux du
schéma réactionnel, et en particulier dans certaines réactions « sensibles », ce qui en fait un
réactif potentiellement limitant dans I'avancement globale des réactions d’oxydation.

Une fois cette limitation sur l'oxygene dissous levée, il serait possible, dans une premiere
approche, d’envisager la validation du modele sur un milieu agité. Méme si ces conditions ne
décriraient pas intégralement la complexité du phénomeéne étudié, cela permettrait de tenir
compte de I'impact de la teneur en oxygene dissous dans le milieu tout en décrivant de maniére
plus réaliste le phénomene de transfert d’oxygéne, et également d’affiner le jeu de constantes de
vitesse dont on dispose.

La validation du modéle pourrait également étre envisagée sur un milieu lipidique simplifié.
Pour cela il serait envisageable de travailler avec des acides gras ou des triglycérides homogenes
dans le but de réduire le nombre de réaction a considérer dans le schéma réactionnel et la
combinaison possible entre les réactions. Dans le cas d'un modele avec moins de réactions et

plus de mesures, il serait également envisageable d’identifier les constantes de vitesse par
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identification paramétrique (minimisation de la somme des carrés des écarts entre mesures et

prédictions).

Il a été montré que la qualité de prédiction du modele reposait beaucoup sur la justesse des
parameétres cinétiques. Ceci a confirmé le besoin de disposer des données fiables quant aux
constantes de vitesse des réactions d’oxydation considérées dans le schéma réactionnel et nous
a amené a étudier les potentialités de la spectroscopie de Résonance Paramagnétique
Electronique pour suivre les radicaux lipidiques, intermédiaires clés des réactions d’oxydation.
Cette technique nous a permis d’estimer la constante de vitesse de la réaction de décomposition
des hydroperoxydes avec une valeur déterminée qui se trouve dans les bornes fixées a partir de
la littérature. La méme démarche serait intéressante a appliquer dans le but de déterminer des
constantes cinétiques apparentes pour d’autres réactions d’oxydation. L’utilisation de cette
technique semble étre intéressante dans un but cognitif également, notamment avec la méthode

de spin trapping et de couplage de la RPE avec des techniques chromatographiques et

spectrométriques de facon a identifier et quantifier les radicaux lipidiques.
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Annexe 1. Résultats des cinétiques d’oxydation enregistrées sur les huiles de colza (HC), tournesol
(HT) et tournesol oléique (HTO) en présence ou non d’antioxydants (AH) : a-tocophérol (a-toc) et
acide chlorogénique (ACQ) aux différentes températures de chauffage (100, 120 et 150°C).

Marqueurs
Huile Température  Répétition Temps (h) pc LOOH a-Toc ACQ 2,4-décadiénal Polyméres
HC sans AH 100 a 0 9,78E-03 1,01E-04 - - - 2,46E-03
HC sans AH 100 a 1 1,03E-02 9,02E-04 - - - 2,46E-03
HC sans AH 100 a 2 1,09E-02 2,82E-03 - - - 2,46E-03
HC sans AH 100 a 3 1,16E-02 4,81E-03 - - - 2,47E-03
HC sans AH 100 a 4 1,26E-02 5,27E-03 - - - 2,47E-03
HC sans AH 100 a 5 1,34E-02 8,73E-03 - - - 2,47E-03
HC sans AH 100 a 6 1,50E-02 1,23E-02 - - - 2,47E-03
HC sans AH 100 b 0 9,83E-03 3,04E-04 - - - 2,46E-03
HC sans AH 100 b 1 1,01E-02 9,84E-04 - - - 2,46E-03
HC sans AH 100 b 2 1,12E-02 3,15E-03 - - - 2,46E-03
HC sans AH 100 b 3 1,16E-02 3,52E-03 - - - 2,47E-03
HC sans AH 100 b 4 1,25E-02 5,79E-03 - - - 2,47E-03
HC sans AH 100 b 5 1,37E-02 9,78E-03 - - - 2,47E-03
HC sans AH 100 b 6 1,50E-02 1,31E-02 - - - 2,47E-03
HC sans AH 100 c 0 9,78E-03 1,20E-04 - - - 2,46E-03
HC sans AH 100 c 1 1,02E-02 5,61E-04 - - - 2,46E-03
HC sans AH 100 c 2 1,10E-02 2,11E-03 - - - 2,46E-03
HC sans AH 100 c 3 1,17E-02 4,83E-03 - - - 2,47E-03
HC sans AH 100 c 4 1,26E-02 6,33E-03 - - - 2,47E-03
HC sans AH 100 c 5 1,34E-02 6,61E-03 - - - 2,47E-03
HC sans AH 100 c 6 1,49E-02 1,28E-02 - - - 2,47E-03
HC sans AH 120 a 0 9,42E-03 1,01E-04 - - - 2,46E-03
HC sans AH 120 a 1 1,14E-02 4,84E-03 - - - 2,46E-03
HC sans AH 120 a 2 1,34E-02 8,60E-03 - - - 2,46E-03
HC sans AH 120 a 3 1,35E-02 1,12E-02 - - - 2,46E-03
HC sans AH 120 a 4 1,82E-02 1,78E-02 - - - 2,47E-03
HC sans AH 120 a 5 1,81E-02 1,84E-02 - - - 2,47E-03
HC sans AH 120 a 6 2,10E-02 2,52E-02 - - - 2,48E-03
HC sans AH 120 b 0 9,38E-03 3,04E-04 - - - 2,46E-03
HC sans AH 120 b 1 1,11E-02 5,32E-03 - - - 2,46E-03
HC sans AH 120 b 2 1,25E-02 5,52E-03 - - - 2,46E-03
HC sans AH 120 b 3 1,44E-02 9,38E-03 - - - 2,46E-03
HC sans AH 120 b 4 1,61E-02 1,57E-02 - - - 2,47E-03
HC sans AH 120 b 5 1,72E-02 1,68E-02 - - - 2,47E-03
HC sans AH 120 b 6 2,16E-02 2,67E-02 - - - 2,49E-03
HC sans AH 120 c 0 9,42E-03 1,20E-04 - - - 2,46E-03
HC sans AH 120 c 1 1,07E-02 3,00E-03 - - - 2,46E-03
HC sans AH 120 c 2 1,20E-02 7,05E-03 - - - 2,46E-03
HC sans AH 120 c 3 1,47E-02 1,14E-02 - - - 2,46E-03
HC sans AH 120 c 4 1,53E-02 1,19E-02 - - - 2,48E-03
HC sans AH 120 c 5 1,87E-02 1,80E-02 - - - 2,47E-03
HC sans AH 120 c 6 2,28E-02 2,28E-02 - - - 2,49E-03
HC sans AH 150 a 0 9,68E-03 1,01E-04 - - - 2,29E-03
HC sans AH 150 a 1 1,41E-02 9,12E-03 - - - 2,46E-03
HC sans AH 150 a 2 1,80E-02 1,37E-02 - - - 2,59E-03
HC sans AH 150 a 3 2,25E-02 1,78E-02 - - - 2,47E-03
HC sans AH 150 a 4 2,59E-02 1,96E-02 - - - 2,48E-03
HC sans AH 150 a 5 3,01E-02 1,76E-02 - - - 2,51E-03
HC sans AH 150 a 6 3,62E-02 2,20E-02 - - - 2,52E-03
HC sans AH 150 b 0 9,74E-03 3,04E-04 - - - 2,46E-03
HC sans AH 150 b 1 1,37E-02 8,29E-03 - - - 2,47E-03
HC sans AH 150 b 2 1,74E-02 1,32E-02 - - - 2,47E-03
HC sans AH 150 b 3 2,27E-02 1,81E-02 - - - 2,48E-03
HC sans AH 150 b 4 2,71E-02 1,82E-02 - - - 2,50E-03
HC sans AH 150 b 5 2,92E-02 1,98E-02 - - - 2,52E-03
HC sans AH 150 b 6 3,69E-02 2,05E-02 - - - 2,52E-03
HC sans AH 150 c 0 9,68E-03 1,20E-04 - - - 2,46E-03
HC sans AH 150 c 1 1,40E-02 8,47E-03 - - - 2,59E-03
HC sans AH 150 c 2 1,83E-02 1,53E-02 - - - 2,47E-03
HC sans AH 150 c 3 2,30E-02 1,69E-02 - - - 2,48E-03
HC sans AH 150 c 4 2,54E-02 1,93E-02 - - - 2,51E-03
HC sans AH 150 c 5 3,04E-02 1,99E-02 - - - 2,52E-03
HC sans AH 150 c 6 3,30E-02 2,18E-02 - - - 2,52E-03
HC o-Toc 100 a 0 9,50E-03 2,02E-04 1,45E-03 - - 2,46E-03
HC o-Toc 100 a 1 1,06E-02 1,36E-03 1,47E-03 - - 2,46E-03
HC o-Toc 100 a 2 1,13E-02 2,65E-03 1,45E-03 - - 2,46E-03
HC o-Toc 100 a 3 1,24E-02 4,80E-03 1,39E-03 - - 2,47E-03
HC a-Toc 100 a 4 1,37E-02 6,30E-03 1,45E-03 - - 2,47E-03
HC o-Toc 100 a 5 1,49E-02 8,57E-03 1,36E-03 - - 2,47E-03
HC a-Toc 100 a 6 1,65E-02 9,62E-03 1,28E-03 - - 2,47E-03
HC o-Toc 100 b 0 9,39E-03 7,36E-05 1,50E-03 - - 2,46E-03
HC o-Toc 100 b 1 1,06E-02 1,69E-03 1,49E-03 - - 2,46E-03
HC o-Toc 100 b 2 1,15E-02 2,66E-03 1,46E-03 - - 2,46E-03
HC o-Toc 100 b 3 1,30E-02 4,99E-03 1,45E-03 - - 2,47E-03
HC a-Toc 100 b 4 1,49E-02 6,84E-03 1,48E-03 - - 2,47E-03
HC o-Toc 100 b 5 1,51E-02 7,51E-03 1,46E-03 - - 2,47E-03
HC o-Toc 100 b 6 1,58E-02 1,00E-02 1,25E-03 - - 2,47E-03
HC a-Toc 100 c 0 9,57E-03 4,60E-05 1,46E-03 - - 2,46E-03
HC o-Toc 100 c 1 1,06E-02 1,52E-03 1,46E-03 - - 2,46E-03
HC a-Toc 100 c 2 1,16E-02 2,56E-03 1,39E-03 - - 2,46E-03
HC o-Toc 100 c 3 1,27E-02 4,67E-03 1,38E-03 - - 2,47E-03
HC o-Toc 100 c 4 1,37E-02 6,35E-03 1,35E-03 - - 2,47E-03
HC a-Toc 100 c 5 1,48E-02 7,54E-03 1,32E-03 - - 2,47E-03
HC o-Toc 100 c 6 1,59E-02 7,59E-03 1,22E-03 - - 2,47E-03

a,b,c: 3 répétitions; DC: diénes conjugués; LOOH: hydoperoxydes.



ANNEXES 159

Marqueurs
Huile Température  Répétition Temps (h) DC LOOH a-Toc ACQ 2,4-décadiénal Polyméres
HC  «-Toc 120 a 0 9,56E-03 2,02E-04 1,44E-03 - - 2,46E-03
HC  «-Toc 120 a 1 1,17E-02 3,23E-03 1,47E-03 - - 2,46E-03
HC  «-Toc 120 a 2 1,33E-02 6,05E-03 1,39E-03 - - 2,46E-03
HC  «-Toc 120 a 3 1,48E-02 7,97E-03 1,29E-03 - - 2,46E-03
HC  «-Toc 120 a 4 1,63E-02 1,02E-02 1,26E-03 - - 2,47E-03
HC  «-Toc 120 a 5 1,74E-02 1,21E-02 1,07E-03 - - 2,47E-03
HC  «-Toc 120 a 6 1,86E-02 2,40E-02 9,82E-04 - - 2,48E-03
HC  «-Toc 120 b 0 9,63E-03 7,36E-05 1,34E-03 - - 2,46E-03
HC  «-Toc 120 b 1 1,15E-02 3,08E-03 1,32E-03 - - 2,46E-03
HC  «-Toc 120 b 2 1,32E-02 5,83E-03 1,25E-03 - - 2,46E-03
HC  «-Toc 120 b 3 1,47E-02 8,28E-03 1,22E-03 - - 2,46E-03
HC  «-Toc 120 b 4 1,64E-02 8,73E-03 1,20E-03 - - 2,47E-03
HC  «-Toc 120 b 5 1,72E-02 1,17E-02 1,06E-03 - - 2,47E-03
HC  «-Toc 120 b 6 1,90E-02 2,03E-02 1,04E-03 - - 2,49E-03
HC  «-Toc 120 c 0 9,66E-03 4,60E-05 1,47E-03 - - 2,46E-03
HC  «-Toc 120 c 1 1,17E-02 3,09E-03 1,43E-03 - - 2,46E-03
HC  «-Toc 120 c 2 1,34E-02 5,69E-03 1,36E-03 - - 2,46E-03
HC  «-Toc 120 c 3 1,48E-02 6,61E-03 1,29E-03 - - 2,46E-03
HC  «-Toc 120 c 4 1,58E-02 9,60E-03 1,25E-03 - - 2,48E-03
HC  «-Toc 120 c 5 1,77E-02 1,19E-02 1,10E-03 - - 2,47E-03
HC  «-Toc 120 c 6 1,92E-02 2,21E-02 9,85E-04 - - 2,49E-03
HC  «-Toc 150 a 0 9,68E-03 2,02E-04 1,36E-03 - - 2,29E-03
HC  «-Toc 150 a 1 1,24E-02 3,73E-03 1,29E-03 - - 2,46E-03
HC  «-Toc 150 a 2 1,47E-02 6,28E-03 1,38E-03 - - 2,59E-03
HC  «-Toc 150 a 3 1,65E-02 6,82E-03 1,20E-03 - - 2,47E-03
HC  «-Toc 150 a 4 1,83E-02 7,57E-03 1,08E-03 - - 2,48E-03
HC  «-Toc 150 a 5 1,90E-02 9,63E-03 8,76E-04 - - 2,51E-03
HC  «-Toc 150 a 6 1,90E-02 8,74E-03 9,60E-04 - - 2,52E-03
HC  «-Toc 150 b 0 9,63E-03 2,48E-04 1,44E-03 - - 2,46E-03
HC  «-Toc 150 b 1 1,26E-02 4,31E-03 1,44E-03 - - 2,47E-03
HC  «-Toc 150 b 2 1,47E-02 6,05E-03 1,26E-03 - - 2,47E-03
HC  «-Toc 150 b 3 1,63E-02 6,89E-03 1,02E-03 - - 2,48E-03
HC  «-Toc 150 b 4 1,81E-02 7,79E-03 9,68E-04 - - 2,50E-03
HC  «-Toc 150 b 5 1,98E-02 6,72E-03 9,89E-04 - - 2,52E-03
HC  «-Toc 150 b 6 1,94E-02 8,78E-03 8,33E-04 - - 2,52E-03
HC  «-Toc 150 c 0 9,66E-03 2,25E-04 1,40E-03 - - 2,46E-03
HC  «-Toc 150 c 1 1,25E-02 4,02E-03 1,36E-03 - - 2,59E-03
HC  «-Toc 150 c 2 1,47E-02 6,17E-03 1,32E-03 - - 2,47E-03
HC  «-Toc 150 c 3 1,64E-02 6,85E-03 1,11E-03 - - 2,48E-03
HC  «-Toc 150 c 4 1,82E-02 7,68E-03 1,02E-03 - - 2,51E-03
HC  «-Toc 150 c 5 1,94E-02 8,17E-03 9,32E-04 - - 2,52E-03
HC  «-Toc 150 c 6 1,92E-02 8,76E-03 8,96E-04 - - 2,52E-03
HC  a-Toc+ACQ 100 a 0 1,03E-02 5,38E-04 1,48E-03 1,15E-03 - 2,46E-03
HC  a-Toc+ACQ 100 a 1 1,10E-02 9,38E-04 1,48E-03 1,13E-03 - 2,46E-03
HC  a-Toc+ACQ 100 a 2 1,23E-02 2,93E-03 1,44E-03 1,12E-03 - 2,46E-03
HC  a-Toc+ACQ 100 a 3 1,31E-02 4,82E-03 1,40E-03 1,13E-03 - 2,47E-03
HC  a-Toc+ACQ 100 a 4 1,40E-02 6,42E-03 1,37E-03 1,08E-03 - 2,47E-03
HC  a-Toc+ACQ 100 a 5 1,50E-02 8,41E-03 1,32E-03 1,06E-03 - 2,47E-03
HC  a-Toc+ACQ 100 a 6 1,64E-02 1,01E-02 1,29E-03 9,91E-04 - 2,47E-03
HC  a-Toc+ACQ 100 b 0 1,05E-02 1,02E-03 1,52E-03 1,26E-03 - 2,46E-03
HC  a-Toc+ACQ 100 b 1 1,10E-02 1,02E-03 1,53E-03 1,20E-03 - 2,46E-03
HC  a-Toc+ACQ 100 b 2 1,20E-02 2,99E-03 1,51E-03 1,18E-03 - 2,46E-03
HC  a-Toc+ACQ 100 b 3 1,34E-02 4,83E-03 1,48E-03 1,15E-03 - 2,47E-03
HC  a-Toc+ACQ 100 b 4 1,52E-02 6,12E-03 1,43E-03 1,11E-03 - 2,47E-03
HC  a-Toc+ACQ 100 b 5 1,57E-02 9,30E-03 1,41E-03 1,08E-03 - 2,47E-03
HC  a-Toc+ACQ 100 b 6 1,71E-02 9,92E-03 1,35E-03 1,03E-03 - 2,47E-03
HC  a-Toc+ACQ 100 c 0 1,02E-02 1,08E-03 1,57E-03 1,14E-03 - 2,46E-03
HC  a-Toc+ACQ 100 c 1 1,11E-02 8,56E-04 1,56E-03 1,10E-03 - 2,46E-03
HC  a-Toc+ACQ 100 c 2 1,18E-02 2,88E-03 1,54E-03 1,08E-03 - 2,46E-03
HC  a-Toc+ACQ 100 c 3 1,18E-02 4,80E-03 1,49E-03 1,03E-03 - 2,47E-03
HC  a-Toc+ACQ 100 c 4 1,38E-02 6,73E-03 1,51E-03 1,00E-03 - 2,47E-03
HC  a-Toc+ACQ 100 c 5 1,49E-02 7,53E-03 1,44E-03 1,01E-03 - 2,47E-03
HC  a-Toc+ACQ 100 c 6 1,64E-02 1,03E-02 1,39E-03 9,97E-04 - 2,47E-03
HC  a-Toc+ACQ 120 a 0 1,03E-02 2,58E-04 1,52E-03 1,11E-03 - 2,46E-03
HC  a-Toc+ACQ 120 a 1 1,20E-02 3,04E-03 1,50E-03 1,07E-03 - 2,46E-03
HC  a-Toc+ACQ 120 a 2 1,36E-02 5,42E-03 1,46E-03 9,96E-04 - 2,46E-03
HC  a-Toc+ACQ 120 a 3 1,51E-02 6,09E-03 1,38E-03 9,54E-04 - 2,46E-03
HC  a-Toc+ACQ 120 a 4 1,63E-02 8,02E-03 1,30E-03 8,84E-04 - 2,47E-03
HC  a-Toc+ACQ 120 a 5 1,85E-02 1,17E-02 1,21E-03 7,07E-04 - 2,47E-03
HC  a-Toc+ACQ 120 a 6 1,95E-02 1,40E-02 1,15E-03 6,70E-04 - 2,48E-03
HC  a-Toc+ACQ 120 b 0 1,02E-02 2,58E-04 1,56E-03 1,20E-03 - 2,46E-03
HC  a-Toc+ACQ 120 b 1 1,22E-02 2,79E-03 1,52E-03 1,16E-03 - 2,46E-03
HC  a-Toc+ACQ 120 b 2 1,35E-02 5,56E-03 1,43E-03 1,07E-03 - 2,46E-03
HC  a-Toc+ACQ 120 b 3 1,51E-02 6,32E-03 1,35E-03 1,01E-03 - 2,46E-03
HC  a-Toc+ACQ 120 b 4 1,64E-02 8,34E-03 1,27E-03 9,67E-04 - 2,47E-03
HC  a-Toc+ACQ 120 b 5 1,79E-02 1,20E-02 1,20E-03 8,07E-04 - 2,47E-03
HC  a-Toc+ACQ 120 b 6 2,17E-02 1,28E-02 9,77E-04 6,30E-04 - 2,49E-03
HC  a-Toc+ACQ 120 c 0 1,04E-02 5,15E-04 1,56E-03 1,12E-03 - 2,46E-03
HC  a-Toc+ACQ 120 c 1 1,20E-02 3,28E-03 1,56E-03 1,04E-03 - 2,46E-03
HC  a-Toc+ACQ 120 c 2 1,36E-02 5,28E-03 1,54E-03 9,07E-04 - 2,46E-03
HC  a-Toc+ACQ 120 c 3 1,50E-02 5,85E-03 1,49E-03 8,39E-04 - 2,46E-03
HC  a-Toc+ACQ 120 c 4 1,62E-02 7,70E-03 1,51E-03 7,39E-04 - 2,48E-03
HC  a-Toc+ACQ 120 c 5 1,77E-02 1,15E-02 1,44E-03 6,90E-04 - 2,47E-03
HC  a-Toc+ACQ 120 c 6 1,86E-02 1,52E-02 1,39E-03 6,38E-04 - 2,49E-03
HC  a-Toc+ACQ 150 a 0 1,04E-02 2,58E-04 1,53E-03 1,10E-03 - 2,29E-03
HC  a-Toc+ACQ 150 a 1 1,28E-02 3,92E-03 1,47E-03 7,92E-04 - 2,46E-03
HC  a-Toc+ACQ 150 a 2 1,46E-02 5,49E-03 1,34E-03 6,19E-04 - 2,59E-03
HC  a-Toc+ACQ 150 a 3 1,62E-02 5,94E-03 1,21E-03 4,67E-04 - 2,47E-03
HC  a-Toc+ACQ 150 a 4 1,95E-02 6,15E-03 1,09E-03 3,41E-04 - 2,48E-03
HC  a-Toc+ACQ 150 a 5 2,15E-02 5,94E-03 9,11E-04 2,81E-04 - 2,51E-03
HC  a-Toc+ACQ 150 a 6 2,37E-02 6,44E-03 7,94E-04 1,97E-04 - 2,52E-03
HC  a-Toc+ACQ 150 b 0 1,05E-02 2,94E-04 1,55E-03 1,06E-03 - 2,46E-03
HC  a-Toc+ACQ 150 b 1 1,30E-02 3,76E-03 1,40E-03 8,45E-04 - 2,47E-03
HC  a-Toc+ACQ 150 b 2 1,46E-02 4,94E-03 1,32E-03 7,40E-04 - 2,47E-03
HC  a-Toc+ACQ 150 b 3 1,58E-02 6,32E-03 1,20E-03 4,98E-04 - 2,48E-03
HC  a-Toc+ACQ 150 b 4 1,80E-02 5,89E-03 1,03E-03 3,54E-04 - 2,50E-03
HC  a-Toc+ACQ 150 b 5 2,14E-02 5,78E-03 9,11E-04 2,98E-04 - 2,52E-03
HC  a-Toc+ACQ 150 b 6 2,30E-02 6,74E-03 7,83E-04 1,85E-04 - 2,52E-03

a,b,c: 3 répétitions; DC: diénes conjugués; LOOH: hydoperoxydes.



ANNEXES 160

Marqueurs
Huile Température  Répétition Temps(h) DC LOOH a-Toc ACQ 2,4-décadiénal Polyméres
HC  a-Toc+ACQ 150 c 0 9,83E-03 7,36E-05 1,49E-03 9,13E-04 - 2,46E-03
HC  a-Toc+ACQ 150 c 1 1,32E-02 3,97E-03 1,45E-03 6,17E-04 - 2,59E-03
HC  a-Toc+ACQ 150 c 2 1,47E-02 5,45E-03 1,32E-03 4,89E-04 - 2,47E-03
HC  a-Toc+ACQ 150 c 3 1,65E-02 5,85E-03 1,20E-03 3,16E-04 - 2,48E-03
HC  a-Toc+ACQ 150 c 4 1,96E-02 6,21E-03 1,04E-03 2,60E-04 - 2,51E-03
HC  a-Toc+ACQ 150 c 5 2,06E-02 5,89E-03 9,32E-04 2,28E-04 - 2,52E-03
HC  a-Toc+ACQ 150 c 6 2,25E-02 6,15E-03 8,25E-04 1,46E-04 - 2,52E-03
HT 0AOH 100 a 0 8,90E-03 4,60E-05 - - 1,06E-04  2,47E-03
HT 0AOH 100 a 1 1,14E-02 2,38E-03 - - 1,16E-04  2,46E-03
HT 0AOH 100 a 2 1,41E-02 4,89E-03 - - 1,26E-04  2,47E-03
HT 0AOH 100 a 3 1,88E-02 7,61E-03 - - 1,52E-04  2,47E-03
HT 0AOH 100 a 4 2,24E-02 9,66E-03 - - 1,57E-04  2,44E-03
HT 0AOH 100 a 5 2,61E-02 1,30E-02 - - 4,30E-04  2,45E-03
HT 0AOH 100 a 6 3,17E-02 1,78E-02 - - 5,15E-04  2,46E-03
HT 0AOH 100 b 0 9,02E-03 2,76E-05 - - - 2,46E-03
HT 0AOH 100 b 1 1,10E-02 2,45E-03 - - - 2,46E-03
HT 0AOH 100 b 2 1,45E-02 4,93E-03 - - - 2,47E-03
HT 0AOH 100 b 3 1,93E-02 7,81E-03 - - - 2,47E-03
HT 0AOH 100 b 4 2,46E-02 1,12E-02 - - - 2,44E-03
HT 0AOH 100 b 5 2,91E-02 1,43E-02 - - - 2,45E-03
HT 0AOH 100 b 6 3,74E-02 1,84E-02 - - - 2,47E-03
HT 0AOH 100 c 0 9,14E-03 3,68E-05 - - - 2,46E-03
HT 0AOH 100 c 1 1,10E-02 2,42E-03 - - - 2,46E-03
HT 0AOH 100 c 2 1,47E-02 4,91E-03 - - - 2,47E-03
HT 0AOH 100 c 3 1,98E-02 7,71E-03 - - - 2,47E-03
HT 0AOH 100 c 4 2,44E-02 1,04E-02 - - - 2,44E-03
HT  0AOH 100 c 5 2,91E-02 1,37E-02 - - - 2,45E-03
HT 0AOH 100 c 6 3,50E-02 1,81E-02 - - - 2,47E-03
HT 0AOH 120 a 0 9,05E-03 1,47E-04 - - 1,57E-04 2,45E-03
HT 0AOH 120 a 1 1,62E-02 5,96E-03 - - 2,37E-04 2,47E-03
HT 0AOH 120 a 2 2,74E-02 1,53E-02 - - 4,16E-04 2,47E-03
HT 0AOH 120 a 3 3,27E-02 1,77E-02 - - 6,31E-04 2,47E-03
HT 0AOH 120 a 4 4,43E-02 2,61E-02 - - 1,19E-03 2,47E-03
HT 0AOH 120 a 5 4,87E-02 3,67E-02 - - 1,34E-03 2,47E-03
HT 0AOH 120 a 6 5,19E-02 3,89E-02 - - 2,22E-03 2,47E-03
HT 0AOH 120 b 0 9,00E-03 1,47E-04 - - - 2,46E-03
HT  0AOH 120 b 1 1,79E-02 4,91E-03 - - - 2,47E-03
HT 0AOH 120 b 2 2,43E-02 1,07E-02 - - - 2,47E-03
HT 0AOH 120 b 3 3,08E-02 1,52E-02 - - - 2,47E-03
HT 0AOH 120 b 4 3,80E-02 1,67E-02 - - - 2,47E-03
HT 0AOH 120 b 5 4,64E-02 2,38E-02 - - - 2,47E-03
HT  0AOH 120 b 6 5,52E-02 2,89E-02 - - - 2,47E-03
HT 0AOH 120 c 0 9,06E-03 1,47E-04 - - - 2,46E-03
HT 0AOH 120 c 1 1,71E-02 5,67E-03 - - - 2,47E-03
HT 0AOH 120 c 2 2,47E-02 1,21E-02 - - - 2,47E-03
HT 0AOH 120 c 3 3,06E-02 1,53E-02 - - - 2,47E-03
HT 0AOH 120 c 4 3,79E-02 2,22E-02 - - - 2,48E-03
HT 0AOH 120 c 5 4,44E-02 2,69E-02 - - - 2,47E-03
HT 0AOH 120 c 6 5,21E-02 3,05E-02 - - - 2,47E-03
HT 0AOH 150 a 0 7,97E-03 1,01E-04 - - 1,57E-04 2,46E-03
HT 0AOH 150 a 1 1,86E-02 1,25E-02 - - 4,21E-04 2,46E-03
HT 0AOH 150 a 2 3,00E-02 1,93E-02 - - 2,66E-03 2,54E-03
HT 0AOH 150 a 3 4,03E-02 1,97E-02 - - 5,28E-03 2,54E-03
HT 0AOH 150 a 4 4,78E-02 2,43E-02 - - 6,35E-03 2,57E-03
HT 0AOH 150 a 5 5,64E-02 2,52E-02 - - 7,17E-03 2,57E-03
HT 0AOH 150 a 6 6,68E-02 2,62E-02 - - 9,87E-03 2,58E-03
HT 0AOH 150 b 0 8,11E-03 1,01E-04 - - - 2,46E-03
HT 0AOH 150 b 1 2,16E-02 1,25E-02 - - - 2,46E-03
HT 0AOH 150 b 2 3,22E-02 1,93E-02 - - - 2,53E-03
HT 0AOH 150 b 3 4,29E-02 1,97E-02 - - - 2,54E-03
HT  0AOH 150 b 4 4,98E-02 2,43E-02 - - - 2,57E-03
HT 0AOH 150 b 5 5,92E-02 2,52E-02 - - - 2,57E-03
HT 0AOH 150 b 6 7,12E-02 2,62E-02 - - - 2,58E-03
HT 0AOH 150 c 0 8,26E-03 1,01E-04 - - - 2,46E-03
HT 0AOH 150 c 1 2,28E-02 1,25E-02 - - - 2,46E-03
HT  0AOH 150 c 2 3,20E-02 1,93E-02 - - - 2,53E-03
HT 0AOH 150 c 3 4,14E-02 1,97E-02 - - - 2,54E-03
HT 0AOH 150 c 4 4,83E-02 2,43E-02 - - - 2,57E-03
HT 0AOH 150 c 5 5,72E-02 2,52E-02 - - - 2,57E-03
HT 0AOH 150 c 6 7,02E-02 2,62E-02 - - - 2,58E-03
HT  o-Toc 100 a 0 8,48E-03 4,88E-04 1,42E-03 - - 2,45E-03
HT  «-Toc 100 a 1 1,04E-02 1,74E-03 1,36E-03 - - 2,44E-03
HT  «-Toc 100 a 2 1,22E-02 3,82E-03 1,37E-03 - - 2,45E-03
HT  «-Toc 100 a 3 1,42E-02 5,24E-03 1,34E-03 - - 2,43E-03
HT  «-Toc 100 a 4 1,63E-02 6,24E-03 1,31E-03 - - 2,46E-03
HT  «-Toc 100 a 5 1,86E-02 8,29E-03 1,32E-03 - - 2,46E-03
HT  «-Toc 100 a 6 2,07E-02 1,08E-02 1,23E-03 - - 2,46E-03
HT  «-Toc 100 b 0 8,57E-03 7,77E-04 1,36E-03 - - 2,46E-03
HT  «-Toc 100 b 1 1,04E-02 2,76E-03 1,35E-03 - - 2,44E-03
HT  «-Toc 100 b 2 1,25E-02 4,23E-03 1,33E-03 - - 2,45E-03
HT  «-Toc 100 b 3 1,40E-02 6,11E-03 1,31E-03 - - 2,43E-03
HT  «-Toc 100 b 4 1,57E-02 7,65E-03 1,26E-03 - - 2,46E-03
HT  «-Toc 100 b 5 1,72E-02 1,02E-02 1,21E-03 - - 2,46E-03
HT  «-Toc 100 b 6 1,95E-02 1,18E-02 1,18E-03 - - 2,46E-03
HT  «-Toc 100 c 0 7,96E-03 5,64E-04 1,26E-03 - - 2,46E-03
HT  «-Toc 100 c 1 9,45E-03 3,11E-03 1,33E-03 - - 2,44E-03
HT  «-Toc 100 c 2 1,12E-02 5,13E-03 1,31E-03 - - 2,45E-03
HT  «-Toc 100 c 3 1,29E-02 7,11E-03 1,30E-03 - - 2,43E-03
HT  «-Toc 100 c 4 1,43E-02 9,58E-03 1,29E-03 - - 2,46E-03
HT  «-Toc 100 c 5 1,63E-02 1,15E-02 1,26E-03 - - 2,46E-03
HT  «-Toc 100 c 6 1,88E-02 1,34E-02 1,23E-03 - - 2,46E-03
HT  «-Toc 120 a 0 7,97E-03 9,20E-05 1,38E-03 - 6,27E-05 2,42E-03
HT  «-Toc 120 a 1 1,16E-02 4,46E-03 1,34E-03 - 6,27E-05 2,47E-03
HT  «-Toc 120 a 2 1,44E-02 6,27E-03 1,27E-03 - 1,07E-04 2,47E-03
HT  «-Toc 120 a 3 1,71E-02 9,84E-03 1,21E-03 - 2,19E-04 2,47E-03
HT  «-Toc 120 a 4 2,00E-02 1,30E-02 1,13E-03 - 3,36E-04 2,47E-03
HT  «-Toc 120 a 5 2,25E-02 1,66E-02 1,02E-03 - 4,61E-04 2,47E-03
HT  «-Toc 120 a 6 2,50E-02 1,77E-02 9,22E-04 - 5,19E-04 2,47E-03

a,b,c: 3 répétitions; DC: diénes conjugués; LOOH: hydoperoxydes.
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Marqueurs
Huile Température  Répétition Temps (h) DC LOOH a-Toc ACQ 2,4-décadiénal Polyméres
HT  «-Toc 120 b 0 8,01E-03 4,60E-05 1,45E-03 - - 2,42E-03
HT  «-Toc 120 b 1 1,22E-02 4,40E-03 1,43E-03 - - 2,47E-03
HT  «-Toc 120 b 2 1,57E-02 6,43E-03 1,37E-03 - - 2,47E-03
HT  «-Toc 120 b 3 1,85E-02 9,88E-03 1,31E-03 - - 2,47E-03
HT  «-Toc 120 b 4 2,12E-02 1,28E-02 1,18E-03 - - 2,47E-03
HT  «-Toc 120 b 5 2,40E-02 1,65E-02 1,01E-03 - - 2,47E-03
HT  «-Toc 120 b 6 2,71E-02 1,78E-02 9,71E-04 - - 2,47E-03
HT  «-Toc 120 c 0 8,17E-03 3,59E-04 1,43E-03 - - 2,42E-03
HT  «-Toc 120 c 1 1,19E-02 4,20E-03 1,43E-03 - - 2,47E-03
HT  «-Toc 120 c 2 1,52E-02 6,95E-03 1,36E-03 - - 2,47E-03
HT  «-Toc 120 c 3 1,83E-02 9,20E-03 1,29E-03 - - 2,47E-03
HT  «-Toc 120 c 4 2,11E-02 1,04E-02 1,22E-03 - - 2,48E-03
HT  «-Toc 120 c 5 2,37E-02 1,19E-02 1,10E-03 - - 2,47E-03
HT  «-Toc 120 c 6 2,59E-02 1,61E-02 9,51E-04 - - 2,47E-03
HT  «-Toc 150 a 0 8,09E-03 4,05E-04 1,33E-03 - - 2,24E-03
HT  «-Toc 150 a 1 1,35E-02 4,55E-03 1,20E-03 - - 2,42E-03
HT  «-Toc 150 a 2 1,74E-02 5,06E-03 1,11E-03 - - 2,47E-03
HT  «-Toc 150 a 3 2,13E-02 7,41E-03 9,13E-04 - - 2,47E-03
HT  «-Toc 150 a 4 2,53E-02 8,18E-03 7,54E-04 - - 2,47E-03
HT  «-Toc 150 a 5 2,77E-02 8,80E-03 6,19E-04 - - 2,48E-03
HT  «-Toc 150 a 6 3,05E-02 8,34E-03 4,98E-04 - - 2,47E-03
HT  «-Toc 150 b 0 8,09E-03 4,05E-04 1,33E-03 - - 2,42E-03
HT  «-Toc 150 b 1 1,29E-02 4,72E-03 1,20E-03 - - 2,47E-03
HT  «-Toc 150 b 2 1,75E-02 4,92E-03 1,02E-03 - - 2,47E-03
HT  «-Toc 150 b 3 2,11E-02 6,67E-03 8,95E-04 - - 2,47E-03
HT  «-Toc 150 b 4 2,35E-02 6,14E-03 7,98E-04 - - 2,47E-03
HT  «-Toc 150 b 5 2,61E-02 4,74E-03 6,49E-04 - - 2,47E-03
HT  «-Toc 150 b 6 3,08E-02 7,64E-03 3,95E-04 - - 2,47E-03
HT  «-Toc 150 c 0 8,30E-03 4,05E-04 1,28E-03 - - 2,42E-03
HT  «-Toc 150 c 1 1,37E-02 4,64E-03 1,16E-03 - - 2,47E-03
HT  «-Toc 150 c 2 1,75E-02 4,99E-03 1,12E-03 - - 2,47E-03
HT  «-Toc 150 c 3 2,06E-02 7,04E-03 8,39E-04 - - 2,47E-03
HT  «-Toc 150 c 4 2,51E-02 7,16E-03 8,37E-04 - - 2,47E-03
HT  «-Toc 150 c 5 2,81E-02 6,77E-03 6,49E-04 - - 2,47E-03
HT  «-Toc 150 c 6 3,02E-02 7,99E-03 3,95E-04 - - 2,47E-03
HT  a-Toc+ACQ 100 a 0 8,23E-03 4,60E-04 1,47E-03 6,72E-04 - 2,46E-03
HT  a-Toc+ACQ 100 a 1 9,36E-03 1,09E-03 1,44E-03 9,72E-04 - 2,46E-03
HT  a-Toc+ACQ 100 a 2 1,08E-02 2,42E-03 1,44E-03 9,81E-04 - 2,46E-03
HT  a-Toc+ACQ 100 a 3 1,25E-02 4,62E-03 1,45E-03 8,94E-04 - 2,46E-03
HT  a-Toc+ACQ 100 a 4 1,46E-02 6,24E-03 1,44E-03 1,07E-03 - 2,48E-03
HT  a-Toc+ACQ 100 a 5 1,70E-02 9,04E-03 1,43E-03 1,17E-03 - 2,48E-03
HT  a-Toc+ACQ 100 a 6 1,77E-02 1,22E-02 1,33E-03 6,46E-04 - 2,48E-03
HT  a-Toc+ACQ 100 b 0 8,78E-03 3,96E-04 1,47E-03 8,92E-04 - 2,46E-03
HT  a-Toc+ACQ 100 b 1 9,75E-03 1,46E-03 1,53E-03 8,92E-04 - 2,46E-03
HT  a-Toc+ACQ 100 b 2 1,10E-02 3,79E-03 1,45E-03 6,65E-04 - 2,46E-03
HT  a-Toc+ACQ 100 b 3 1,19E-02 4,22E-03 1,43E-03 6,22E-04 - 2,46E-03
HT  a-Toc+ACQ 100 b 4 1,40E-02 7,00E-03 1,35E-03 7,45E-04 - 2,48E-03
HT  a-Toc+ACQ 100 b 5 1,67E-02 8,43E-03 1,38E-03 9,71E-04 - 2,48E-03
HT  a-Toc+ACQ 100 b 6 1,82E-02 9,92E-03 1,36E-03 7,20E-04 - 2,48E-03
HT  a-Toc+ACQ 100 c 0 8,13E-03 3,86E-04 1,47E-03 1,18E-04 - 2,46E-03
HT  a-Toc+ACQ 100 c 1 9,39E-03 1,95E-03 1,49E-03 1,18E-04 - 2,46E-03
HT  a-Toc+ACQ 100 c 2 1,06E-02 2,63E-03 1,49E-03 1,69E-04 - 2,46E-03
HT  a-Toc+ACQ 100 c 3 1,19E-02 4,93E-03 1,41E-03 2,92E-04 - 2,46E-03
HT  a-Toc+ACQ 100 c 4 1,44E-02 7,69E-03 1,43E-03 5,14E-04 - 2,48E-03
HT  a-Toc+ACQ 100 c 5 1,60E-02 9,51E-03 1,39E-03 4,94E-04 - 2,48E-03
HT  a-Toc+ACQ 100 c 6 1,77E-02 1,15E-02 1,34E-03 5,84E-04 - 2,48E-03
HT  a-Toc+ACQ 120 a 0 8,36E-03 4,60E-04 1,55E-03 7,65E-04 - 2,46E-03
HT  a-Toc+ACQ 120 a 1 1,13E-02 4,31E-03 1,52E-03 7,65E-04 - 2,46E-03
HT  a-Toc+ACQ 120 a 2 1,41E-02 7,37E-03 1,50E-03 6,27E-04 - 2,46E-03
HT  a-Toc+ACQ 120 a 3 1,71E-02 7,99E-03 1,37E-03 5,95E-04 - 2,47E-03
HT  a-Toc+ACQ 120 a 4 1,98E-02 1,05E-02 1,32E-03 6,37E-04 - 2,48E-03
HT  a-Toc+ACQ 120 a 5 2,43E-02 1,51E-02 1,18E-03 6,60E-04 - 2,48E-03
HT  a-Toc+ACQ 120 a 6 2,67E-02 1,89E-02 1,14E-03 6,70E-04 - 2,48E-03
HT  a-Toc+ACQ 120 b 0 8,27E-03 3,96E-04 1,54E-03 6,77E-04 - 2,46E-03
HT  a-Toc+ACQ 120 b 1 1,14E-02 4,47E-03 1,55E-03 6,63E-04 - 2,46E-03
HT  a-Toc+ACQ 120 b 2 1,41E-02 7,54E-03 1,50E-03 6,86E-04 - 2,47E-03
HT  a-Toc+ACQ 120 b 3 1,69E-02 1,12E-02 1,38E-03 5,59E-04 - 2,48E-03
HT  a-Toc+ACQ 120 b 4 2,06E-02 1,38E-02 1,31E-03 7,15E-04 - 2,48E-03
HT  a-Toc+ACQ 120 b 5 2,39E-02 1,51E-02 1,22E-03 5,91E-04 - 2,48E-03
HT  a-Toc+ACQ 120 b 6 2,67E-02 1,92E-02 1,08E-03 5,45E-04 - 2,48E-03
HT  a-Toc+ACQ 120 c 0 8,33E-03 3,86E-04 1,60E-03 8,63E-04 - 2,46E-03
HT  a-Toc+ACQ 120 c 1 1,16E-02 4,28E-03 1,56E-03 8,68E-04 - 4,19E-03
HT  a-Toc+ACQ 120 c 2 1,36E-02 7,27E-03 1,53E-03 8,51E-04 - 2,47E-03
HT  a-Toc+ACQ 120 c 3 1,69E-02 9,95E-03 1,43E-03 7,39E-04 - 2,48E-03
HT  a-Toc+ACQ 120 c 4 2,07E-02 1,24E-02 1,32E-03 7,39E-04 - 2,48E-03
HT  a-Toc+ACQ 120 c 5 2,46E-02 1,58E-02 1,21E-03 6,58E-04 - 2,48E-03
HT  a-Toc+ACQ 120 c 6 2,53E-02 1,84E-02 1,13E-03 5,33E-04 - 2,48E-03
HT  a-Toc+ACQ 150 a 0 8,36E-03 4,60E-04 1,50E-03 7,66E-04 - 2,27E-03
HT  a-Toc+ACQ 150 a 1 1,28E-02 4,97E-03 1,50E-03 7,07E-04 - 2,46E-03
HT  a-Toc+ACQ 150 a 2 1,67E-02 7,88E-03 1,37E-03 6,23E-04 - 2,45E-03
HT  a-Toc+ACQ 150 a 3 2,00E-02 7,86E-03 1,22E-03 4,02E-04 - 2,48E-03
HT  a-Toc+ACQ 150 a 4 2,46E-02 8,73E-03 1,07E-03 3,84E-04 - 2,48E-03
HT  a-Toc+ACQ 150 a 5 2,71E-02 9,27E-03 9,55E-04 3,03E-04 - 2,48E-03
HT  a-Toc+ACQ 150 a 6 3,00E-02 8,48E-03 8,41E-04 1,50E-04 - 2,49E-03
HT  a-Toc+ACQ 150 b 0 8,27E-03 3,96E-04 1,50E-03 7,36E-04 - 2,46E-03
HT  a-Toc+ACQ 150 b 1 1,35E-02 4,61E-03 1,48E-03 6,99E-04 - 2,45E-03
HT  a-Toc+ACQ 150 b 2 1,72E-02 6,38E-03 1,34E-03 6,22E-04 - 2,48E-03
HT  a-Toc+ACQ 150 b 3 2,12E-02 7,38E-03 1,20E-03 4,40E-04 - 2,48E-03
HT  a-Toc+ACQ 150 b 4 2,38E-02 9,01E-03 1,09E-03 3,91E-04 - 2,48E-03
HT  a-Toc+ACQ 150 b 5 2,69E-02 9,51E-03 9,48E-04 2,88E-04 - 2,49E-03
HT  a-Toc+ACQ 150 b 6 3,09E-02 9,97E-03 7,94E-04 1,75E-04 - 2,49E-03
HT  a-Toc+ACQ 150 c 0 8,33E-03 3,86E-04 1,50E-03 7,47E-04 - 2,46E-03
HT  a-Toc+ACQ 150 c 1 1,32E-02 5,66E-03 1,50E-03 6,47E-04 - 2,45E-03
HT  a-Toc+ACQ 150 c 2 1,72E-02 7,66E-03 1,35E-03 4,92E-04 - 2,48E-03
HT  a-Toc+ACQ 150 c 3 2,10E-02 9,45E-03 1,25E-03 4,93E-04 - 2,48E-03
HT  a-Toc+ACQ 150 c 4 2,51E-02 9,54E-03 1,08E-03 3,42E-04 - 2,48E-03
HT  a-Toc+ACQ 150 c 5 2,90E-02 9,23E-03 9,30E-04 2,91E-04 - 2,49E-03
HT  a-Toc+ACQ 150 c 6 3,07E-02 8,15E-03 8,31E-04 1,89E-04 - 2,49E-03

a,b,c: 3 répétitions; DC: diénes conjugués; LOOH: hydoperoxydes.



ANNEXES 162

Marqueurs
Huile Température  Répétition Temps(h) DC LOOH a-Toc ACQ 2,4-décadiénal Polyméres
HTO 0AOH 100 a 0 3,78E-03 2,30E-04 - - - 2,46E-03
HTO 0AOH 100 a 1 4,08E-03 4,05E-04 - - - 2,47E-03
HTO 0AOH 100 a 2 5,00E-03 2,81E-03 - - - 2,47E-03
HTO 0AOH 100 a 3 5,87E-03 5,23E-03 - - - 2,48E-03
HTO 0AOH 100 a 4 6,96E-03 6,89E-03 - - - 2,48E-03
HTO 0AOH 100 a 5 7,77E-03 9,17E-03 - - - 2,48E-03
HTO 0AOH 100 a 6 8,87E-03 1,15E-02 - - - 2,48E-03
HTO 0AOH 100 b 0 3,78E-03 1,29E-04 - - - 2,46E-03
HTO 0AOH 100 b 1 4,08E-03 8,28E-04 - - - 2,47E-03
HTO 0AOH 100 b 2 4,91E-03 2,26E-03 - - - 2,47E-03
HTO 0AOH 100 b 3 5,91E-03 5,73E-03 - - - 2,48E-03
HTO 0AOH 100 b 4 6,76E-03 7,09E-03 - - - 2,48E-03
HTO 0AOH 100 b 5 8,04E-03 1,00E-02 - - - 2,49E-03
HTO 0AOH 100 b 6 8,98E-03 1,28E-02 - - - 2,49E-03
HTO 0AOH 100 c 0 3,78E-03 1,79E-04 - - - 2,46E-03
HTO 0AOH 100 c 1 4,08E-03 6,16E-04 - - - 2,47E-03
HTO 0AOH 100 c 2 4,96E-03 2,53E-03 - - - 2,47E-03
HTO 0AOH 100 c 3 5,89E-03 5,48E-03 - - - 2,48E-03
HTO 0AOH 100 c 4 6,86E-03 6,99E-03 - - - 2,48E-03
HTO 0AOH 100 c 5 7,90E-03 9,61E-03 - - - 2,48E-03
HTO 0AOH 100 c 6 8,92E-03 1,22E-02 - - - 2,49E-03
HTO 0AOH 120 a 0 3,78E-03 2,30E-04 - - - 2,46E-03
HTO 0AOH 120 a 1 5,15E-03 4,48E-03 - - - 2,48E-03
HTO 0AOH 120 a 2 6,35E-03 5,84E-03 - - - 2,46E-03
HTO 0AOH 120 a 3 7,42E-03 9,03E-03 - - - 2,48E-03
HTO 0AOH 120 a 4 8,75E-03 1,22E-02 - - - 2,48E-03
HTO 0AOH 120 a 5 1,02E-02 1,60E-02 - - - 2,48E-03
HTO 0AOH 120 a 6 1,14E-02 1,79E-02 - - - 2,48E-03
HTO 0AOH 120 b 0 3,78E-03 1,29E-04 - - - 2,46E-03
HTO 0AOH 120 b 1 5,50E-03 2,76E-03 - - - 2,47E-03
HTO 0AOH 120 b 2 6,32E-03 6,15E-03 - - - 2,47E-03
HTO 0AOH 120 b 3 7,68E-03 9,76E-03 - - - 2,48E-03
HTO 0AOH 120 b 4 8,97E-03 1,31E-02 - - - 2,48E-03
HTO 0AOH 120 b 5 1,04E-02 1,53E-02 - - - 2,48E-03
HTO 0AOH 120 b 6 1,14E-02 1,68E-02 - - - 2,48E-03
HTO 0AOH 120 c 0 3,78E-03 1,79E-04 - - - 2,46E-03
HTO 0AOH 120 c 1 5,33E-03 3,62E-03 - - - 2,48E-03
HTO 0AOH 120 c 2 6,34E-03 6,00E-03 - - - 2,47E-03
HTO 0AOH 120 c 3 7,55E-03 9,40E-03 - - - 2,48E-03
HTO 0AOH 120 c 4 8,86E-03 1,26E-02 - - - 2,48E-03
HTO 0AOH 120 c 5 1,03E-02 1,57E-02 - - - 2,48E-03
HTO 0AOH 120 c 6 1,14E-02 1,74E-02 - - - 2,48E-03
HTO 0AOH 150 a 0 3,78E-03 1,29E-04 - - - 2,25E-03
HTO 0AOH 150 a 1 5,73E-03 6,56E-03 - - - 2,46E-03
HTO 0AOH 150 a 2 7,71E-03 1,18E-02 - - - 2,47E-03
HTO 0AOH 150 a 3 9,28E-03 1,42E-02 - - - 2,48E-03
HTO 0AOH 150 a 4 1,13E-02 1,83E-02 - - - 2,48E-03
HTO 0AOH 150 a 5 1,28E-02 1,87E-02 - - - 2,48E-03
HTO 0AOH 150 a 6 1,41E-02 2,14E-02 - - - 2,48E-03
HTO 0AOH 150 b 0 3,78E-03 1,29E-04 - - - 2,25E-03
HTO 0AOH 150 b 1 5,89E-03 6,70E-03 - - - 2,46E-03
HTO 0AOH 150 b 2 7,83E-03 1,31E-02 - - - 2,47E-03
HTO 0AOH 150 b 3 9,29E-03 1,56E-02 - - - 2,48E-03
HTO 0AOH 150 b 4 1,11E-02 1,84E-02 - - - 2,49E-03
HTO 0AOH 150 b 5 1,31E-02 2,04E-02 - - - 2,48E-03
HTO 0AOH 150 b 6 1,44E-02 2,05E-02 - - - 2,48E-03
HTO 0AOH 150 c 0 3,78E-03 1,29E-04 - - - 2,25E-03
HTO 0AOH 150 c 1 5,81E-03 6,63E-03 - - - 2,46E-03
HTO 0AOH 150 c 2 7,77E-03 1,25E-02 - - - 2,48E-03
HTO 0AOH 150 c 3 9,28E-03 1,49E-02 - - - 2,48E-03
HTO 0AOH 150 c 4 1,12E-02 1,84E-02 - - - 2,49E-03
HTO 0AOH 150 c 5 1,29E-02 1,96E-02 - - - 2,48E-03
HTO 0AOH 150 c 6 1,43E-02 2,09E-02 - - - 2,49E-03
HTO «-Toc 100 a 0 3,89E-03 9,20E-05 1,36E-03 - - -
HTO «-Toc 100 a 1 4,07E-03 1,47E-04 1,40E-03 - - -
HTO «-Toc 100 a 2 4,34E-03 3,40E-04 1,40E-03 - - -
HTO «-Toc 100 a 3 4,64E-03 9,20E-04 1,41E-03 - - -
HTO «-Toc 100 a 4 4,84E-03 1,24E-03 1,36E-03 - - -
HTO «-Toc 100 a 5 5,16E-03 1,44E-03 1,32E-03 - - -
HTO «-Toc 100 a 6 5,44E-03 1,93E-03 1,29E-03 - - -
HTO «-Toc 100 b 0 3,90E-03 9,20E-05 1,42E-03 - - -
HTO «-Toc 100 b 1 4,12E-03 1,47E-04 1,40E-03 - - -
HTO «-Toc 100 b 2 4,26E-03 3,40E-04 1,42E-03 - - -
HTO «-Toc 100 b 3 4,73E-03 9,20E-04 1,39E-03 - - -
HTO «-Toc 100 b 4 4,90E-03 1,24E-03 1,38E-03 - - -
HTO «-Toc 100 b 5 5,08E-03 1,44E-03 1,37E-03 - - -
HTO «-Toc 100 b 6 5,33E-03 1,93E-03 1,33E-03 - - -
HTO «-Toc 100 c 0 3,89E-03 9,20E-05 1,39E-03 - - -
HTO «-Toc 100 c 1 4,09E-03 1,47E-04 1,40E-03 - - -
HTO «-Toc 100 c 2 4,31E-03 3,40E-04 1,41E-03 - - -
HTO «-Toc 100 c 3 4,68E-03 9,20E-04 1,40E-03 - - -
HTO «-Toc 100 c 4 4,87E-03 1,24E-03 1,37E-03 - - -
HTO «-Toc 100 c 5 5,12E-03 1,44E-03 1,35E-03 - - -
HTO «-Toc 100 c 6 5,38E-03 1,93E-03 1,31E-03 - - -
HTO «-Toc 120 a 0 3,84E-03 2,30E-04 1,42E-03 - - -
HTO «-Toc 120 a 1 4,58E-03 4,88E-04 1,41E-03 - - -
HTO «-Toc 120 a 2 5,42E-03 1,67E-03 1,39E-03 - - -
HTO «-Toc 120 a 3 6,54E-03 3,18E-03 1,37E-03 - - -
HTO «-Toc 120 a 4 7,45E-03 4,03E-03 1,29E-03 - - -
HTO «-Toc 120 a 5 9,07E-03 5,44E-03 1,32E-03 - - -
HTO «-Toc 120 a 6 9,92E-03 7,69E-03 1,19E-03 - - -
HTO «-Toc 120 b 0 3,76E-03 1,29E-04 1,43E-03 - - -
HTO «-Toc 120 b 1 4,63E-03 5,15E-04 1,47E-03 - - -
HTO «-Toc 120 b 2 5,42E-03 1,64E-03 1,47E-03 - - -
HTO «-Toc 120 b 3 6,51E-03 3,11E-03 1,45E-03 - - -
HTO «-Toc 120 b 4 7,33E-03 3,90E-03 1,37E-03 - - -
HTO «-Toc 120 b 5 8,69E-03 4,92E-03 1,26E-03 - - -
HTO «-Toc 120 b 6 9,76E-03 7,16E-03 1,28E-03 - - -

a,b,c: 3 répétitions; DC: diénes conjugués; LOOH: hydoperoxydes.



ANNEXES 163

Marqueurs
Huile Température  Répétition Temps (h) DC LOOH a-Toc ACQ 2,4-décadiénal Polyméres
HTO a-Toc 120 c 0 3,80E-03 1,79E-04 1,43E-03 - - -
HTO a-Toc 120 c 1 4,60E-03 5,01E-04 1,44E-03 - - -
HTO a-Toc 120 c 2 5,42E-03 1,65E-03 1,43E-03 - - -
HTO a-Toc 120 c 3 6,52E-03 3,15E-03 1,41E-03 - - -
HTO a-Toc 120 c 4 7,39E-03 3,97E-03 1,33E-03 - - -
HTO a-Toc 120 c 5 8,89E-03 5,18E-03 1,29E-03 - - -
HTO a-Toc 120 c 6 9,84E-03 7,42E-03 1,23E-03 - - -
HTO a-Toc 150 a 0 4,09E-03 1,29E-04 1,34E-03 - - -
HTO a-Toc 150 a 1 6,54E-03 3,69E-03 1,29E-03 - - -
HTO a-Toc 150 a 2 8,13E-03 4,92E-03 9,95E-04 - - -
HTO a-Toc 150 a 3 9,26E-03 7,30E-03 7,36E-04 - - -
HTO a-Toc 150 a 4 9,74E-03 8,09E-03 3,58E-04 - - -
HTO a-Toc 150 a 5 1,05E-02 8,49E-03 1,66E-04 - - -
HTO a-Toc 150 a 6 1,10E-02 9,56E-03 1,09E-05 - - -
HTO a-Toc 150 b 0 4,01E-03 1,29E-04 1,37E-03 - - -
HTO a-Toc 150 b 1 6,50E-03 3,69E-03 1,23E-03 - - -
HTO a-Toc 150 b 2 7,85E-03 6,05E-03 9,59E-04 - - -
HTO a-Toc 150 b 3 9,38E-03 8,02E-03 6,04E-04 - - -
HTO a-Toc 150 b 4 9,73E-03 8,44E-03 3,35E-04 - - -
HTO a-Toc 150 b 5 1,04E-02 7,67E-03 7,60E-05 - - -
HTO a-Toc 150 b 6 1,09E-02 1,03E-02 9,60E-06 - - -
HTO a-Toc 150 c 0 4,05E-03 1,29E-04 1,35E-03 - - -
HTO a-Toc 150 c 1 6,52E-03 3,69E-03 1,26E-03 - - -
HTO a-Toc 150 c 2 7,99E-03 5,49E-03 9,77E-04 - - -
HTO a-Toc 150 c 3 9,32E-03 7,66E-03 6,70E-04 - - -
HTO a-Toc 150 c 4 9,73E-03 8,26E-03 3,46E-04 - - -
HTO a-Toc 150 c 5 1,04E-02 8,08E-03 1,21E-04 - - -
HTO a-Toc 150 c 6 1,10E-02 9,95E-03 9,77E-06 - - -
HTO a-Toc+tACQ 100 a 0 4,34E-03 5,89E-04 1,48E-03 9,63E-04 - -
HTO a-Toc+tACQ 100 a 1 4,36E-03 4,32E-04 1,48E-03 1,10E-03 - -
HTO a-Toc+tACQ 100 a 2 4,73E-03 4,88E-04 1,44E-03 8,55E-04 - -
HTO a-Toc+tACQ 100 a 3 4,77E-03 5,89E-04 1,40E-03 9,54E-04 - -
HTO a-Toc+tACQ 100 a 4 5,06E-03 1,09E-03 1,37E-03 9,26E-04 - -
HTO a-Toc+tACQ 100 a 5 5,08E-03 1,27E-03 1,32E-03 9,74E-04 - -
HTO a-Toc+tACQ 100 a 6 5,74E-03 1,75E-03 1,29E-03 8,77E-04 - -
HTO a-Toc+tACQ 100 b 0 4,45E-03 5,89E-04 1,52E-03 6,14E-04 - -
HTO a-Toc+tACQ 100 b 1 5,20E-03 3,59E-04 1,53E-03 3,93E-04 - -
HTO a-Toc+tACQ 100 b 2 4,83E-03 3,96E-04 1,51E-03 6,34E-04 - -
HTO a-Toc+tACQ 100 b 3 4,90E-03 9,29E-04 1,48E-03 5,58E-04 - -
HTO a-Toc+tACQ 100 b 4 4,98E-03 1,17E-03 1,43E-03 5,95E-04 - -
HTO a-Toc+tACQ 100 b 5 5,14E-03 1,16E-03 1,41E-03 0,00E+00 - -
HTO a-Toc+tACQ 100 b 6 5,34E-03 1,58E-03 1,35E-03 6,10E-04 - -
HTO a-Toc+tACQ 100 c 0 4,37E-03 5,89E-04 1,57E-03 1,03E-03 - -
HTO a-Toc+tACQ 100 c 1 4,52E-03 5,89E-04 1,56E-03 8,88E-04 - -
HTO a-Toc+tACQ 100 c 2 4,82E-03 9,11E-04 1,54E-03 7,74E-04 - -
HTO a-Toc+tACQ 100 c 3 4,88E-03 8,46E-04 1,49E-03 8,02E-04 - -
HTO a-Toc+tACQ 100 c 4 4,86E-03 8,74E-04 1,51E-03 7,43E-04 - -
HTO a-Toc+tACQ 100 c 5 5,34E-03 2,08E-03 1,44E-03 7,40E-04 - -
HTO a-Toc+tACQ 100 c 6 5,69E-03 1,81E-03 1,39E-03 7,45E-04 - -
HTO a-Toc+tACQ 120 a 0 4,26E-03 7,08E-04 1,52E-03 7,97E-04 - -
HTO a-Toc+tACQ 120 a 1 6,65E-03 1,48E-03 1,50E-03 8,93E-04 - -
HTO a-Toc+tACQ 120 a 2 6,13E-03 1,94E-03 1,46E-03 9,25E-04 - -
HTO a-Toc+tACQ 120 a 3 7,45E-03 2,57E-03 1,38E-03 9,62E-04 - -
HTO a-Toc+tACQ 120 a 4 8,30E-03 3,19E-03 1,30E-03 8,51E-04 - -
HTO a-Toc+tACQ 120 a 5 9,43E-03 6,27E-03 1,21E-03 9,67E-04 - -
HTO a-Toc+tACQ 120 a 6 1,03E-02 7,04E-03 1,15E-03 5,72E-04 - -
HTO a-Toc+tACQ 120 b 0 5,47E-03 4,05E-04 1,56E-03 7,46E-04 - -
HTO a-Toc+tACQ 120 b 1 5,79E-03 8,56E-04 1,52E-03 2,91E-04 - -
HTO a-Toc+tACQ 120 b 2 6,69E-03 2,24E-03 1,43E-03 4,88E-04 - -
HTO a-Toc+tACQ 120 b 3 7,26E-03 2,87E-03 1,35E-03 6,92E-04 - -
HTO a-Toc+tACQ 120 b 4 8,05E-03 4,52E-03 1,27E-03 6,30E-04 - -
HTO a-Toc+tACQ 120 b 5 9,09E-03 5,47E-03 1,20E-03 2,59E-04 - -
HTO a-Toc+tACQ 120 b 6 1,03E-02 8,39E-03 9,77E-04 7,17E-04 - -
HTO a-Toc+tACQ 120 c 0 5,03E-03 4,97E-04 1,56E-03 8,48E-04 - -
HTO a-Toc+tACQ 120 c 1 5,78E-03 1,15E-03 1,56E-03 5,91E-04 - -
HTO a-Toc+tACQ 120 c 2 6,40E-03 2,05E-03 1,54E-03 6,21E-04 - -
HTO a-Toc+tACQ 120 c 3 7,87E-03 3,61E-03 1,49E-03 6,54E-04 - -
HTO a-Toc+tACQ 120 c 4 7,43E-03 4,08E-03 1,51E-03 5,45E-04 - -
HTO a-Toc+tACQ 120 c 5 9,00E-03 6,30E-03 1,44E-03 5,24E-04 - -
HTO a-Toc+tACQ 120 c 6 1,03E-02 7,88E-03 1,39E-03 6,81E-04 - -
HTO a-Toc+tACQ 150 a 0 4,36E-03 5,24E-04 1,53E-03 5,94E-04 - -
HTO a-Toc+tACQ 150 a 1 6,64E-03 3,62E-03 1,47E-03 6,10E-04 - -
HTO a-Toc+tACQ 150 a 2 8,17E-03 6,39E-03 1,34E-03 6,00E-04 - -
HTO a-Toc+tACQ 150 a 3 9,22E-03 9,04E-03 1,21E-03 5,36E-04 - -
HTO a-Toc+tACQ 150 a 4 1,02E-02 7,58E-03 1,09E-03 4,33E-04 - -
HTO a-Toc+tACQ 150 a 5 1,08E-02 8,09E-03 9,11E-04 3,14E-04 - -
HTO a-Toc+tACQ 150 a 6 1,21E-02 9,61E-03 7,94E-04 2,25E-04 - -
HTO a-Toc+tACQ 150 b 0 4,36E-03 3,04E-04 1,55E-03 8,56E-04 - -
HTO a-Toc+tACQ 150 b 1 6,96E-03 3,18E-03 1,40E-03 6,27E-04 - -
HTO a-Toc+tACQ 150 b 2 8,39E-03 5,92E-03 1,32E-03 6,51E-04 - -
HTO a-Toc+tACQ 150 b 3 9,88E-03 7,18E-03 1,20E-03 4,96E-04 - -
HTO a-Toc+tACQ 150 b 4 1,10E-02 8,42E-03 1,03E-03 4,18E-04 - -
HTO a-Toc+tACQ 150 b 5 1,11E-02 8,56E-03 9,11E-04 2,72E-04 - -
HTO a-Toc+tACQ 150 b 6 1,17E-02 9,08E-03 7,83E-04 2,72E-04 - -
HTO a-Toc+tACQ 150 c 0 4,36E-03 1,38E-04 1,49E-03 8,56E-04 - -
HTO a-Toc+tACQ 150 c 1 6,91E-03 4,37E-03 1,45E-03 7,88E-04 - -
HTO a-Toc+tACQ 150 c 2 8,45E-03 6,01E-03 1,32E-03 5,28E-04 - -
HTO a-Toc+tACQ 150 c 3 9,40E-03 7,99E-03 1,20E-03 5,97E-04 - -
HTO a-Toc+tACQ 150 c 4 1,05E-02 1,01E-02 1,04E-03 3,71E-04 - -
HTO a-Toc+tACQ 150 c 5 1,05E-02 1,02E-02 9,32E-04 3,62E-04 - -
HTO a-Toc+tACQ 150 c 6 1,15E-02 8,55E-03 8,25E-04 2,36E-04 - -

a,b,c: 3 répétitions; DC: diénes conjugués; LOOH: hydoperoxydes.



Annexe 2. Analyse statistique : Comparaison des pentes et des courbures des cinétiques d’oxydation enregistrées sur les huiles de tournesol (HT), tournesol
oléique (HTO) et de colza (HC) aux différentes températures de chauffage (100, 120 et 150 °C).
Une valeur <0,05 indique une différence significative entre les coefficients (pentes, courbures) des cinétiques.

Dienes conjugués Dienes conjugués

HC HT HTO HC HT HTO
Température 100 120 150 100 120 150 100 120 150 100 120 150 100 120 150 100 120 150
Huile de colza sans AH 100 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00 0.04 0.14 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Huile de colza sans AH 120 0.00 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01 049 0.00 0.04 1.00 0.01 0.00 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00
Huile de colza sans AH 150 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.14 0.01 1.00 0.00 0.03 0.00 0.40 0.47 0.04
Huile de tournesol sans AH 100 0.00 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.24 0.00 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Huile de tournesol sans AH 120 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.03 0.00 1.00 0.37 0.01 0.04 0.17
Huile de tournesol sans AH 150 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.37 1.00 0.00 0.00 0.01
Huile de tournesol oléique sans AH 100 0.00 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.00 0.01 0.40 0.00 0.01 0.00 1.00 0.00 0.00
Huile de tournesol oléique sans AH 120 0.00 0.49 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.00 0.47 0.00 0.04 0.00 0.00 1.00 0.00
Huile de tournesol oléique sans AH 150 0.00 0.00 0.00 0.24 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.04 0.00 0.17 0.01 0.00 0.00 1.00

Hydroperoxydes Hydroperoxydes

HC HT HTO «»n HC HT HTO
@ Température 100 120 150 100 120 150 100 120 150 E 100 120 150 100 120 150 100 120 150
Huile de colza sans AH ] 100 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 000 £ 1.00 033 0.00 0.01 0.04 0.00 0.00 0.00 0.00
Huile de colza sans AH g 120 0.00 1.00 0.00 0.05 0.00 0.00 0.00 0.13 0.00 3 033 1.00 0.00 0.67 0.12 0.00 0.36  0.00 0.00
Huile de colza sans AH é’ 150 0.00 0.00 1.00 0.00 0.03 0.00 0.00 0.00 0.01 § 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.02 0.00 0.00 0.00
Huile de tournesol sans AH § 100 0.00 0.05 0.00 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 E 0.01 0.67 0.00 1.00 0.14 0.00 0.20 0.00 0.00
Huile de tournesol sans AH ‘" 120 0.00 0.00 0.03 0.00 1.00 0.00 0.00 0.01 0.22 2 0.04 0.12 0.00 0.14 1.00 0.00 0.21 0.77 0.00
Huile de tournesol sans AH g 150 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.00 i 0.00 0.00 0.02 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.00
Huile de tournesol oléique sans AH S 100 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 § 0.00 0.36 0.00 0.20 0.21 0.00 1.00 0.00 0.00
Huile de tournesol oléique sans AH 120 0.00 0.13 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00 1.00 000 © 000 0.00 0.00 0.00 0.77 0.00 0.00 1.00 0.00
Huile de tournesol oléique sans AH 150 0.00 0.00 0.01 0.00 022 0.00 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00

Polyméres Polyméres

HC HT HTO HC HT HTO
Température 100 120 150 100 120 150 100 120 150 100 120 150 100 120 150 100 120 150
Huile de colza sans AH 100 1.00 0.01 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00 0.00 0.06 0.09 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Huile de colza sans AH 120 0.01 1.00 0.01 0.03 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00 0.03 0.81 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Huile de colza sans AH 150 0.01 0.01 1.00 0.00 0.02 0.66 0.03 0.03 0.00 0.06 0.03 1.00 0.03 0.11 0.76 0.00 0.00 0.00
Huile de tournesol sans AH 100 0.00 0.03 0.00 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.09 081 0.03 1.00 0.00 0.00 0.01 0.01 0.00
Huile de tournesol sans AH 120 0.00 0.00 0.02 0.00 1.00 0.00 0.20 048 0.00 0.00 0.00 0.11 0.00 1.00 0.00 0.60 0.80 0.00
Huile de tournesol sans AH 150 0.00 0.00 0.66 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.76 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.00
Huile de tournesol oléique sans AH 100 0.00 0.00 0.03 0.00 0.20 0.00 1.00 0.74 0.00 0.00 0.00 0.10 0.01 0.60 0.00 1.00 0.87 0.00
Huile de tournesol oléique sans AH 120 0.00 0.00 0.03 0.00 048 0.00 0.74 1.00 0.00 0.01 0.00 0.11 0.01 0.80 0.00 0.87 1.00 0.00
Huile de tournesol oléique sans AH 150 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00
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Annexe 3. Analyse statistique : Comparaison des pentes et des courbures des cinétiques d’oxydation enregistrées sur I'huile de colza (HC) en présence ou non
d’antioxydants : a-tocophérol (AH1) et acide chlorogénique (AH2) aux différentes températures de chauffage (100, 120 et 150 °C).

Diénes conjugués Diénes conjugués
sans AH AH1 AH1+AH2 sans AH AH1 AH1+AH2
Température 100 120 150 100 120 150 100 120 150 100 120 150 100 120 150 100 120 150
Huile de colza sans AH 100 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00 0.04 0.14 0.00 0.00 0.00 0.24 0.01 0.00
Huile de colza sans AH 120 0.00 1.00 0.00 0.85 0.00 0.00 0.07 0.16 0.00 0.04 1.00 0.01 0.00 0.00 0.00 0.02 0.00 0.00
Huile de colza sans AH 150 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.14 0.01 1.00 0.53 0.02 0.00 0.43 085 0.67
Huile de colza AH1 100 0.00 0.85 0.00 1.00 0.00 0.00 0.01 0.02 0.00 0.00 0.00 0.53 1.00 0.00 0.00 0.02 0.55 0.83
Huile de colza AH1 120 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.01 0.12 0.00 0.00 0.02 0.00 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Huile de colza AH1 150 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.00
Huile de colza AH1+AH2 100 0.00 0.07 0.00 0.01 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.24 0.02 043 0.02 0.00 0.00 1.00 0.17 0.08
Huile de colza AH1+AH2 120 0.00 0.16 0.00 0.02 0.01 0.00 0.00 1.00 0.00 0.01 0.00 0.85 0.55 0.00 0.00 0.17 1.00 0.75
Huile de colza AH1+AH2 150 0.00 0.00 0.00 0.00 0.12 0.00 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.67 0.83 0.00 0.00 0.08 0.75 1.00
Hydroperoxydes Hydroperoxydes
sans AH AH1 AH1+AH2 sans AH AH1 AH1+AH2
Température 100 120 150 100 120 150 100 120 150 100 120 150 100 120 150 100 120 150
Huile de colza sans AH 100 1.00 0.00 0.00 0.00 0.70 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00 0.33 0.00 0.00 0.05 0.00 0.00 0.00 0.00
Huile de colza sans AH 120 0.00 1.00 0.00 0.01 0.00 0.56 0.00 0.01 0.77 0.33 1.00 0.00 0.00 0.02 0.00 0.12 0.12 0.00
Huile de colza sans AH 150 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Huile de colza AH1 100 0.00 0.01 0.00 1.00 0.04 0.00 0.01 0.77 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.00 0.01 0.00
Huile de colza AH1 120 0.70 0.00 0.00 0.04 1.00 0.00 0.32 0.04 0.00 0.05 0.02 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Huile de colza AH1 150 0.00 0.56 0.00 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.10 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.74
Huile de colza AH1+AH2 % 100 0.00 0.00 0.00 0.01 0.32 0.00 1.00 0.01 0.00 0.00 0.12 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00 0.84 0.00
Huile de colza AH1+AH2 120 0.00 0.01 0.00 0.77 0.04 0.00 0.01 1.00 0.00 0.00 0.12 0.00 0.01 0.00 0.00 0.84 1.00 0.00
Huile de colza AH1+AH2 -@ 150 0.00 0.77 0.00 0.00 0.00 0.10 0.00 0.00 1.00 _§ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.74 0.00 0.00 1.00
§ Polymeéres Polymeres
sans AH AH1 AH1+AH2 X sans AH AH1 AH1+AH2
Température 100 120 150 100 120 150 100 120 150 100 120 150 100 120 150 100 120 150
Huile de colza sans AH S 100 1.00 0.01 0.01 1.00 0.01 0.01 1.00 0.01 0.01 1.00 0.00 0.06 1.00 0.00 0.06 1.00 0.00 0.06
Huile de colza sans AH 120 0.01 1.00 0.01 0.01 1.00 0.01 0.01 1.00 0.01 0.00 1.00 0.03 0.00 1.00 0.03 0.00 1.00 0.03
Huile de colza sans AH 150 0.01 0.01 1.00 0.01 0.01 1.00 0.01 0.01 1.00 0.06 0.03 1.00 0.06 0.03 1.00 0.06 0.03 1.00
Huile de colza AH1 100 1.00 0.01 0.01 1.00 0.01 0.01 1.00 0.01 0.01 1.00 0.00 0.06 1.00 0.00 0.06 1.00 0.00 0.06
Huile de colza AH1 120 0.01 1.00 0.01 0.01 1.00 0.01 0.01 1.00 0.01 0.00 1.00 0.03 0.00 1.00 0.03 0.00 1.00 0.03
Huile de colza AH1 150 0.01 0.01 1.00 0.01 0.01 1.00 0.01 0.01 1.00 0.06 0.03 1.00 0.06 0.03 1.00 0.06 0.03 1.00
Huile de colza AH1+AH2 100 1.00 0.01 0.01 1.00 0.01 0.01 1.00 0.01 0.01 1.00 0.00 0.06 1.00 0.00 0.06 1.00 0.00 0.06
Huile de colza AH1+AH2 120 0.01 1.00 0.01 0.01 1.00 0.01 0.01 1.00 0.01 0.00 1.00 0.03 0.00 1.00 0.03 0.00 1.00 0.03
Huile de colza AH1+AH2 150 0.01 0.01 1.00 0.01 0.01 1.00 0.01 0.01 1.00 0.06 0.03 1.00 0.06 0.03 1.00 0.06 0.03 1.00
Alpha-tocophérol Alpha-tocophérol
sans AH AH1 AH1+AH2 sans AH AH1 AH1+AH2
Température 100 120 150 100 120 150 100 120 150 100 120 150 100 120 150 100 120 150
Huile de colza sans AH 100 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Huile de colza sans AH 120 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Huile de colza sans AH 150 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Huile de colza AH1 100 - - - 1.00 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00 - - - 1.00 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00
Huile de colza AH1 120 - - - 0.09 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 - - - 0.19 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Huile de colza AH1 150 - - - 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.00 - - - 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.00
Huile de colza AH1+AH2 100 - - - 0.00 0.00 0.00 1.00 0.09 0.00 - - - 0.00 0.00 0.00 1.00 0.19 0.00
Huile de colza AH1+AH2 120 - - - 0.00 0.00 0.00 0.09 1.00 0.00 - - - 0.00 0.00 0.00 0.19 1.00 0.00

Huile de colza AH1+AH2 150 - - - 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00 - - - 0.00 0.00 o0.00 0.00 0.00 1.00
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Annexe 4. Analyse statistique : Comparaison des pentes et des courbures des cinétiques d’oxydation enregistrées sur I'huile de tournesol (HT) en présence ou
non d’antioxydants : a-tocophérol (AH1) et acide chlorogénique (AH2) aux différentes températures de chauffage (100, 120 et 150 °C).
Une valeur <0,05 indique une différence significative entre les coefficients (pentes, courbures) des cinétiques.

Diénes conjugués Diénes conjugués
sans AH AH1 AH1+AH2 sans AH AH1 AH1+AH2
Température 100 120 150 100 120 150 100 120 150 100 120 150 100 120 150 100 120 150
Huile de tournesol sans AH 100 1.00 0.00 0.00 0.03 0.00 0.00 0.00 0.09 0.00 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Huile de tournesol sans AH 120 0.00 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00 0.37 0.02 0.71 0.34 0.00 0.02 0.75
Huile de tournesol sans AH 150 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.37 1.00 0.00 0.13 0.78 0.00 0.00 0.37
Huile de tournesol AH1 100 0.03 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00 0.00 0.02 0.00 1.00 0.00 0.00 0.13 0.65 0.00
Huile de tournesol AH1 120 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.71 0.13 0.00 1.00 0.00 0.00 0.00 0.12
Huile de tournesol AH1 150 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.21 0.00 0.34 0.78 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.14
Huile de tournesol AH1+AH2 100 0.00 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.13 0.00 0.00 1.00 0.02 0.00
Huile de tournesol AH1+AH2 120 0.09 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.02 0.00 0.65 0.00 0.00 0.02 1.00 0.00
Huile de tournesol AH1+AH2 150 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.21 0.00 0.00 1.00 0.00 0.75 0.37 0.00 0.12 0.14 0.00 0.00 1.00
Hydroperoxydes Hydroperoxydes
sans AH AH1 AH1+AH2 sans AH AH1 AH1+AH2
Température 100 120 150 100 120 150 100 120 150 100 120 150 100 120 150 100 120 150
Huile de tournesol sans AH 100 1.00 0.00 0.00 0.44 0.00 0.01 0.00 0.00 0.00 1.00 0.14 0.00 0.00 0.00 0.00 0.09 0.00 0.00
Huile de tournesol sans AH 120 0.00 1.00 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00 0.00 0.03 0.14 1.00 0.00 0.71 0.66 0.08 0.26 0.93 0.00
Huile de tournesol sans AH 150 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Huile de tournesol AH1 100 0.44 0.00 0.00 1.00 0.00 0.01 0.02 0.00 0.00 0.00 0.71 0.00 1.00 0.05 0.00 0.03 0.44 0.00
Huile de tournesol AH1 120 0.00 0.01 0.00 0.00 1.00 0.07 0.00 0.40 0.11 0.00 0.66 0.00 0.05 1.00 0.00 0.00 0.19 0.00
Huile de tournesol AH1 150 0.01 0.00 0.00 0.01 0.07 1.00 0.00 0.24 0.00 0.00 0.08 0.00 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.00
Huile de tournesol AH1+AH2 a 100 0.00 0.00 0.00 0.02 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.09 0.26 0.00 0.03 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00
Huile de tournesol AH1+AH2 8 120 0.00 0.00 0.00 0.00 040 0.24 0.00 1.00 0.01 0.00 0.93 0.00 0.44 0.19 0.00 0.00 1.00 0.00
Huile de tournesol AH1+AH2 'g 150 0.00 0.03 0.00 0.00 0.11 0.00 0.00 0.01 1.00 'g 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00
" Polymeres g Polymeres
sans AH AH1 AH1+AH?2 1 sans AH AH1 AH1+AH2
Température 100 120 150 100 120 150 100 120 150 100 120 150 100 120 150 100 120 150
Huile de tournesol sans AH 100 1.00 0.00 0.00 0.35 0.00 0.00 0.00 0.75 0.00 1.00 0.00 0.00 0.03 0.00 0.00 0.42 094 0.00
Huile de tournesol sans AH 120 0.00 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.65 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00 0.02
Huile de tournesol sans AH 150 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.24 0.00 0.40 0.66 0.00 0.00 1.00 0.00 0.76 0.04 0.00 0.85 0.55
Huile de tournesol AH1 100 0.35 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.00 0.77 0.00 0.03 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.00 0.87 0.00
Huile de tournesol AH1 120 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.51 0.16 0.00 0.00 0.76 0.00 1.00 0.03 0.00 0.86 0.46
Huile de tournesol AH1 150 0.00 0.00 0.24 0.00 0.00 1.00 0.00 0.33 0.22 0.00 0.00 0.04 0.00 0.03 1.00 0.00 0.68 0.25
Huile de tournesol AH1+AH2 100 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00 0.68 0.00 0.42 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00 0.95 0.00
Huile de tournesol AH1+AH2 120 0.75 0.65 0.40 0.77 051 0.33 0.68 1.00 043 094 1.00 0.85 0.87 0.86 0.68 095 1.00 0.80
Huile de tournesol AH1+AH2 150 0.00 0.00 0.66 0.00 0.16 0.22 0.00 0.43 1.00 0.00 0.02 0.55 0.00 0.46 0.25 0.00 0.80 1.00
Alpha-tocophérol Alpha-tocophérol
sans AH AH1 AH1+AH?2 sans AH AH1 AH1+AH2
Température 100 120 150 100 120 150 100 120 150 100 120 150 100 120 150 100 120 150
Huile de tournesol sans AH 100 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Huile de tournesol sans AH 120 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Huile de tournesol sans AH 150 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Huile de tournesol AH1 100 - - - 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 - - - 1.00 0.64 0.63 0.00 0.00 0.00
Huile de tournesol AH1 120 - - - 0.03 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 - - - 0.64 1.00 0.99 0.00 0.00 0.00
Huile de tournesol AH1 150 - - - 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.00 - - - 0.63 0.99 1.00 0.00 0.00 0.00
Huile de tournesol AH1+AH2 100 - - - 0.00 0.00 0.00 1.00 0.21 0.03 - - - 0.00 0.00 0.00 1.00 0.74 0.48
Huile de tournesol AH1+AH2 120 - - - 0.00 0.00 0.00 0.21 1.00 0.00 - - - 0.00 0.00 0.00 0.74 1.00 0.72

Huile de tournesol AH1+AH2 150 - - - 0.00 0.00 0.00 0.03 0.00 1.00 - - - 0.00 0.00 0.00 048 0.72 1.00
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Annexe 5. Analyse statistique : Comparaison des pentes et des courbures des cinétiques d’oxydation enregistrées sur 'huile de tournesol oléique (HTO) en
présence ou non d’antioxydants : a-tocophérol (AH1) et acide chlorogénique (AH2) aux différentes températures de chauffage (100, 120 et 150 °C).
Une valeur <0,05 indique une différence significative entre les coefficients (pentes, courbures) des cinétiques.

Diénes conjugués Diénes conjugués
sans AH AH1 AH1+AH2 sans AH AH1 AH1+AH2
Température 100 120 150 100 120 150 100 120 150 100 120 150 100 120 150 100 120 150
Huile de tournesol oléique sans AH 100 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.57 0.00 1.00 0.00 0.00 0.00 0.17 0.00 0.00 0.33 0.00
Huile de tournesol oléique sans AH 120 0.00 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00 0.00 0.86 0.00 0.00 0.14 0.02 0.00
Huile de tournesol oléique sans AH 150 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.02 0.00 0.00 0.11 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Huile de tournesol oléique AH1 100 0.00 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.86 0.00 1.00 0.00 0.00 0.10 0.02 0.00
Huile de tournesol oléique AH1 120 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.18 0.00 0.17 0.00 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.72 0.00
Huile de tournesol oléique AH1 150 0.00 0.00 0.02 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.87 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.34
Huile de tournesol oléique AH1+AH2 100 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.00 0.14 0.00 0.10 0.00 0.00 1.00 0.15 0.00
Huile de tournesol oléique AH1+AH2 120 0.57 0.00 0.00 0.00 0.18 0.00 0.00 1.00 0.00 0.33 0.02 0.00 0.02 0.72 0.00 0.15 1.00 0.00
Huile de tournesol oléique AH1+AH2 150 0.00 0.00 0.11 0.00 0.00 0.87 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.34 0.00 0.00 1.00
Hydroperoxydes Hydroperoxydes
sans AH AH1 AH1+AH2 sans AH AH1 AH1+AH2
Température 100 120 150 100 120 150 100 120 150 100 120 150 100 120 150 100 120 150
Huile de tournesol oléique sans AH 100 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.00 0.16 0.00 0.00 090 0.00
Huile de tournesol oléique sans AH 120 0.00 1.00 0.00 0.00 0.00 0.08 0.00 0.00 042 0.00 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Huile de tournesol oléique sans AH 150 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Huile de tournesol oléique AH1 100 0.00 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.00 0.12 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.03 0.00 0.00
Huile de tournesol oléique AH1 120 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.09 0.00 0.16 0.00 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.09 0.00
Huile de tournesol oléique AH1 § 150 0.00 0.08 0.00 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.03 g 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.01
Huile de tournesol oléique AH1+AH2 i 100 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 'g 0.00 0.00 0.00 0.03 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00
Huile de tournesol oléique AH1+AH2 2 120 0.00 0.00 0.00 0.12 0.09 0.00 0.00 1.00 0.00 8 090 0.00 0.00 0.00 0.09 0.00 0.00 1.00 0.00
Huile de tournesol oléique AH1+AH2 'g 150 0.00 0.42 0.00 0.00 0.00 0.03 0.00 0.00 1.00 _§ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 o0.01 0.00 0.00 1.00
E Polymeres § Polymeéres
sans AH AH1 AH1+AH2 ‘8 sans AH AH1 AH1+AH2
Température 100 120 150 100 120 150 100 120 150 E 100 120 150 100 120 150 100 120 150
Huile de tournesol oléique sans AH 8 100 1.00 0.74 0.00 - - - - - - 1.00 0.87 0.00 - - - - - -
Huile de tournesol oléique sans AH 120 0.74 1.00 0.00 - - - - - - 8 0.87 1.00 0.00 - - - - - -
Huile de tournesol oléique sans AH 150 0.00 0.00 1.00 - - - - - - 0.00 0.00 1.00 - - - - - -
Huile de tournesol oléique AH1 100 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Huile de tournesol oléique AH1 120 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Huile de tournesol oléique AH1 150 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Huile de tournesol oléique AH1+AH2 100 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Huile de tournesol oléique AH1+AH2 120 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Huile de tournesol oléique AH1+AH2 150 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Alpha-tocophérol Alpha-tocophérol
sans AH AH1 AH1+AH2 sans AH AH1 AH1+AH2
Température 100 120 150 100 120 150 100 120 150 100 120 150 100 120 150 100 120 150
Huile de tournesol oléique sans AH 100 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Huile de tournesol oléique sans AH 120 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Huile de tournesol oléique sans AH 150 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Huile de tournesol oléique AH1 100 - - - 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 - - - 1.00 0.64 0.63 0.00 0.00 0.00
Huile de tournesol oléique AH1 120 - - - 0.00 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 - - - 0.64 1.00 0.99 0.00 0.00 0.00
Huile de tournesol oléique AH1 150 - - - 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00 0.00 - - - 0.63 0.99 1.00 0.00 0.00 0.00
Huile de tournesol oléique AH1+AH2 100 - - - 0.00 0.00 0.00 1.00 0.62 0.76 - - - 0.00 0.00 0.00 1.00 0.74 0.48
Huile de tournesol oléique AH1+AH2 120 - - - 0.00 0.00 0.00 0.62 1.00 0.27 - - - 0.00 0.00 0.00 0.74 1.00 0.72

Huile de tournesol oléique AH1+AH2 150 - - - 0.00 0.00 0.00 0.76 0.27 1.00 - - - 0.00 0.00 0.00 048 0.72 1.00
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Mesure et prédiction de la réactivité des lipides au cours du chauffage d’huiles végétales a haute
température

RESUME - Si les lipides contribuent a la valeur nutritionnelle et sensorielle de nombreux aliments, ils sont
particulierement sensibles aux réactions d’oxydation. Les principaux mécanismes mis en jeu lors de
I'oxydation des acides gras insaturés sont relativement bien connus. En revanche, il est aujourd’hui
quasiment impossible de prédire I'avancement des réactions et souvent nécessaire de recommencer une
nouvelle étude de stabilité oxydative pour tout nouveau couple produit alimentaire / procédé de
transformation. L’objectif de la theése est donc de construire un modéle mécanistique couplé a un modéle
de transfert de 'oxygeéne dans le but de prédire I'avancement des réactions d’oxydation dans un milieu
lipidique continu et dans des conditions expérimentales définies et controlées (température, oxygénation,
composition en acides gras, composition en antioxydants).

Pour cela, un schéma réactionnel visant a détailler 'ensemble des réactions impliquées dans le
phénomene d’auto-oxydation des lipides a été proposé puis un modele stoechio-cinétique a été construit a
partir des valeurs des parametres cinétiques issues de la littérature. La réactivité des acides gras insaturés
présents dans trois huiles végétales d'usage courant (colza, tournesol, tournesol oléique), purifiées de
leurs antioxydants naturels, a été étudiée entre 80 et 180°C, en suivant différents marqueurs d’oxydation
(dienes conjugués, hydroperoxydes, aldéhydes, polymeres). Comme attendu, les cinétiques d’oxydation se
sont avérées dépendantes de la composition des huiles en acides gras, de la température et des conditions
d’oxygénation. L’ajout d’antioxydant(s) a confirmé l'effet protecteur de I'a-tocophérol, qui n’a pas été
amélioré par un enrichissement en acide chlorogénique, acide phénolique naturellement présent dans les
graines de tournesol. Les résultats obtenus ont été utilisés pour valider le modéle développé, dont les
prédictions permettent de reproduire les tendances expérimentales. Deux limitations ont été mises en
évidence au cours de cette phase de validation dont la premiére concerne la description fiable et précise
du mécanisme d’oxygénation du milieu, qu’'il sera nécessaire de mesurer dans une huile a haute
température pour valider le modéle d’oxydation. Par ailleurs, compte tenu du nombre important de
réactions prises en compte, il sera indispensable de disposer d’'un jeu de données expérimentales plus
important, pouvant inclure des intermédiaires radicalaires. Pour cela, les potentialités de la résonance
paramagnétique électronique ont été étudiées au cours de ce travail, a la fois pour suivre les radicaux
lipidiques et pour accéder a des parametres cinétiques pour des réactions radicalaires, peu disponibles
dans la littérature.

MOTS-CLES - oxydation, lipides, acides gras insaturés, huile végétale, colza, tournesol, tournesol oléique, cinétique
réactionnelle, modélisation, résonance paramagnétique électronique.

Measurement and prediction of lipid reactivity during heating of edible oils at high temperatures

ABSTRACT - If lipids contribute to nutritional and sensorial properties of many foodstuf, they are
particularly sensitive to oxidation reactions. The main mechanisms involved in the oxidation of
unsaturated fatty acids are already well-known. However, it is almost impossible to predict the progress
of oxidative reactions and often necessary to develop new studies of oxidative stability for each new food
product / processing.

The aim of this study is to develop a mechanistic model coupled to oxygen transfer in order to predict the
evolution of oxidation reactions in a bulk lipid system and in defined and controlled experimental
conditions (temperature, oxygenation, fatty acids’ composition, antioxidants’ composition).

Thus, a reaction scheme detailing all the reactions involved in the oxidation phenomenon was proposed
and a stoichio-kinetic model was built on the basis of conservation equations and Kinetic parameters
available in literature. The reactivity of unsaturated fatty acids contained in three usual edible oils
(rapeseed, sunflower, high oleic sunflower), previously stripped of their natural antioxidants, was studied
between 80 and 180 °C, following several oxidation markers (conjugated dienes, hydroperoxides,
aldehydes, polymers). As expected, oxidation Kinetics depended on fatty acids’ composition of oils, on
temperature and on oxygen availability. The addition of antioxidant(s) confirmed the protective effect of
a-tocopherol, which was not improved by the enrichment in chlorogenic acid, a phenolic acid naturally
occurring in sunflower seeds. The experimental data were used to validate the model which predictions
reproduce experimental tendencies. Two limitations were identified during model validation. The first is
the accurate description of the oxygenation mechanism of the medium which need to be measured in oil at
high temperatures. Moreover, given the large number of reactions taken into account, it is essential to
havea set of more important experimental data which include radical intermediates. For this, the
potential of electron spin resonance spectroscopy was evaluated in this in order to follow lipid radical
species and access to kinetic parameters of radical reactions, few available in literature.

KEYWORDS - oxidation, lipids, unsaturated fatty acids, edible oil, rapeseed, sunflower, oleic sunflower, oxidation
kinetic, modelling, electron spin resonance.



