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Résumé :

L'olivier est un arbre centenaire connu pour sa rusticité, son fruit appelé olive, ce dernier est soit
destiner a la consommation (olive de table) ou destiner a la production d’huile (olive a huile).
L’huile d’olive est un produit connue par ses vertus ( nutritionnelle et médicinale) il est obtenu par
extraction en utilisant plusieurs mécanismes , il est accompagné par deux types de déchets, les
grignons (résidus solides) et les margines (résidus liquides) riches en composés toxique tels que les
polyphénols qui provoquent un probléme sérieux pour I’environnement .Les pays producteurs, sont
trés touchés par ce phénomene ce qui a nécessité de penser a des traitements ( physique , chimique
et biologique) pour traiter et en conséquence obtenir des sous- produits qui sont considéréscomme
des valeurs ajoutées a I’économie de ces régions. Pour cela, ces produits doivent étre valorisés afin
de les utilisés dans différentes industries (I’industrie agroalimentaire, pharmaceutique, en
textile...etc.), dont la valorisation des margines par fermentation est avérée assez efficace et
rentable. L’utilisation d’une flore fongique telle que Aspergillus ibericus et Candida tropicalis
ATCC750, comme inoculum principale sur un substrat toxique tel que les margines dans des
conditions spécifiques ( fermentation), a permis de produire une quantité assez importante
d’enzymes dites lipases, ce qui a valorisé ces déchets et a permis d’avoir des sous-produits assez

intéressantsqui sont impliqués dans diverses utilisations.

Mots clés: Margines ; valorisation ; Fermentation ; Aspergillus ibericus ; Candida tropicalis

ATCC750 ; Lipases.




Abstract :

Valorisation of vegetable waters by fermentation

The olive tree is a century-old tree known for its hardiness, its fruit called olive, the latter is
either intended for consumption (table olive) or intended for the production of oil (olive for oil).
Olive oil is a product known for its virtues (nutritional and medicinal) it is obtained by extraction
using several mechanisms, it is accompanied by two types of waste, pomace (solid residue) and
vegetable water (liquid residue) rich in toxic compounds such as polyphenols which causes a
serious problem for the environment. Producing countries are very affected by this phenomenon
which required to think of treatments (physical, chemical and biological) to treat and consequently
obtain by-products which are considered as added values to the economy of these regions. The
valorisation of vegetable waters by fermentation is proving to be quite efficient and profitable. The
use of a fungal flora such as Aspergillus ibericus and Candida tropicalis ATCC750, as the main
inoculum on a toxic substrate such as vegetable water under specific conditions (fermentation)
made it possible to produce a fairly large quantity of enzymes called lipases which to valorize this
waste and made it possible to have quite interesting by-products which are involved in various

utilisations.
key words :

vegetable waters ; valorization; Fermentation; Aspergillus ibericus ;Candida tropicalis ATCC750;

Lipases.
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Liste d’abréviations :

ATP : adénosine triphosphate.

Ca(OH) 2 : Hydroxyde de Calcium.
CH, : Méthane.

COI : conseil oléicole intrnational .
CO; : Dioxyde de carbone .

DBO : Demande biologique en oxygene .
DCO : Demande chimique en oxygene .
H,0 : Monoxyde de dihydrogene.
H,S0y : Acide sulfurique .

LA : indice acidité.

LI : indice d'iode.

L.P : indice peroxyde.

L.S : indice saponification .

KOH :peroxyde de potassium.

Log : logarithme.

Mg : milligramme .

nm : nanometre.

O,: dioxygene.

pH : Potentiel hydrogéne.

T : temps.

TCO : le cout total de possession , Total cost of ownership .

U.V : ultraviolet.
% :pourcentage .
MEA : milieu de gélose de malte.

PDA : Potatos Dextrose Agar.
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Introduction générale :

L'olivier est un arbre fruitier ancestral profondément ancré dans les civilisations
méditerranéennes et arabo-musulmanes (Abd elkebir et al.,2020) qui représente un patrimoine
national important dans les pays méditerranéens (Ogab et Zoudji, 2017), avec de diverses variétés
issus de I’espéce Olea europea, est la seule espece qui donne des fruits comestibles dans le genre

Olea, consommeéessous forme olive de table ou huile d’olive .

La production d’huile d’olive a toujours été le principal objectif de la culture de I’olivier et
qui génere des déchets de I’industrie ol€icoles qui représentent des tonnages plus importants que
I'huile d'olive, ces résidus sont toxiques. La toxicité est due a la présence de nombreux polyphénols,
a une DCO et une TCO ¢élevée qui font de ces déchets des composés récalcitrants a la dégradation
naturelle. (Amic et Dalmasso,2013). souvent répandues en 1’état dans la nature, de manicre
incontrolée sur les sols agricoles ou parfois stockées provisoirement dans des cuves, exposant ainsi
les systémes eau-sol-plante, a une pollution iné¢luctable.C’est pourquoi un traitement préalable serait
nécessaire. Leur valorisation peut les transforme en avantage. Grace a la biotechnologie, il est
possible de trouver une solution adaptée a chaque probléme, pour une meilleure gestion des

déchets dans notre environnement. (Afilal et al.,2019).

Différents traitements d’épuration de ces sous-produits liquides sontappliqués : biologiques,
physiques,chimiques.Coliteux et encore insuffisants, ces traitementsconsistent tous a réduire leur
impact sur I’environnement dans divers domaines : compostage, agriculture et méme dansl’industrie

pharmaceutique. (Leulmi,2011).

La valorisation des margines par fermentation en utilisant Aspergillus ibericuset Candida
tropicalis ATCC750. Afin de Produire de lipase, constitue une alternative parmi les solutions
permettant de les valoriserafin de 1’utiliser dans I’Industrie des détergents, Industrie fromagere,

Pharmacie, médical, et la chimie fine.
L’objectif de notre étude est de présenter une synthése bibliographique est de présenter :

- Des généralités sur 1’olivier, fruit d’olive ainsi que I’extraction d’huile d’olive qui génére des

déchets solides et liquides (grignons et margines) et leur valorisation.




- Une second partie d’ou, on traitera le procédé de production de I’enzyme lipase en utilisant les

margines comme substrat en raison de la tolérance des Composés phénoliques de 1'eau végétale .

Chapitre 1 :

L’olivier et ’olive .



I. Olivier :

I.1  Généralité :
L'olivier est un arbre centenaire (Saad, 2009), grace a sa capacité a propager des pousses et

des racines a partir de nombreux bourgeons temporaires situé¢s dans la partie inférieure du tronc
(Dimitrios, 2015) ; trés connu pour son réle dans la participation a 1'équilibre des écosystémes
semi-désertiques, a la protection de I'environnement et au maintien de la biodiversité en fournissant
une zone de protection et d'alimentation pour certaines espéces animales. Il constitue un ¢lément de
fixation des sols et intervient dans la réduction du probléme d'érosion des sols (Gharabi, 2018).
L'histoire de 1'olivier est connue a travers divers civilisation telle que la civilisation gréco-romaine
(Tabti, 2009), actuellement, on le trouve aux Etats-Unis, en Amérique du Sud, en Afrique du Sud,
en Australie, en Syrie et dans la région méditerranéenne (Missat, 2012). En Algérie, il est réparti

sur trois régions : l'est (29%), le centre (54%) et 1'ouest (17%) (Abd elkebir et al ,2020).

I.2  Classification de I’olivier :
Olea europea est la seule espéce qui donne des fruits comestibles dans le genre Olea, elle

appartient a la famille des Oléacées. Sa classification botanique selon [Saad (2009) ; Djeddi
(2014) ; Kadi et Hassaine (2016) ; Hammouda et Zidani (2020)] est comme suit :

Reégne : Plantae.

Sous-régne : Tracheobionta

Embranchement: Spermaphytes(Phanérogames)
Sous Embranchement:Angiospermes

Classe: Dicotylédones(ou Thérébinthales)
Sous-classe: Astéridées(ou Gamopétales)
Ordre:Ligustrales(Gentianales)

Famille: Oléacées

Genre :0Olea

Espéce : Olea europaea.(Linné, 1753)

Cette espece a plusieurs sous especes, mais la plus domestiquée est :
» Olea europaea L. var. Sativa (var. communis) est constituée par un grand nombre de

variétés améliorées, ayant une diversité phénotypique importante et qui donnent une bonne

production. Pour cette sous espece (Saad, 2009), on compte plus de 2000 variétés recensées dans le
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monde (Tableau 01), dont la plupart de ces cultivars proviennent des pays du sud de 1'Europe,

Pays Variétés
Albani Kaliniot
Algérie Chemlal
Argentine Arauco
Chili Azapa
Croatie Lastvoka
Egypte Aggezi Shami
Espagne Alfafara
France Grossane
Grece Adramitinie
Italie Ottobratica

vars et la Gréce 52 cultivars (Boukhari, 2014).

Tableau 1: Exemple de variétés d'olivier dans le monde (Boukhari ; 2014).
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Liban Sourry
Portugal Carrasquenha
Turquie Ayvalik

USA Mission

I.3 Répartition géographique de ’olivier :

Aujourd’hui, I’olivier occupe une superficie estimée a environ 11 millions d’ha (Touami,
2015), répartit a travers le monde dans les régions situées entre les latitudes 30° et 45° (Abd ekebir
et al., 2020), a partir des Etat- Unis, I’Amérique du sud , I’Afrique du sud, 1’Australie, le Japon, la
Chine, I’Iran , la Syrie , le Liban, la Turquie, la Grece, 1’Italie, I’Espagne, le Portugal, jusqu’au
Maroc, 1’Algérie et la Tunisie (Figure 01), avec 900 millions d’arbres cultivés, ou plus de 80%

d’oliviers sont retrouvés en méditerranéens (Touami, 2015) tel que :

Espagne : 250 Millions d’arbres ;
Italie : 185 Millions d’arbres ;
Gréce : 150 Millions d’arbres ;
Turquie : 82 Millions d’arbres ;
Tunisie : 66 Millions d’arbres ;

Algérie : 32 Millions d’arbres.
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-



La carte du monde oléicole
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Figure 01: Répartition de I'olivier dans le monde (Rochambeau,2018).

L’ Algérie fait partie des majeurs pays connus par la culture de olivier, elle est classée 8™
pays au classement mondial apres I’Espagne, 1’Italie, la Grece, la Turquie, la Syrie, la Tunisie et le
Maroc (Touami, 2015). 11 existe 32 millions arbres réparties sur une superficie d’environ 328.884

ha soit 34,09% du verger arboricole national (Abdessemed, 2017 ; Haddou, 2017 ; Iddir, 2020).
Ces derniers sont répartis dans quatre zones (Touami, 2015) (Figure 02):

> Zone de I’Ouest: représente 19% du verger oléicole national et regroupe
principalement : Tlemcen, Ain Timouchent, Mascara, Sidi- Belabes et Relizane, ses terres sont

plaines et irriguées.

> Zone du Centre: représente 56% du verger oléicole national, dont elle
rassemble les wilayas : Ain Defla, Blida, Boumerdes, Tizi Ouzou , Bouira, et Bejaia, ces trois

derniéres wilayas représentent a elles seules 44% de la superficie oléicole nationale.

> Zone de I’Est: représente 23% du verger oléicole national, répartie entre

les wilayas de Bordj Bou Arreridj, Sétif, Mila Jijel, Skikda et Guelma.

> Zone du Sud: répartie entre Biskra et El oued, représente 2% du

verger oléicole national.
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Figure 02: Répartition de l'olivier en Algérie (Abbas et Zitouni,2019).

1.4Exigence de I’olivier :
Les exigences de I’olivier sont réparties en exigences climatiques et édaphiques.

1.4.1 Exigences climatiques :
1.4.1.1 La température :
L’olivier est un arbre thermophile, typique des régions chaudes, il a une habilité a supporter

des températures comprises entre -6°c et 40°c car les températures supérieures a 40°c lui causent
des brilures, des dommages a I'appareil foliaire et la chute des fruits ; les basses températures de -

S5°ca

-6°c sont dangereuses pour 1'olivier car elles empéchent le systéme racinaire de transporter I'eau et
la nourriture vers la partie aérienne (Boukhari, 2014).
1.4.1.2 La pluviométrie :
L'olivier nécessite une pluviométrie beaucoup plus abondante de 350 a 400 mm et la limite
estimée est de 200 mm pour une bonne productivité. Les pluies d'automne (septembre/octobre)

favorisent la croissance et la maturation des fruits. La période d’été est trés importante pour le




développement des fruits, cependant si elle est trop séche, l'irrigation est primordiale pour éviter

une maturation précoce des olives et avoir un meilleur rendement en huile (Iddir, 2020).

1.4.1.3 L’hygrométrie :
L'humidité élevée de 1'air peut étre nuisible a la croissance de 1'arbre. De plus, elle favorise

les maladies cryptogamiques car elle empéche la pollinisation anémophile ; c'est pour cette raison
que cette culture est a éviter a proximité directe de la mer au moins 10 km. A noter qu'une forte
humidité ainsi que la gréle et les gelées de printemps sont des facteurs désavantageux pour la
floraison et la fructification (Boukhari, 2014).

1.4.1.4 La lumiére :
Le photopériodisme n'est pas vraiment important pour les oliviers, mais la lumicre reste un

critére de production de qualité. (Iddir, 2020).
1.4.1.5 Le vent:
Le vent joue un role primordial dans la production. En dépit de son importance, 1'olivier ne
supporte pas les vents chauds qui peuvent provoquer des briilures sur les arbres et lui desséchent les

stigmates au moment de la floraison, ce qui aboutirait a la destruction de la récolte (Iddir, 2020).

1.4.2 [Exigences édaphiques :
L'olivier est capable de s'adapter a tous les types de sols, a part les sols compacts, humides ou

mal drainés. Les sols calcaires jusqu'a pH 8,5 peuvent lui convenir, mais les sols acides pH 5,5 sont

défavorables (Baba hamed, 2017).

1.5 Description morphologique de I’olivier :
L’olivier est un arbre allogame (Gharabi, 2018), de taille moyenne (Kasraoui, 2010), avec

une hauteur de 3 a 10m (Bouassila et Mayouf, 2017), il est a fructification bisannuelle (Kasraoui,
2010) et sa production commence dés I'age de 4 ans (Kaaloul, 2020).

La croissance de I'olivier passe par 4 périodes :

» Période de jeunesse : dure de 1 a 12 ans (Abd elkebir ef al ,2020), c'est la phase de
croissance de la jeune plante, elle est marquée par une multiplication cellulaire trés active surtout au
niveau du systéme racinaire (Baba hamed, 2017).

» Période d'entrée en production : de 12 a 50 ans (Abd elkebir et al ,2020), elle débute
avec l'apparition des premicres productions de fruits jusqu'a l'aptitude de l'arbre a établir une

production réguliere et importante (Baba hamed, 2017).

» Période adulte : de 50 a 150 ans, c'est le stade ou I'olivier a atteint sa taille normale

&



de développement, sa croissance souterraine et aérienne est terminée, il entre en pleine production

(Abd elkebir et al ,2020).

» La période de sénescence : Au-dela de 150 ans. C'est la phase de vieillissement

caractérisée par une régression successive des récoltes (Abd elkebir et al ,2020).

L’olivier est compos¢ de deux systémes, systéme racinaire et aérien (Figure 03) :

e CHTH O Cime ou
houppier

L ror Tronc

P e

Racines

Figure 03: Morphologie de 1'olivier (Aoukli et Cettouhe, 2019)

1.5.1 Systéme racinaire :

L’olivier a un systéme racinaire développé en fonction des caractéristiques physico-
chimiques, ainsi que la texture et 1’aération du sol (Kasraoui, 2010). En effet I’olivier survit aux
périodes de sécheresse par son systéme racinaire qui est assez profond (de 1,25m a 1,80 m). Le
développement latéral des racines permet une bonne alimentation en cas de sécheresse et une

meilleure régulation de son métabolisme (Ogabe et Zoudji, 2017).




1.5.2 Systéme aérien :
Le systéme aérien de I’olivier est composé :

1.5.2.1 Du tronc:

Selon Dimitrios (2015), le tronc d’un jeune arbre est lisse avec une couleur verte, il devient
irrégulier et creux avec le temps, puis en vieillissant la couleur change vers le gris foncé. Le bois
devientcompacte et dur (Abbas et Zitouni, 2019).

1.5.2.2 Des feuilles :

L’ensemble des feuilles, est portée par des rameaux issus d’une charpente de branches
(Baba hamed, 2017) s’¢levant a 7 ou 10 m (Bouassila et Mayouf, 2017), elles sont étroites,
pointues, simple, lisses et persistantes (Dimitrios, 2015 ; Baba hamed, 2017 ; Abbas et Zitouni,
2019), portées par un court pétiole ( Abbas et Zitouni, 2019). Elles sont recouvertes de poils
(Baba hamed, 2017) et contiennent des maticres grasses, des cires, des chlorophylles, des acides

(gallique et malique), des gommes et des fibres végétales (Figure 04) (Abbas et Zitouni, 2019).

La feuille de l'olivier posséde son propre systeéme de protection contre la chaleur de 1'été.
La face supérieure vert foncé exposée au soleil est recouverte d'une pellicule vernissée a travers
laquelle 1'eau peut sortir. L'évaporation se fait par l'autre c6té ou se situent les stomates, organes
composés de pores microscopiques, qui constituent 1'épiderme de la feuille et les minuscules poils
qui les recouvrent. Lorsque 'air est humide, les poils se soulévent et dégagent de la vapeur d'eau.
Lorsque l'air est sec, les poils se collent les uns aux autres pour bloquer 'ouverture des stomates, ce

qui empéche la transpiration (Baba hamed, 2017).

Figure 04: Feuille d'olivier (Abba et zitouni, 2019).
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1.5.2.3 Le fruit :
Le fruit de /'Olea europea est une drupe de forme ovale. Il se constitue d'un péricarpe et d'un

endocarpe (amande, noyau). Il pése de 2 a 12 g, mais certaines variétés peuvent peser jusqu'a 20 g.
L'épicarpe (peau) et le mésocarpe (chair, pulpe) représentent environ 65 a 83 % du poids total.
L'endocarpe (noyau de I'amande) peut varier de 13% a 30%. L'épicarpe est recouvert de cire et

passe du vert clair au noir lorsque le fruit mirit (Dimitrios, 2015).

2 Olive:
2.4 Structure de I’olive :
La structure de l'olive est la suivante (Figure 05) :
> Epicarpe : représente la partie dermique du fruit, généralement imperméable a 1'eau.
» Meésocarpe : c'est la partie la plus intéressante du fruit, elle est composée de cellules
dans lesquelles sont stockées les gouttes de graisse qui formeront I'huile d'olive, il est aussi

appelé la pulpe du fruit.

» L'endocarpe : qui est le noyau, dont la surface comporte des sillons, elle peut étre
lisse, rugueuse ou rabotée.
» Graine ou amande : composée de 1'albumen, tissu de réserve qui enveloppe I'embryon

(Ghout et Hadjem, 2013).

mesocarpe

ou pulpe endocarpe

Figure 05:structure de I'olive (Ogabe et Zoudji, 2017).




2.5 Composition biochimique de ’olive :
Le fruit contient de l'eau (jusqu'a 70%) que 1'on appelle I'eau "végétale". la composition

chimique générale du fruit de l'olive est représentée dans le (Tableau 02), autrescomposés
essentiels sont les pectines, les acides organiques, les pigments, les glycosides et les phénols.

(Dimitrios, 2015).

Tabl
eau
Composants Pourcentage 02:
Eau 50% comp
= 0sitio
protéine 1,6%

n
huile 22% bioch
carbohydrates 19 % imiq

ue de
cellulose 5,8% )
l'oliv
minéraux 1,5% ier
(Dim
itrios , 2015)

2.6 Classification des olives selon I’usage :
Les olives différent par leur utilisation, on trouve celles qui sont destinées a la

consommation en tant que fruit entier appelées « olives de table » (Veillet, 2010), ces dernicres ont

une certaines grosseurs, un contenu riche en pulpe et en noyau, mais faible en huile (Kaaloul,
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utilisé pour la production de I’huile d’olive grace a leur pulpe charnue et riche en huile (Kaaloul,
2020).

En Algérie, il existe un héritage de 164 cultivars autochtones (Figure 06), constitué¢ des trois
types d’olives, les plus cultivés sont : «Chemlel » et « Sigoise » en plus d’autres variétés populaires

comme « Bouricha », « Limli », et «Azeradj » (Tableau 03) (Iddir, 2020).




Figure 06: principales variétés d'olive en Algérie (Iddir, 2020)

Tableau 03: Quelques variétés d'olives en Algérie (Iddir,2020)

Olive

Caractéristiques
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Chemllal

Variétés rustique et tardive.
Fruit est de forme allongée et
D’un poids faible.

Usage : production d’huile.

rendement en huile de 18 a 22%.

Sigoise

Variétés rustiques.
le fruit est de poids moyen et de forme ovoide.

Utilisation : pour la consommation et la

production d’huile.

Rendement en huile de 18 a 22%.

Bouricha

Variété rustique

Fruits fragiles et se détachent facilement.
Productivité faible et alternante.

Utilisation : double aptitude (huile et olives de table).
Rendement en huile : 16 a 20%

Limli

Variété précoce, peu tolérante au froid, résistante g
sécheresse.

le fruit est de poids faible de forme allongge.

utilisée dans la production d’huile.

rendement de 20 a 24%.

Azeradj

Variété rustique.

Fruit a poids fort et de forme allongée.

Utilisée dans la production d’huile et comme olive de
table.

Rendement en huile : 24 a 28%.




Chapitre 11 :

Huile d’olive.

3 Huiles d’olive :
Oleum olivae est un terme latin qui signifie huile d’olive (Wahaltuch et

al.,1870 ;Christopoulou et al., 1995; Fedeli, 1999) ). Cettederni¢re est une substance obtenue par

trituration de 1’olive, dans un moulin a huile spécifique (Cheikh,2016). Elle est apprécié pour ses
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caractéristiques organoleptiques (saveur, odeur fruitées, couleur jaune/verte, ...) (Lassus et Gilette,
2017).La qualité d’huile d’olive varie en fonction du terroir, de la variété (cultivar), du stade de
maturité du fruit a la récolte et des pratiques agronomiques locales utilisées (Cheikh,2016), ainsi

que le systeme d'extraction (Aurel, 2011).

L’huile d’olive est notamment connue pour sa haute teneur en acides gras mono-insaturés
ainsi que d’autres composants mineurs qui affectent le niveau nutritionnel (Benrachou, 2013).
Leurs effets bénéfiques sur la santé humaine sont principalement attribués a sa teneur en composés
phénoliques. Ces derniers deviennent de plus en plus importants en raison de leurs bienfaits sur la
santé grace a leur capacité anti-oxydante naturelle qui attire de plus en plus d'attention dans la
prévention et le traitement du cancer, de l'inflammation et des maladies cardiovasculaires

(Boutata,2017).

3.4 La composition biochimique de I’huile d’olive :
Les composés d’huile d’olive sont classés en deux grands groupes (Bouassila et Mayouf, 2017) :
* Les substances saponifiables qui représentent 96 a 98% de 1’huile, sont composées de triglycérides

et d’acides gras (figure 07).

* Les substances insaponifiables qui représentent 2 a 4% de 1’huile (Bouassila et Mayouf, 2017) :
ce sont principalement des composés phénoliques (antioxydants), tocophérols (vitamine E), les
hydrocarbures, les alcools, les stérols, les chlorophylles et caroténe...etc (Benrachou, 2013),

(figure 07).

------------ Huile(Corps gras) ---------—--————————-

Constituants majeurs96% a 98% Constituants Mineurs2 a 4%
Substances saponifiables Substances insaponifiables.
l l - composés phénoliques ;
Acide gras Glycérol - Hydrocabures ;

- Acide gras saturé ; -Tocophénols ; Stérols ;

- Acide gras mono et poly-insaturés . -Caroténes ; Chlorophylles...

Figure07: composition biochimique d'huile d'olive (Banrechou,2013; Bouassila et Mayouf, 2017).
L'huile d'olive se caractérise par sa richesse en acides gras mono-insaturés, sa pauvreté en acides
gras saturés et en acides gras poly-insaturés et sa faible teneur en vitamine E (Owen etal., 2000). La

composition biochimique d’huile d’olive est représentée dans Le tableau (04) :
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Tableau04: taux des composants biochimique dans I'huile d'olive (Anginot, 2010).

Composés biochimiques Taux

Anti oxydants naturels. Taux(%) élevé
Vitamine E et provitamine A. 0.3%

Acide gras saturés : A.palmitique, A.stéarique, A. arachidique De8a24 %
Acide gras insaturés. De 75290 %
Acide gras mono insaturés : A.ol¢ique (omega9) De 56 a 83 %
Acides gras poly insaturés : A.linolé¢ique et gamma-linolénique

(Omega6), alpha linolénique (omega 3) LB AL
Lipides. 90 %

3.5 L’importance de I’huile d’olive :
Pendant des milliers d’années, 1’huile d’olive a été importante dans toutes les grandes civilisations

méditerranéennes (Gharbi et al.,2013 ) , elle est non seulement connue pour ses effets bénéfiques
sur la santé humaine, (Iddir,2020 ) mais également elle joue un role important dans 1’industrie

agroalimentaire (Cheikh, 2016).

3.6 Importance nutritionnelle et médicale :
L'huile d'olive est excellente pour la santé, en raison de sa richesse en oméga-9, des acides gras

mono-insaturés. Leur consommation est associée a une diminution du risque de maladies

cardiovasculaires et a une baisse des taux de cholestérol total et cholestérol- LDL (“mauvais”
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cholestérol) dans le sang.Elle est également riche en polyphénols, des antioxydants qui freinent le
vieillissement cellulaire et en vitamines K (coagulation sanguine et solidité¢ osseuse) et E (€lasticité

de la peau).(Laura Chatelain, 2020).

L’huile d’olive était, et est toujours, 1'un des plus importants médicaments pour diverses maladies.

Traditionnellement, 'huile était utilisée comme :

- Un antiseptique : poursoigner les petites blessures et traiter les irritations de la peau,

- Un analgésique : pour rhumatismes, douleurs abdominales et les maux d'oreille ;

- Embrocation (préparation huileuse) afin de calmer les douleurs et détendre les muscles.

- Les feuilles d'olivier et les fruits battus étaient €galement utilisés pour apaiser les

glandesenflées (Boskou, 2006).

Néanmoins, d'autres propriétés bénéfiques de 1'huile d'olive sur la santé ont été¢ détectéesces

derniéres années, parmi ces propriétés on a :
- La Prévention et traitement de cancer du sein et du cancer digestif (Lassus et Gilette,2017).

3.7 Importance économique :
Au niveau mondial, la production de 1’huile végétale ne représente qu’un faible pourcentage par

rapport aux autres huilesvégétales(Touzani, 2004). Mais en méditerranée vu sa consommation et
ses bénéfices nutritionnelle et médicale sont appréciés dont la majorité de ces pays représente
d’environ 95% de la production nationale d’huile végétale (Ouadjir et Yahiaoui, 2016). Il ressort
de ces données que le bassin méditerranéen, bien que largement déficitaire en huiles végétales
fluides alimentaires, produit une quantit¢ importante d’huile d’olive. Celle-ci, en tant que
production régionale, revét un intérét stratégique €conomique pour l’ensemble de ces pays

(Touzani, 2004).

3.8 Facteurs environnementaux qui influencent sur la qualité de I’huile d’olive :

3.8.1 Stade de maturité des fruits :
Généralement, on estime que la pleine maturité est atteinte au moment ou aucun fruit vert

ne se trouve sur l'arbre ce qui correspond au moment ou 1'épiderme est entierement coloré (semi-
noir). A ce stade, la teneur en huile est maximale. L'huile atteint une qualité supérieure a ce stade
puisque c'est le point maximum des constituants phénoliques et volatils améliorent la stabilité de

I'huile et agissent favorablement sur ses caractéristiques organoleptiques(Mahhou etal.,2014).

Les fruits récoltés précocement ont un rendement plus bas en huile (Tableau 05) qui est d'un

vert franc et trés fruité avec un faible degré d'acidité. A ce stade, 1’huile est susceptible a 1'oxydation




du fait sa teneur exceptionnellement ¢€levée en chlorophylle, favorisant 1'oxydation en présence de
lumicre qui cause par la suite le rancissement de I’huile. Par contre, si la récolte est retardée, les
fruits donnent un rendement supérieur en huile avec une acidité légerement supérieure, de couleur

jaune paille et généralement moins fruitée (Tableau 05) (Mahhou etal.,2014) .

Tableau 04:la qualité de 1'huile produite selon le degré de maturité des olives (Missat, 2012).

Stade de Fruits cueillis
maturité Précocement Tardivement
Parameétres
Quantité d’huile Faible Plus élevée

Degré d’acidité

( teneur en acide oléique) Faible Un peu plus supérieur
Couleur Verte Jaune
Saveur Fruitée Peu fruitée

3.8.2 Température :
Certaines ¢tudes réalisées dans le bassin méditerranéen ont montré quelorsque la température atteint

0 °C pendant le stade de maturation des fruits,dont elle altére le fruit ce qui affecte la saveur de
I’huile d’olive (Abd elkebir,2020),Les huiles produites dans les régions a températures élevées sont

plusvisqueuses (Ouazzani, 2017).

3.83 Lesol:
La nature, la composition chimique etle pH du sol affectent la qualité¢ de 1'huile. On note que

I’acidité de I'huile des sols calcaire est inférieure a celle de I'huiledes sol argile(Abd elkebir,2020).

3.8.4 L’Altitude :
Les huiles de I’oliveraies cultivées a une altitude €élevée sont plus riches en polyphénols (Boulfane

etal., 2014). Le niveau de l'acide oléique diminue avec l'altitude face a une augmentation relative de
l'acide linoléique. Les huiles obtenues a des altitudes élevées sont caractérisées par une stabilité

oxydative plus importante (Ouazzani, 2017).
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3.8.5 L’Irrigation :
L'olivier est une plante connue pour sa résistance au déficit hydrique. L'huile provenant d'oliveraies

irriguées présente un rapport acide oléique/acide linoléiquevariable avec des taux toujours plus bas
pour I’acide linoléique et un ardme renforcé par rapport a l'huile non irriguée .Plusieurs études ont
montré qu'en augmentant la quantit¢ d'eau, on obtient des huiles a faible teneur phénolique (Abd

elkebir, 2020).

3.9 Procédés d’extraction d’huile d’olive :
Afin de produire une bonne huile d’olive, il est nécessaire que les olives prétes a I’extraction

doivent avoir des qualités exigées : Fruits sains, non écrasés, de couleur homogene, sans 1ésions et

cueillies au stade de maturité (Labdaoui, 2014),ce dernier peut étre précoce ou tardive .

3.9.1 Modalité de récolte :
La modalité de récolte des fruits, est un des facteurs ayant une incidence sur la qualit¢ de I’huile

d’olive (Aoukli et Chettouhe,2019). Selon Sidhoum et al/ (2014)Plusieurs systémes de récoltes

sont décrits. Effectivement il existe plusieurs techniques de récolte :

- Récolte manuelle :C’est la technique la plus favorable afin d’éviter I’écrasement des
fruits.

- Le gaulage : Qui consiste a faire tomber le fruit de I’arbre au sol pour ensuite le récolter
sur des filets.

- Récolte mécanique : Des machines ont été créées pour faciliter la récolte des olives et

gagner plus de temps ( Sidhoum et al., 2014).

3.9.2 L’effeuillage et lavage :
Apres la réception, les olives sont triées et débarrassées grossierement des résidus (feuilles,

rameaux...etc). (Mimouni,2019).Cette opération peut étre effectuée manuellement ou a 1'aide d’un
vibra tamis accompagnés trés souvent d'aspirateurs suivi par un lavage avec de 1’eau froide
(Iddir,2020) . Le non-respect de cette étape conduira a 1’apparition de défauts dont le plus
important est I’obtention d’une huile a teneur plus élevée en chlorophylle ce qui la rendrait plus

sensible a la photo-oxydation (Mimouni,2019).

3.9.3 Broyage:
La fabrication d’huile consiste tout d'abord a broyer les olives. Cette étape est trés importante car la

qualité¢ de I'huile en dépend. En effet, si le procédé n'est pas réalis¢ dans de bonnes conditions, il
risque d'y avoir une détérioration de 1'huile et une perte de certains composés, car le noyau de I'olive

contient un antioxydant, véritable conservateur naturel (Kheribeche,2008).
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- Broyeur a meule en pierre : Le broyeur est un systéeme discontinu couramment
exposé¢ a l'air, il tourne a une vitesse de rotation trés lente. Par conséquent, donnera une huile d'olive
plus oxydée (Iddir, 2020).

- Broyeur a marteaux : Ce broyeur est plus pratique et moins cotiteux, il permet une

extraction haute des composés amers et des substances astringentes(Iddir,2020).

3.9.4 Malaxage :
Le broyage ne suffit pas a briser la totalité des vacuoles contenant 1’huile. Pour faciliter I'extraction

et libérer le maximum d’huile, un malaxage(un systémequi consiste de vis sans fin mécanique) est
appliqué jusqu'a l'obtention d'une pate onctueuse. La pate est amenée dans un bac en inox, dans
lequel tourne une spirale ou une vis sans fin, également en inox. Le malaxage facilite ainsi la fusion
des petites gouttelettes de 1’huile entre elles. Les bonnes conditions de malaxage sont de 30 a 45

minutes a une température de 30°C(Mimouni,2019).

3.9.5 Extraction :
L’extraction de I’huile d’olive a 1’aide des procédés mécaniques présuppose sa libération des tissus

végétaux la contenant, a fin de permettre la réunion des goulettes en des goutes plus grosses.
Jusqu'a la formation d’une phase liquide continue, dans le souci d’augmenter autant que possible la
qualité de I’huile libre, susceptible d’étre extraite mécaniquement.(Azzouni,2017).L’extraction des

huiles d’olives peut étre réalisée par trois méthodes principales :

e Systéeme d’extraction par pression (systeme discontinu) :
C’est un systeme qui utilise des presses métalliques a vis ou Hydrauliques. Sous 1’action de la
pression, la pate d’olive dégage le mott huileux (huile et I’eau végétale), la séparation de I’huile des
margines( eau végétale) se fait, dans ce systeéme par: décantation ou centrifugation (Aggoun-

arhab,2016).Ce processus est Schématisé dans la figure (08).

Grignons d’olives

Réception des Extraction par —)

olives+ Broyage et ression
Peffeuillage et = = Malaxage —) P
lavage



—) Moiit huileux

l

Séparation par décantation

Les margines

Huile
(eau végétale)

Figure 07: Schéma de systéme d'extraction discontinu par presse (Chouchene, 2012)

- Systéme a centrifugation : (en continu) :
Selon Aggoun-arhab (2016), le progrés technologique a permis le développement de systémes
automatiques qui sont moins fastidieux que les presses : il s’agit des décanteurs horizontales

a2 ou a 3 phases ;

- Systéme d’extraction par centrifugation a 3 phases : Les centrifugeuses
horizontales & 3 phases ont été les premicres a étre développées .Ce systeme nécessite deux
centrifugations : la premicre vise a séparer les phases solides et liquides et la seconde a séparer les
phases liquide-liquide (I’huile des margines). Avec ce systeme, il est nécessaire de fluidifier la
masse d’olive, en fonction de sa texture en utilisant une quantité variable d’eau, entre 50 et 70 % a
une température comprise entre 25 °C et 35 °C (Aoukli et Chettouhe,2019).Ce processus est

représenté dans la figure (09).

=3



Effeuillage et lavage

‘

Broyage

Eau +—

Malaxage

'

Centrifugation

r\}mut lgrignnns

l

Séparateur centrifuge

l l

Huile margarine

Figure 08: diagramme de systéme d'extraction continue avec centrifugation a trois phases (Aoukli

et Chettouhe, 2019).

- Systéme d’extraction par centrifugation a 2 phases : SelonClément et al (2009),
ce systéme est plus récent et nécessite 1'ajout d'une quantité réduite d'eau pour séparer trois fractions
(grignon humide, margines et mout d'huile). L'avantage de ce systéme est la réduction de la quantité
des margines et les charges polluante. Ce décanteur a deux phases permet 1’obtention d’un
rendement en huile un peu plus ¢élevé que celui obtenu par le décanteur conventionnel a trois phases

et le systeme de presse (Iddir ,2020).Ce processus est représenté dans la figure (10).

Il faut signaler que le systéme d'extraction influence également sur la qualité de I'huile
d'olive, la dilution des pates d’olives avec de I’eau chaude au cours du systéme de centrifugation, se
traduit par une réduction de la teneur en antioxydants naturels des huiles produites. Cela est di a la
solubilité de ces substances dans I’eau. Les huiles produites par les systeémes de pression et de
percolation sont plus riches en antioxydants naturels. En outre, les huiles obtenues par le systeme de
pression présentent des caractéristiques sensorielles indésirables (odeur de ferment, odeur de moisi

...etc.) par rapport a celles obtenues par le systéme de centrifugation a trois phases (Aurel, 2011).
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Figure 9: diagramme de systéme d'extration continue avec centrifugation a deux phases (Aoukli et

Chettoune, 2019).

3.10 Classification d’huile d’olive :
Selon les procédés d’extraction utilisés on peut classer ’huile d’olive en plusieurs types

(Tableau 06).

Tableau 05:types et catégories d'huile d'olive (Bouassila et Mayouf, 2017).

Type Définitions Catégories
Huile d’olive Obtenue a partir de fruit del’olivier par des | -huile d’olive vierge.
Vierge procédésmécaniques ou d’autres | -Huile d’olive vierge extra.
procédésphysiques.Destiner a la | -Huile d’olive vierge courante.
consommation .

-huile d’olive raffinée.

Huile d’olive C’est huile d’olive vierge qui doivent faire | -huile d’olive : constituée par un
Vierge lampante I’objet d’un traitement avant leur coupage d’huile d’olive raffinée
Consommation .Elle est destinée aux | et d’huile d’olive vierge.

industries du raffinage.

Obtenue par traitement auxsolvants ou | -huile de grignons d’olive brute.

Huile d’olive d’autres procédésphysiques a partir des | -huile de grignon d’olive

|



de grignons d’huilerie.Elle est destinée a la | raffinée.

grignon production du savon. -huile de grignon d’olive.

Concernant les catégories d’huile d’olive de grignons :

- La premiére catégorie est I’huile de grignons d’olive raffinée :Obtenue a partir de I’huile de
grignons d’olive brute par des techniques de raffinage n’entrainant pas de modifications de la

structure glycéridique initiale (COI 2019).

-La seconde catégorie est [’huile de grignons d’olive : Composée d’huile de grignons d’olive

raffinée et d’huiles d’olive vierges propres a la consommation en 1’état (COI 2019).

- La troisiéme catégorie estl’huile de grignons d’olive brute :Obtenue par
traitement aux solvants oud’autres procédés physiquesElle est destinée au raffinage en vue de son

utilisation pour la consommation humaine ou destinée a des usages techniques (COI, 2019).

3.11 L’évaluation de la qualité d’huile d’olive :
Pour évaluer la qualité d’une huile, plusieurs analyses sont réalisées :

3.11.1 Analyses sensorielles (organoleptiques) :
C’est I’examen des propriétés organoleptiques d’un produit par les organes des sens. Il estréalisé

par un groupe de dégustateurs ayant fait 1’objet d’une sélection et d’un entrainementspécifique, qui
se réunissent pour effectuer, sous des conditions controlées, 1’analyse sensorielle de I’huile d’olive

(COI, 2007). En se basant sur :

- La couleur : L'huile d'olive a généralement une couleur jaune verdatre. La couleur de
I'huilevierge est principalement liée a la présence de chlorophylle et de phéophytine, qui assurent
une protection contre l'oxydation dans 1'obscurité. Les caroténoides contribuent également a la
couleur et protégent I'huile de la photo-oxydation. (Richard, 2003).

- L'arome et la saveur : I’huile d’olive est de gott et odeur fruités, générés par les
composésprésents a des concentrations extrémement faibles. En regle générale, le profil
descomposés volatils est influencé par l'olive, la maturité du fruit, les pratiques culturales et les

conditions de traitement dans le moulin a huile (Richard, 2003).
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3.11.2 Analyses physico-chimiques :
La teneur des composés biochimiques d’huile d’olive qui varie d’une qualité d’huile d’olive a une

autre (tableau 08) en fonction de plusieurs facteurs ( pédoclimatique , techniques de récolte ...etc)

sont évaluer en utilisant plusieurs analyses physico-chimique , tels que :

- Indice d’acidité (I.A) : C'est la teneur de I'huile d'olive en acides gras libres produits
par hydrolyse des triglycérides, généralement exprimée en acide oléique et qui représente un
parametre important pour évaluer la qualité d’huile d’olive analysée (Benrachou, 2013).
Le taux d’acidité est un marqueur de la dégradation de 1’huile, qui traduit un traitement sanitaire
avant la récolte, une utilisation d’olives trop mires, de mauvaises conditions de récolte, de
stockage...(Anonyme,2013).

- Indice de peroxyde (I.P) : Le rancissement d’une huile est dii a une oxydation des
acides gras insaturés de 1’huile d’olive. L’indice de peroxyde est un controle de 1’état d’avancement
d’huile d’olive. Plus cet indice est élevé, plus 1’huile est oxydée. Cette oxydation est inéluctable
mais des précautions prises lors de la récolte, de la trituration et du stockage permettent de la
retarder (AgroAgri Instruments, 2013).
L’Indice de peroxyde d’un corps gras représente le nombre demicrogrammes d’oxygene actifs par 1
g de corps gras (Ait Habib et Ouikene, 2017) qui permet d’évaluer 1’état de fraicheur de
I’huile(Benabid, 2009).

- Indice d’iode (L.I) : L'indice d'iode est la masse mesurable d'iode fixée pour 100gr de
corps gras, exprimée en grammes Utilisée pour évaluer le degré d'instauration (Benabid, 2009).
Il nous renseigne sur le degré d’insaturation de 1’acide gras contenu dans une huile donné, il est en
rapport direct avec le degré d’oxydation d’une huile. Plus I’huile est insaturée, plus son indice
d’iode est ¢levé (Moussouni, 2016).

- Indice de saponification(L.S) :Afin de transformer les acides gras libres et les
glycérides contenus dans 1’huile en savon , il est nécessaire de calculer la masse KOH ( peroxyde de
potassium) (Bouassila et Mayouf, 2017).

- Détermination de la teneur en chlorophylle : La chlorophylle est un pigment
responsable de la couleur de I'huile d’olive, elle est impliquée dans les mécanismes d’auto-
oxydation et la photo-oxydation (Benaziza et Semad , 2016).La méthode de dosage de la
chlorophylle est basée sur I’existence d’une bande d’absorption spécifique pour ce composé donné
par un spectrophotometre visible (Ait Habib et Ouikene, 2017).

- Absorbance dans ’ultraviolet (UV) :La détermination des absorbances
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spectrophotométries spécifiques dans 1'UV, aux longueurs d'ondes de 232 et 270 nm, permet
d'évaluer 1'état d'oxydation des huiles (Abdessemed ,2017) et donc peut fournir ainsi des
indications sur la qualité d’une matiére grasse. Ainsi le coefficient d’extinction a 270 nm est un bon

révélateur de la teneur de 1’huile en peroxyde (Benabid, 2009).

- L’indice de réfraction :L’indice de réfraction est un critére de pureté d’une huile. I
varie avec la longueur d’onde de la lumiére incidente ainsi qu’avec la température. I est
proportionnel aux poids moléculaire des acides gras ainsi que leur degré d’insaturation, ce qui
donne une bonne appréciation sur la possibilité d’oxydation (Moussouni, 2016).

- La densité relative : La densité relative a 20°C d'une huile est le rapport de la masse
d'un certain volume de I’huile a 20°C(Bouassila et Mayouf, 2017).La densité relative nous permet

de vérifier la pureté de chaque échantillon de I’huile d’olive (Cheikh,2016).

Une huile d'olive de bonne qualité peut étre consommeée sans subir de traitement conventionnel
apres extraction. La teneur élevée en acides gras libres peut €tre attribuée aux meurtrissures du fruit
lors de la récolte ou a la forte teneur en eau d’olive, ce qui favorise l'action des enzymes et réduit

par la suite la qualité de 1'huile d'olive (Richard, 2003).

Par rapport a d'autres huiles végétales, 1'huile d'olive vierge est un produit de grande valeur, qui
constitue une puissante incitation économique a la falsification, pour cela son profil de

triacylglycérol est un bon indicateur d'adultération (falsification) (Richard,2003).

La production d’huile d’olive a toujours été le principal objectif de la culture de I’olivier. Les
méthodes d’extraction ont évolué mais le processus d’extraction d’huile d’olive (figure 04) reste
toujours le méme. (Abd elkebir et al, 2020) et qui nécessite de grandes quantités d’eau, par
conséquent cette industrie engendre d’importantes quantités d’effluents liquides (les margines)
accompagné par des déchets solides ( grignons)(Leulmi,2011). Tableau (07) la quantité¢ d’déchets

selon le systéme d’extraction.

Tableau 06:Quantit¢ de l'huile et les déchets oléicoles selon le systéme d'extraction (Ouzani,

2017).

Détermination Systéme a deux phases Systéme a trois phases

-



Margines (litres / t d’olive) 80 850-1200
Grignons (kg/t d’olive) 800 500
Huile (% de matiéere fraiche) 2-3 3-4

t : tonne ; % : pourcentage .

Chapitre 111 :

Valorisation des déchets

d’huile d’olive.




4 Valorisation des déchets de I’huile d’olive :

Le développement de I’industrie oléicole et I’importance de la production qui en découle n’est pas
sans conséquence sur I’environnement (pollution de I’air, de sol et de I’eau) . En effet, I’extraction
de I’huile d’olive engendre deux types de résidus : les grignons (résidus solides) et les margines

(résidus liquides) (Fedila et Tibarious, 2016).

4.4 Les grignons :
Les grignons d’olive sont des sous-produits solides essentiellement ligno-cellulosiques, (figure

11)issus de la pression d’olives (Roussasetal., 2009) , ces déchetscontiennent en moyenne28,5%
d’eau, 41,5% de coque, 21,5% de pulpe et un pourcentage non négligeable d’huile(8,5%) (Amic et
Dalmasso, 2013). La composition chimique des grignonspose un sérieux probléme pour
I’environnement (pollution de sol , I’eau) a cause de sa teneur élevée en polyphénols qui est
difficilement biodégradables (Chouchene, 2010), c’est pourquoi un traitement préalable serait

nécessaire.

4.4.1 Valorisation des grignons :
La valorisation des grignons peut représenter des avantages aussi bien environnementaux

qu'économiques (Koukouch et al.,2015), parmi les importantes techniques de valorisation des
grignons est I’extraction chimique en utilisant un solvant afin de produire une huile
secondaire(Amic et Dalmasso, 2013) classée en 3 catégories d’huile de grignon : I’huile de
grignons d’olive brute, 1’huile de grignons d’olive raffinée et 1’huile de grignons d’olive
(COIL,2019) (qui peuvent étre transformées en savon ou malheureusement vendu dans
I’alimentation comme cela se fait dans les pays du maghreb ce qui necessite un raffinage pour la
consommation) (Amic et Dalmasso, 2013), suite a cette extraction chimique on obtient des
grignons déshuilés (Amic et Dalmasso, 2013),les autres techniques de valorisation comprennent
I’utilisation de grignon comme additif pour aliments du bétail, leur conversion en compost et aussi
son usage comme combustible dans les chaudiéres pour différents objectifs (production de 1’eau

chaude,production d’¢lectricité,...),qui nécessitent au préalable 1’abaissement de sa teneur en eau ,
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le processus deséchage est par conséquent une étape incontournable dans sa valorisation
(Koukouch et al., 2015).D’autre part les gringons sont utilisés en biotechnologie comme substrat

pour la culture de champignons filamenteux en fermentation (Roussaset al., 2009).La

figure(12)montre ¢galement de nombreuses possibilités de valorisation desgrignons .

Figure 10: Les grignons en sortie de moulin (Amic et dalmasso, 2013)
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Figure 11: différentes filieres de valorisation des grignons d'olives ( Chouchene, 2012).

4.5 Les margines :
Les margines sont des effluents visqueux provenant de la fraction liquide des olives et de l'eau,

¢ventuellement ajoutée lors du processus de trituration(Fedila et Tibarious,2016).Ces déchets sont
de couleur brune a brune-rougeatre, légérement acide ( pH de 4.5 a 5) caractérisées par une
conductivité¢ électrique trés élevée, avec une forte charge saline ( potassium et phosphates)
(Chouchene,2012), leur composition biochimique comprenddes composés insolubles constitués
essentiellement de pulpes d’olives, matiéres en suspension et colloidales (Aggoun-arhab,2016)ct
des composés solubles tels que les sucres, lipides, sels minéraux et les composés
phénoliques.(Roussaset al., 2009),Cette derniére varie qualitativement et quantitativement en
fonction de nombreux facteurs tels que la variété d’olive, les conditions climatiques, les pratiques
culturelles utilisés, le temps de stockage (entreposage) ainsi que le procédé¢ d'extraction(Ouadjir et

Yahiaoui,2016).

4.5.1 Caractéristiques physico-chimique des margines :
Les margines sont composées de 83% a 94% d'eau, de 4 a 16% de composés organiques et de 0,4 a

2,5% de sels minéraux. Elles possédent deux fractions, I'une minérale constituée de phosphore, de




calcium, de magnésium , et l'autre organique composée de sucre, de pectines , de lipides , de
polyalcools et mono- et polyphénols (Halah , 2003), y compris les protéines facilement
fermentescibles, les acides organiques (acide acétique fumarique glycérique et oxalique, ainsi que
des petites quantités d'huile d'olive émulsionnée, des vitamines et des traces de

pesticides...etc(Mboumard.,2011).

Plus de 50 différents composés phénoliques ont été identifiés dans les margines (Bendjedou et
Selaimia,2020) . Ces derniers se devisent selon le poids moléculaire en 2 classes : les composés a
faible poids moléculaire (tyrosol, hydroxytyrosol, acide p-coumarique, acide férulique, acide
syringique, acide protocatéchuique... etc) et les composés a haut poids moléculaire (tanins,
anthocyanes... etc) ,ces composés ont un pouvoir polluant sur I’environnement (pollution d’air , du sol
et de I’eau) ce dernier est indiquer par la demande biologique en oxygene (DBO) ¢levée (35,5 g/L) et
une demande chimique en oxygene (DCO) (150g/L)(Halah A, 2003),ce qui inhibent le développement
de certains microorganismes bénéfiques a I’environnement (Amic et Dalmasso,2013).
4.6 Impact des margines sur ’environnement :

Les margines, principaux sous-produits de I’industrie oléicole posent un problémeécologique

important pour les pays producteurs (pays du bassin méditerranéen )Cet impact négatif sur

I’environnement s’explique par leur charge élevée en mati¢resorganiques toxiques (particulicrement

les CP peu biodégradables), leur DCO (jusqu'a 320g/L) et DBO (plus de 132 g/L) ¢levées, leur forte

charge saline, et leur pH acide(Ouadjir et Yahiaoui,2016) ,ainsi par leur forte teneur en composés

phénoliques qui se devisent :

» les composés phénoliques a haut poids moléculaire :

Les Margines deviennent de plus en plus noir durant le stockage a cause de I'Auto oxydation et de
la polymérisation ultérieure des Tannins qui sont de faible toxicit¢é mais difficilement

biodégradables.(Mboumard,2011).
> les composés phénoliques a faible poids moléculaire:

Qui sont hautement toxiques mais biodégradables en particulier de types anthocyanes et

monomeres aromatiques,responsable de 1’odeur désagréable(Roussaset al, 2009).
Les pollutions (figure 13) causées par les composants des margines sont :

» Pollution de I’air :La pollution de I'air est causée par la formation de gaz H2S, qui
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entraine la libération d'odeurs désagréables pendant le processus de fermentation qui est liée aux
conditions anaérobies, due a la forte teneur de salinité, ainsi que la charge élevée des micro-

organismes et l'acidité des margines (Bouzera,2017).

> Pollution de Sol : L’augmentation de la salinité des sols et de la diminution du pH, ainsi que

leur forte teneur en composés phénoliques provoquent un changement des caractéristiques physico-
chimiques du sol (Aouadi,2021) ce qui aboutissent a une destruction de la capacité d’échange
cationique du sol(Mboumard,2011), ce qui entraine la destruction la microflore du sol et les

plantes (effets herbicides) (Aouadi,2021).

> Pollution des eaux :L'un des effets les plus évidents de la pollution est la décoloration de

l'eau naturelle due aux tanins des margines. De plus, la teneur élevée en sucre réducteur provoquera
la prolifération de micro-organismes qui l'utilisent comme substrat ce qui réduit la disponibilité de
I'oxygene pour les autres organismes et entraine des déséquilibres dans I'écosystéme aquatique. De
méme, 1'accumulation de phosphore peut conduire a I'eutrophisation des plans d'eau et favorise la
reproduction chez agents pathogénes (Saoudi,2017). En outre ; la teneur en matic¢re grasse forme
une couche a la surface del’eau ce qui peut empécher sa correcte oxygénation ainsi que le passage
de la lumicre, entravant ainsi le développement normal de la faune et la floredans les riviéres

(Gueham,2019).
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Figure 12:Coséquences environnementales des rejets de margines dans le milieu naturel
(Leulmi, 2011).

Le probléme des margines concerne plusieurs secteurs (énergie, environnement,
agriculture,industrie, alimentation humaine, santé publique...) et devrait étre étudié par une
approche globale,pluridisciplinaire, avant de promulguer des lois et directives qui permettent a la
fois la protectionde I’environnement et le transfert de technologie pour le développement durable.
La recherche d’une solution technique plus appropriée s'impose, les solutions

innovantespermettront de transformer le probléme en avantage (Afilal et al., 2019).

4.7 Traitements et valorisation des margines :
Selon Bouzera,(2017), le choix du systéme de traitement appropri¢ pour éliminer la charge

polluante des margines, est li¢ a plusieurs facteurs locaux, a savoir le systéme utilis¢ pour
I’extraction d’huile, la possibilité de stockage et le rapport entre la charge produite par les huileries
et la production locale. Ces procédéspeuvent étre classés selon trois catégories, utilisésseuls ou
combinés :traitements physique, chimique, et biologique, permettront de transformer le probleme
polluant des margines en avantage.Ces principales technologies disponibles pour le traitement et/ou

I’épuration des margines sont présentés dans le Tableau (08).

Tableau 07: Traitements physico- chimique possible des margines(Hamdi, 1993; Agooune; 2016;
Bendjedou et Selaimia,2020).

Traitement Processus Principe

Traitement physique

-



Thermique

Evaporation

naturelle

Ce procédé est utiliser pour stocker les margines dans
des bassins de faibles profondeur. Elles sont ensuite
séchées pendant plusieurs semaines, voire plusieurs
mois selon les conditions climatiques.

Evaporation forcée

C’est un procédé qui repose a introduire des panneaux
évaporateurs au niveau des bassins de stockage des
margines pour faciliter leur évaporation.

Cette technique permet d’améliorer les rendements et
surtout de réduire la surface et le volume des
installations de traitement.

Séchage

Ce procédé Consiste en un séchoir rotatif a axe
Horizontal qui utilise les noyaux broyés ou les

grignons asséchés comme combustible.

Incinération

C’est une technique qui permet d’évaporer d’abord la
phase aqueuse des margines et de bruler ensuite les
matieres organiques. Elle est couteuse complexe et
extrémement gourmandes-en énergie. Elle parait
d’autant moins appropriée lorsque les margines sont
composées a plus de 80 % d’eau.

Tableau 08: Suite de tableau desTraitements physico- chimique possible des margine (Hamdi,

1993 ;Agooune; 2016; Bendjedou et Selaimia,2020).

Traitement

Processus

Principe

Traitement physique

Electrodialyse

L’¢lectrodialyse est un procédé électro-membranaire fondé

sur la dissociation des molécules ionisées en les transférant

a travers des membranes échangeuses d’ions sous 1’effet
d’unchamp électrique. Cette technique est utilisée pour la

récupération des composés phénoliques des margines.

F



Membranaire

Ultra-filtration

Ce procédé repose sur la filtration a travers une
membrane permettant la rétention de macro molécules

de masse moléculaire.

Osmose inverse.

Opération qui permet de séparer une solution en deux
phases : I’'une concentrée et I’autre diluée sous une

pression allant jusqu’a 80 bar

Traitement chimique

Echange Substitution des ions dans la solution en utilisant des
d’ions réactifs chimiques. Afin de produire des Hydrolyse Acide
des corps gras (huile, acides gras,..) qui facilite
leur séparation.
Floculation/ - Usage des produits chimiques ou autres matériaux,
coagulation, dont protéines a longues chaines agissent comme agents
précipitation/ floculants pour les matériaux en suspension.
clarification.

Tableau 08: Suite de tableau desTraitements physico- chimique possible des margine (Hamdi,

1993;

Agooune; 2016; Bendjedou et Selaimia,2020).

Traitement

Processus

Principe

Traitement chimique

Adsorption.

- Adsorption des composés dissous des margines sur une

substance solide. pour les éliminer.




- Le procédé électrochimique est basé sur le phénomene

Oxydation d'¢lectrolyse qui se repose sur une réaction électrochimique
Electrochimique. | dans laquelle un courant électrique passe entre deux

¢lectrodes, ce qui conduit a la dégradation automatique

de la maticre organique présente dans l'effluent.

Ceci est possible grace a unebatterie qui comprend une

anode et une cathode immergée dans le milieu réactionnel.

- Procédés biologiques : (Traitement anaérobie, Traitement aérobie) :

Les techniques de traitement biologique des margines basées sur les processus aérobie et anaérobie
(tableau 09) utilisent des microorganismes (bactéries, champignons, levures) pour oxyder et
dégrader la maticre organique polluante en métabolites simples comme le dioxyde de carbone
(CO2), le méthane (CH4) et les composés aliphatiques. Cependant, l'effet antioxydant des

polyphénols reste le facteur limitant pour ces procédés (Leulmi,2011).

e Processus aérobie : En ce qui concerne le traitement biologique aérobie par boues
activées basés sur l'activit¢é de dégradation microbienne qui transforme la matiére organique
décomposable en éléments minéraux non polluants (Aouadi,2021),il a été prouvé que les margines
doivent étre diluées au moins 80 fois pour que le processus biologique ne soit pas inhibé par les
composés toxiques. En outre, ce systtme aérobie nécessite une énergie trés importante pour

l'aération et le brassage du milieu et il produit des quantités énormes de boues

(Hamadi,1993).(Tableau 09).

e Le processus anaérobie :Les processus anaérobies sont caractérisés par des pools
microbiens qui fonctionnent dans des conditions anoxiques ( manque d’O;) en convertissant les
polluants organiques en biogaz (méthane) et en dioxyde de carbone ou en substances volatiles
hydrogénées (acides gras et alcools) . Tableau (09).Contrairement au processus physico-chimique,
la biodégradation est considérée comme un moyen plus sain, plus efficace et moins coliteux de

réduire les polluants (Aouadi,2021).




Tableau 09: Traitement biologique des margines (Aggoune,2016).

Traitement | Processus Principe

Traitement

Dégradation de La matiére organique par les micro-
Anaérobie organismes anaérobiques afin de produire d’énergie et de
biogaz (méthane, H20, CO2) en utilisant (digesteurs
contact anaérobies, lit de boues a flux ascendant, lit de

Biologique boues a filtre anaérobie).

Utilisation des lipides ou des substances liées aux lipides
seuls ou avec les sucres comme sources de maticre
Aérobie organique par certains micro- organismes lipo-

lytiques (bactéries, champignons et levures) dans des
activéesafin de produire de biomasse, d’acides
organiques et d’enzymes (lipases, laccases,

peroxydase, pectinases...etc)

Pour éliminer ou réduire la pollution causée par les margines, plusieurs techniques physique,
physico-chimique, oxydation avancée, biologique,...ont été abordées. Certaines de ces techniques
ne permettent pas d'éliminer la totalité de la pollution, d'autres sont souvent cotliteuses ou génerent

une pollution secondaire nécessitant un traitement postérieur(Zahari et al., 2013).(Tableau 10).

Tableau 10: les avantages et les inconvénients des différents traitements pour valoriser les

margines (Hamdi, 1993; Sbai et Loukili; 2015 ; Aggoune 2016)

Traitement Avantages Inconvénients
-Produire une solution concentrée Le probléme de ces procédés qui sont coliteux
(pate concentrée), vapeur d’eau et ( énergie , installation) élevés et ne produisent
substances volatiles. pas des substances a valeur ajoutée et n’élimine
pas les substances dissoutes.




- Elimination de la matiére organique et

Ces procédés engendrent ainsi une pollution

Physique des gouttelettes d’huile. solide tres abondante .De plus, a cause de sa
forte concentration en matiére seche et de son
- Réduire jusqu’a 50% des composes état visqueux, la margine cause des
Phénoliques. pollutions environnemental lors des
opérations de filtration et d'ultrafiltration .
-Elimination de I’huile et les matiéres -Le coit de ces procédés est élevé sauf le
en suspension (solide). procédé de coagulation qui est moins chére.
-La coagulation est I'une des méthodes
Chimique les plus efficaces pour éliminer les -La plupart des constituants organiques sont
matiéres organiques en suspension difficile a précipiter ( sucre , phénol ....) .
comprend le traitement des eaux végy
avec des tensioactifs ou certains coagulant
Par rapport a la matiére éliminée, cette
méthode de traitement reste la plus
compléte et certainement la moins chere.
La valorisation des margines par -Hautes charges organiques,concentration
traitement biologique peut accéder ¢élevée en composés phénoliques.
plusieurs domaines tels que la conversion | -Le recours a ladilution desmargines
Biologique des biogaz en énergie ,Alimentation multiplie leur impact. Ainsi que la Production

humaine(production de

champignons comestibles),Laiterie,
industrie pharmaceutique, détergents,
catalyse .I’hydrolyse des triglycérides en

acides gras libres et glycérol.

de Boues.

4.8 Valorisation des margines par fermentation :

4.8.1 Fermentation :

Le mot fermentation présente deux significationsdifférentes pour les biochimistes et les

microbiologistesindustriels.

- En biochimie, les fermentations sont des voies cataboliquesanaérobies au cours desquelles

|



des composés organiques servent a la fois de donneurs et d’accepteurs d’électrons, la synthése

d’ATP étant réalisée par phosphorylation au niveau du substrat.

-En microbiologie et biotechnologie industrielle, le terme fermentation désigne Une seule —
opération qui permet de produire de la biomasse(figure 16), ou des produits de biotransformation
par culture microbienne (Chillet, 2011) utilisant la génie microbiologique, cette opération est
utilisée dans l'industrie alimentaire (agents aromatisants, etc.) et l'industrie pharmaceutique

(Produits médicaux) et production de biogaz...etc. (Frédérick , 2007).

L'obtention des molécules qui ont un intérét industriel se réalisent par la production du produit
intéressant appelé fermenteur ensuite la récupération du produit formé par des techniques douces

comme |'électrophorese, la distillation ou la chromatographie (Frédérick , 2007).

4.8.2 Types de fermentations industrielles :

4.8.2.1 Fermentation appelé fermentation fed batch ou batch alimenté :
C’est une fermentation entre la discontinue et la continue .Le substrat est apporté au fur et a

mesure de sa consommation par les microorganismes (lere partie de substrat est ajoutée au début de
la fermentation et la 2eme partie au moment de la phase exponentielle) afin d'éviter I'accumulation
de substrat dans la réaction (Frédérick , 2007),(Figure 14, figurel5).

4.8.2.2 Fermentation continue ou systéme ouvert:
La solution de nutriment est apportée en continue au réacteur mais une quantité équivalente de
solution fermentée est prélevée. Le volume est donc constant,

4.8.2.3 Fermentation discontinue des micro-organismes dite de type batch :

La cuve est remplie par le milieu de culture stérilis¢€, puis I’inoculum. La fermentation se

déroule ensuite sans addition supplémentaire de milieu. Le volume reste constant et la productivité
est relativement faible. En fin de fermentation, le fermenteur est vidé et son contenu est remplacé

(Hetatache., 2014)( Figure 14).
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Figure 16:Cinétique de croissance et de production d'une fermentation en mode discontinu a
volume variable avec débit d'alimentation exponentiel(Technologies des bioprocédés

industriels,2018).

4.8.3 Criblage et sélection de souches industrielle :
La phase d’isolement de souches consiste a la mise en ceuvre de milieux gélosés spécifiques des

micro-organismes d’intérét. La confirmation de 1’appartenance a une espece se fait a 1’aide de
méthodes biochimique et moléculaire. La sélection des souches est ensuite réalisée sur la base de

différents critéres selon les applications envisagées :

o Exigences nutritionnelles ;

o Résistance aux stress technologiques ou environnementaux ;

o Comportement aprés passage dans un modéledynamique in vitro de digesteur
(Compartiment stomacale et intestinal) ;

o Activités métaboliques ;

o Production de molécules d’intérét ;

Propriétés antagonistes ;

o

(@)

Capacités d’adhésion sur des supports .
4.8.4 Les produits issus de la valorisation des margines par fermentation :
Afin d’éviter les pollutions causées par les margines , les chercheurs ont utiliser ces margines

comme substrat en biotechnologie afin de produire des produits d’intéréts comme :

o Production de méthane a travers digestion anaérobie des margines ;fermentation




méthanique permet la récupération du digestat restant qui est un excellent fertilisant pour

I’amendement agricole.
o Production de I’hydrogene par des voies métaboliques simples ou combinéesgénere des

produits de valeur tels que les pigments caroténoides et poly-hydroxy-alcanoates qui peuvent avoir
des utilisations commercialement viables comme des agents anticancéreux, des colorants

alimentaires et des antioxydants naturels ou, alternativement, comme une source de provitamine A.
o production du composte :Les margines peuvent étre utilisées pour obtenir un compost

fertilisant pour les sols. L’avantage du compost formé a partir des margines est I’absence des micro-
organismes pathogenes avec des concentrations élevées en phosphore et en potassium contrairement

aux résidus solides urbains.
o Production des enzymes industriellesqui rentre dans 1’indutrit de détergents, 1’industrie

agroalimentaire et I’industrie pharmaceutique )peuvent étre produites par des levures et des
champignonsfilamenteux en utilisant les sous- produits d’extraction d’huile d’olive comme

substrats tels que les lipases (Ouadjir et Yahiaoui,2016).

4.8.5Le bioréacteur ( bio-fermenteur) :
Le bioréacteur (ou fermenteur) est une enceinte permettant d’assurer une croissance des micro-

organismes et une production optimale dans un environnement dont les paramétres physiques et

chimiques sont controlés (Chillet, 2011) (Figure 17).

IV.5.6. Applications du bioréacteur :

Les bioréacteurs se présentent sous différentes tailles et formes qui conviennent a une grande
variété d’applications. Cela va des plus petits réacteurs d’une capacité¢ de quelques millilitres aux
grands bioréacteurs pouvant atteindre 100 m*. En régle générale, le débit d’oxygene est de 0,1 a
0,15 fois le volume de travail par minute pour les cultures cellulaires et jusqu’a 2 fois pour les

cultures bactériennes ( Kolder et Oudejans, 2020).

La fermentation se déroule en adoptant le mode de croissance du micro-organisme, dont Une
population microbienne(bactéries, levures) se développe au sein d’un bioréacteur en suivant une
courbe de croissance basée sur la cinétique enzymatique de Michaelis-Menten(Hussenet,2017). La
courbe ci-dessousmontre les différentes phases de croissance d’une population de levure

(Figure 18).
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Figure 14:le matériel d'un fermentateur (Hetatache,2014).

Figure 15: courbe de cinétique microbienne d'une culture liquide de S. cerevisiae dans un milieu de

culture optimal(Hussenet, 2017).

On distingue 6 phases. (I) la phase de latence; (II) la phase de démarrage; (III) la phase

exponentielle donnant un taux de croissance et un temps de division; (IV) la phase de

ralentissement durant laquelle apparait I’assimilation des produits de lafermentation ;(V) la phase

stationnaire accompagnée d’une vacuolisation prononcée et d’un arrét de la division. Cette phaseest

réversible et les cellules repartent plus ou moins rapidement en présence de milieu frais, (N):

|



nombre de micro-organismes (biomasse) ; (t) : le temps; (log N): de la croissance des micro-
organismes.
4.8.6 Procédés de fermentation (figure 19) pour préparer le bioréacteur :
e la fabrication du milieu de culture ;
e la stérilisation du bioréacteur et de ses équipements ainsi que du milieu de culture ;
e lapréparation de I’inoculum ;

e laproduction en bioréacteur ;
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Figure 19 : Les procédés de fermentation pour préparer le bioréacteur (Chillet, 2011).
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Valorisation des margines par
fermentation pour la

production d’enzymes.



5 Etude d’un cas de sous- produits issus de la valorisation des margines par
fermentation :

5.4 Généralité sur les enzymes :
Les enzymes sont des catalyseurs biologiques de nature protéique fabriquées par l'organisme

constituées des milliers d’acides aminés liés en une chaine linéaire .Ces catalyseurs augmentent la
vitesse d'une réaction lente ou imperceptible sans subir aucune transformation en ce qui concerne

leurs structures initiales. Il en existerait environ 15.000 protéines chez I'homme.

Les enzymes jouent un role dans toutes les fonctions, comme la digestion avec des enzymes
intervenant des le stade buccal comme les amylases. Il existe plusieurs types des enzymes tel que ;

lipase, protéase... etc (Maamra et Maissa, 2018).

Seules les enzymes microbiennes produites par fermentation ont connu une expansion significative,
et sont préparées industriellement, car les micro-organismes présentent de nombreux avantages

comme source d’enzymes : croissance exponentielle (Benslama, 2016).

5.5 Roles des enzymes en industries
Les biocatalyseurs, considérés comme de mini usines ou de chaines de production, travaillent avec

une grande rapidité, contrairement aux catalyseurs chimiques.C’est pourquoi I’utilisation de la

biocatalyse remplace a grande échelle de nombreux procédés chimique (Bacchi, 2006).

Le marché des enzymes industrielles, est en plein croissance grace, a la diversification et a
I’apparition de nouveaux domaines d’application tel que I’industrie des détergents, 1’industrie

agroalimentaire etpharmaceutique (Lagrari, 2019).

5.6 Les principales étapes de la production des enzymes :
La production d’enzymes se fait par ’intervention de microorganismes tels que les bactéries et

champignons dans un substrat dont la nature dépend de type d’enzymes a produire. Généralement

pour produire une quantité d’enzymes importantes on utilise des fermentateurs.

Les fermenteurs utilisés atteignent des volumes de 5 a 10 L pour ceux du laboratoire et jusqu’a
500 000L pour les industriels (Madigan et Martinko, 2007). Suivant les types d’enzymes a

produire et les procédés ; la fermentation peut durer de 30 a 150 heures. Elle se fait dans un milieu




riche, ou les paramétres physico-chimiques sont régulés en continu tel la température,pH,
oxygeéne.Pour confirmer le bon déroulement de la fermentation une évaluation de I’activité

enzymatique est effectuée a intervalles réguliers.

Dé¢s que la fermentation est terminée, la culture est refroidie entre 3°C et 5°C et les enzymes
sontrécupérées apres Etre séparées des cellules et du milieu (centrifugation ou filtration). Enfin, les
enzymes sont traitées de fagcon a obtenir une préparation commerciale répondant aux critéres de

pureté et de stabilité souhaités (Benslama, 2016).

5.7 Les lipases :
Les lipases sont des enzymes appartenant a la famille des hydrolases d’esters carboxyliques, qui

dégradent les triglycérides en diglycérides, monoglycérides, acide gras et en glycérol (Aggoune et
Marouf, 2017) ; c’est des protéines monomeres, d’un poids moléculaire de 19 a 60 kDa, leur
activité dépend généralement du pH (neutre) et de la température (basse) (Prem et al, 2020). Ces
enzymes peuvent étre d’origines végétale, animale, ou microbienne (Rihani, 2012).Les lipases
microbiennes ont une grande importance dans différents domaines industriels (laiterie, tannage,
détergents, industrie pharmacologique), grace a leur sélectivité, stabilité, spécificité de substrat

(Véra et al, 2019) et leur simplicité (Rihani, 2012).

L’isolement des microorganismes producteurs de lipases se fait généralement a partir des milieux
extrémes comme la mer morte, 1’ Antarctique, les lacs alcalins, les sources chaudes, les cheminées
volcaniques et les sols fortement contaminés, ce qui offre a ces microorganimes un bon potentiel
pour la production des lipases et une grande résistance aux conditions du milieux (Prem et al,

2020).

En générale les lipases sont produites par la microflore bactérienne et fongique, cependant les
lipases fongiques sont plus demandées, en raison de leur stabilit¢ thermique, stabilit¢ du pH,

spécificité du substrat et leur activité dans les solvants organiques.

5.7.1 Application industrielle des lipases :
Apres la production industrielle des lipases et le conditionnement, ces derniers vont étre appliqués

dans diverses industries :
» Application dans I’industriedétergents :

Utilisées dans les lessives ménageres, pour ¢liminer les taches d’huile et de graisses qui sont
difficiles a enlever, dans ce cas les lipases fragmentent en petits particules les taches (Rihani,

2012).
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» Application dans la biorémédiation :

Les lipases jouent un role dans la biorémédiation, en dépolluant les sols contaminés et les
environnements pollués avec les hydrocarbures et les déchets des industries (Aggoune et Marouf,

2017).

» Application en industrie de cuir:

Leur utilisation permet de réduire la quantité de surfactant et de détergent utilisés, en lavant les
peaux avant le tannage, dans des bains alcalins contenant des lipases pour éliminer les graisse sous

cutanés, afin d’avoir des peaux souples et élastiques (Rihani, 2012).
» Application dans I’industrie du papier :

Pour améliorer la qualité du papier, souvent on utilise les lipases afin de limiter et contrdler la poix

(mélange mou et collant a base de résine et de goudron végétal) (Aggoune et Marouf, 2017).
» Application en pharmaceutique et en médecine :

Les lipases sont utilisées en pharmacologie et en médecine pour la fabrication des traitements de
la perte des cheveux et des maladies du cuir chevelu, également elles rentrent dans le traitement des
tumeurs malignes en tant qu’activateurs du facteur de nécrose tumorale, ainsi que leur utilisation

dans les traitements anti- obésité (Prem et al, 2020).
» Application en production fromagere :

Les lipases jouent un réle important dans ce genre de production, surtout dans I’hydrolyse de la
matiere grasse du lait, I’amélioration de la saveur des fromages et ’accélération de 1’affinage du

fromage (Prem et al, 2020).

Généralement, la production des enzymes (telles que les lipases) est effectuée, en utilisant, deux
types de fermentations ; une solide SSF (pour Solid State Fermentation) et 1’autre liquide ou

submergé SmF (Submerged Ferementation).

5.7.2 Procédé de la production des lipases en valorisant les margines par
fermentation :
Dans cette dernicre étapes de notre synthése bibliographique et dans le cadre de la valorisation par

fermentation des margines issus de I’industrie de I’huile d’olive on s’est intéressé aux étapes
aboutissant a la production de lipase comme sous- produit a valeur ajoutée. Notre étude est basée

sur des travaux scientifiques publiés sous forme d’articles ou on a essayé de comparer les
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différentes étapes du procédé avec les différentes publications. Tous cela rentre dans le cadre de la
détoxification des margines et la décomposition des composés phénoliques contenus dans ces
derniére, ce qui peut non seulement permettre d’obtenir des produits a valeur ajoutée mais aussi de

bioremédier ces déchets et protéger I’environnement des différentes pollutions.

11 est a signalé que la production de lipases est toujours a 1’échelle de laboratoire.

5.7.2.1 Matériel biologique :
Le matériel biologique est composé de :

5.7.2.1.1 Matériel végétale :
Le matériel végétal de base utilis¢é pour la production des lipases sont les margines qui sont de

déchets liquides de la production d’huile d’olive. elles sont collectées de différentes huileries a
différents systeémes d’extraction, puis transportées au laboratoire ou elles subissent une filtration ,
centrifugationet purifier , puis subiront un controle consistant a faire une série d’analyse physico-
chimiques portant sur les paramétres suivants pH, DCO, TN, taux de composés phénolique, sucres
réducteurs et lipides, afin d’évaluer la qualité de 1’échantillon. D’aprés les travaux de (Vera et al,
2019), les marginessontfiltrées et centrifugées avant leur utilisation ; alors que dans les
expérimentations de (Luis et al, 2012), dans les deux cas les margines sont stérilisées a 120°C

pendant 20min pour les utiliser comme substrat.

5.7.2.1.2 Matériel microbien :
Les souches qui sont utilisées dans la production des lipases, sont généralement issus de la flore

fongique, elles sont isolées, identifiées, et référencées,puis conservées dans des banques de
données (Luis et al, 2012;Brunaet al, 2021).
5.7.2.2 Préparation d’inoculum :

Plusieurs souches fongiques (Aspergillus et Candida) (voir annexell) ont été utilisées afin de
produire des lipases par fermentation dans le cadre de la valorisation biotechnologique des
margines. Les souches qui étaient au préalable conservées au laboratoire vont etre ensemencées
dans un milieu de culture afin de vérifier leur pureté et leurviabilité. PourCandida (Bruna et al
,2021)a utilisé lemilieu YPD et pour 4Aspergillus(Luis et al, 2012) a utilis¢ des plaques de gélose
de malte (MEA).
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5.7.2.3 La pré- fermentation :
C’est une étape qui prépare le microorganisme a produire les lipases et permet 1’évaluation du taux

de la production et I’activité du produit synthétisé mais elle est précédée par une vérification de la
capacité de ses souches a produire les lipases pour cela dans la majorité des travaux mentionnés les
auteurs ont utilis¢ des plaques de 96 puits et des boites des pétries (Luis et al, 2012 ;Bruma et al,
2021). Généralement, la pré- fermentation est réalisée dans des fioles de 250 ml ou 500 ml, ou le
milieu de culture (margines) a qui on ajoute de I’azote(Bruma et al, 2021) et les minéraux (Luis
et al, 2012) est inoculé avec les souches a intérét. Pour évaluer 1’effet des éléments ajoutés aux
margines sur le développement des souches inoculées un controle quotidien de certains
parametre(pH, température ...)a été réalisé.
5.7.2.4 La fermentation en bioréacteur de laboratoire :
Aprées une pré-culture et préfermentation I’inoculum est ajouté au substrat stérile contenu dans le
bioréacteur, il est a signaler que dans le majorité des expérimentationréalisées, les fermentateurs
sont de petits volumes (2L).durant tout au long de I’incubation des controles quotidiens de certains
parametres comme le pH,la température, la vitesse d’agitation; afin de s’assurer du bon
déroulement de la fermentation (Luis et al, 2012 ; Bruna et al, 2021).
5.7.2.5 Extraction et purification :

A la fin de la fermentation et apres filtration et centrifugation le surnageant est récupéré et va subir
une extraction et purification par chromatographie puis une immobilisation en utilisant un support
en cellulose modifiée, argile, charbon actif et des morceaux de briques ou de matériau poreux, qui
sont utilisées pour séparer les lipases. Ces derniers doivent subir une série de test de pH, activité,
stabilité a des températures différentes, leur spécificité par rapport a I’acide gras ainsi que leur point

isoélectrique dans la région acide et basique.




Conclusion :

L’olivier est un arbre trés connue dans le monde entier, pour son fruit I’olive qui est utilisé

dans la production d’huile d’olive.

La production de I’huile d’olive, est une industrie trés importante dans la région
méditerranéenne, surtout en Algérie. Elle est trés riche en antioxydant et en vitamines, la raison
pour laquelle, est beaucoup utilisée dans nombreux domaines (en médecine, en cosmétologie ....) ;
son extraction se fait selon des systémes (systéme a deux phases et a trois phases), chaque systeme

dégage des déchets solides (grignons) et liquides (margines).

Les margines sont des déchets liquides issus de I’extraction d’huile d’olive, elles sont de
couleur brune a brune- rougeatre, connu pour leur effet polluant due a la forte teneur des composés
phénoliques ; malgré que leur effet polluant élevé , ces effluent sont soit brulées, soit jetées
directement dans 1’environnement, ce qui induit a la pollution des sols, des eaux et méme la

pollution de I’air, pour cela I’ Algérie pense a valoriser ces dernieres .

Ces eaux de végétation sont valorisées pour avoir de nombreux produits comme les
biofertilisant, les biopesticides, les antibiotiques, les enzymes et d’autres produits a valeur ajoutée
utilisés dans différents domaines tel que 1’industrie, la médecine, 1’agronomie ...etc. en plus de
I’exploitation de ces sous-produits oléicoles , la valorisation nous permet de protéger et remédier
I’environnement des différents polluants organiques et chimiques qui participent au déséquilibre de

I’écosysteme et la destruction de la chaine trophique ainsi que la protection de la santé humaines.

On peut valoriser les margines par plusieurs méthodes la plus récente est la valorisation
biotechnologique des margines par fermentation en utilisant des microflores fongiques come

Aspergillus et Candida (Annexell), particulierement leur valorisation pour la production des




enzymes spécialement les lipases. Cette production passe par la récupération des margine et leur
filtration puis prépare 1’inoculum un procédé qui au préalable a criblé, identifié, et testé ensuite on
fait une fermentation dont les conditionsphysico-chimiquescontrolées, une cette derniére est

terminée, on procede a I’extraction, purification et caractérisation.

Beaucoup de travaux de recherches au niveau des différentes universités Algériennes sont au
cours de la recherche pour remédier aux problémes de pollution due aux rejets anarchique des
margines dans 1’environnement et cela peut avoir des conséquences positives sur I’écologie et
I’environnement en méme temps sur 1’économie car cette valorisation va engendrer de divers sous-

produits a valeur ajoutée qui seront appliquer dans plusieurs domaines.

En perspectives il sera intéressant d’approfondir et de varier ses études de la valorisation afin de les

appliquées a 1’échelle industriel.
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Glossaire :

1.Plante allogame : c’est une plante qui est fécondée par le pollen d’une fleur de la méme espece.

2.Fructification bisannuelle : c’est un phénoméne cyclique qui en alternance chez les arbres
fruitiers ou une année ont une forte production en revanche 1’année qui suit avec a une faible

production.

3.Maladie cryptogamique : appelée aussi maladie fongique, c’est une maladie causée par des

champignons filamenteux chez les plantes.

4.Pollinisation anémophile : ou anémophilie, c’est un mode de pollinisation dans laquelle les

gametes males et femelles des végétaux sont transportés par le vent.
5.Trituration :broyage

6.Sol calcaire : On parle de sol calcaire lorsque la terre contient de 10 a 30% de carbonate de

chaux, toujours associ¢ a de l'argile, ce qui donne une terre en outre plutdt collante...

7.déficit hydrique (stress hydrique) : est sécheresse lorsqu’il ya manque d’eau (pluies tardives ;

absence d’irrigation..).

8.vibra tamis : Un moteur vibrant est directement fix¢ a l'extérieur du tamis pour fournir la

vibration qui agite les poudres pour 'action de tamisage.

9.0liveraie irriguée : irriguer est un verbe signifiant que 1'on apporte de I'eau dans un endroit sec.
C'est donc l'action de mouiller jusqu'a ce que la terre soit assez gorgée d'eau pour rester humide un

certain temps.
10.Pate onctueuse : douce et moelleuse .

11.Décantation : est une opération de séparation mécanique, par différence de gravité¢ de phases

non-miscibles dont 1'une au moins est liquide.




12.Centrifugation: est un procéd¢é de séparation des composés d'un mélange en fonction de leur

différence de densité en les soumettant a une force centrifuge.
13.0nguent : Médicament de consistance pateuse que 1'on applique sur la peau.

14.photo-oxydation : est une réaction d’oxydation qui ne peut se produire qu’en présence d'un

rayonnement.

15.Antioxydant : certaines vitamines, oligo-éléments, certains micronutriments et micronutriments
présents naturellement dans notre alimentation et qui ont pour effet commun d'aider a protéger les

cellules de 1'organisme de I'effet des radicaux libres.
16.Meurtrissures: Taches sur des fruits, des végétaux endommaggés .

17.Rapport acide linoleique et I'acide oléique : ce sont des acides gras mono-insaturés riches en
polyphénols , qui permettent la caractérisation organoleptiquede 1'huile. Ces composés ont un effet

antioxydant, ils sontcapables de bloquer I’autoxydation des acides gras insaturées.
18.0Oxydation d’huile : provoque le rancissement d’huile

19.Lipogeneése : teneur en mati¢re grasse dans 1’olive . c’est le phénomene de transformation en

huile des acides et des sucres du fruit .

20.Moisi —humide : flaveur caractéristique de 1’huile obtenue d’olives attaquées par des

moisissures et des levures suite a un stockage des fruits pendant plusieurs jours dans I’humidité.

21.L’humidité minimale : est dGa I’augmentation du rendement en huile n’est qu’apparente a

cause de la perte d’eau sans gain réel de glycéride.
22.Les indices chimiques :

-Indice d’acidité (I.A):.1l représente la proportion d’acides gras libres, qui apparaissent lorsque les
triglycérides de 1’huile d’olive sont dégradés. Ce taux est exprimé en « grammes d’acide oléique
libre pour 100 g d’huiley.

-Indice de peroxyde(I.P) : C’est la quantité¢ de peroxyde présent dans I’échantillon, exprimée en
milliéquivalents d’oxygeéne actif contenu dans un kilogramme de , oxydant I’iodure de potassium
avec libération d’iode. L’indice de peroxyde nous permet d’évaluer 1’état de fraicheur de 1’huile.
-Indice d’iode (L.I) : L'indice d'iode est la masse mesurable d'iode fixée pour 100gr de corps gras ,

exprimée en grammes, utilisée pour évaluer le degré d'insaturation.
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-Indice de saponification (I.S) : afin de transformer les acides gras libres et les glycérides contenus
dans 1 gramme de corps gras en savon, il est nécessaire de calculer la masse KOH ( peroxyde de
potassium).

-Détermination de la teneur en chlorophylle : La chlorophylle est un pigment responsable de la
couleur de I’huile d’olive, elle est impliquée dans les mécanismes d’auto-oxydation et la photo-

oxydation.

23.Les indices physiques :

- Absorbance dans I’ultraviolet (UV) (analyses spectrophotométries) : La détermination
des absorbances spectrophotométries spécifiques dans I'UV, aux longueurs d'ondes de 232 et 270
nm, permet d'évaluer 1'état d'oxydation des huiles .

- L’indice de réfraction : D’un milieu rapporté a 1’air est déterminé a 20 °C, et rapporté a la
raie D du sodium.

- La densité relative : La densité relative a 20°C d'une huile est le rapport de la masse d'un
certain volume del’huile a 20°C.

- La teneur en eau (humidité%) Il consiste a provoquer le départ d’eau par introduction

d’une quantité connue d’huile dans une étuve .

24.L'eutrophisation : est le processus par lequel des nutriments s’accumulent dans un milieu ou un

habitat.

25.Alduration : Falsification.
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Annexes I : milieux de culture :

A. Milieu gélose a I’extrait de malt (MEA) ou gélose au malt de levure (YMA):
C’est un milieu utilisé pour le dénombrement des levures et des moisissures dans les produits

alimentaires et pharmaceutiques. Il convient également pour I’isolement et I’entretien des souches.

Dans le cas de I’étude réalisée par Luis et al, il a été utilis¢ pour I’isolement et I’entretien des
souches d’Aspergillus ibericus. 1l est composé de : 2% d’extrait de malt, 2% de glucose, 0,1% de

peptone et 2% d’agar.

B. Milieu YPD :
C’est un milieu complet pour la propagation et 1’entretien des levures. Il se compose de : 2% de

glucose, 1% d’extrait de levures et 1% de peptone.
Dans le cas de 1’étude de (Bruna et al, 2021), il est composé de :

» 20 g/L glucose.
» 20 g/L peptone.
» 10 g/L extrait de levure.
» 20 g/L gélose.
Milieu Potato Dextrose Agar (PDA) :

C’est un milieu de culture microbiologique, produit a base du bouillon de pomme de terre et de
dextrose. Il est utilis¢ pour la culture des champignons ou des bactéries qui attaquent les plantes

vivantes.

Annexes II : les microorganismes utilisés dans I’expérimentation :

1.L’espéceCandida tropicalis utilisée dans I’étude de (Bruna et al, 2021) :

Candida tropicalis est une espéce fongique appartenant au genre Candida, elle est asexuée. Ces
colonies sur le milieu Sabouraud dextrose agar (figure 1), sont blanches a créme, avec une texture

crémeuse et un aspect lisse, elles peuvent avoir des bords légérement ridés ; Biochimiquement est

=3



caractérisée par sa capacit¢ de fermenter le glucose, saccharose, maltose et tréhalose, en plus

d’assimiler ces glucides et autres par la voie d’oxydation (Diana et al, 2017).

(A)
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Sabouraud dextrose agar

Figure (01) : colonie de C. tropicalis sur milieu Sabouraud dextrose agar (Diana et al, 2017).

C’est une espéce trés importante pour les applications biotechnologiques grace a sa forte production
de biofilm qui lui permet d’étre résistante aux environnements extrémes ; C’est une levure diploide,
sa taille génomique est de 14,5 Mb, dont 6258 geénes sont codants pour des protéines et la teneur en
guanine- cytosine est de 33,1%, selon certaines ¢tudes le nombre de chromosomes est de 12

chromosomes par cellule.
2.La présentation du genre Aspergillus utilisé dans I’étude de (Luis ez al, 2012) :

Aspergillus sp sont des champignons, ubiquitaires et trés répondus dans le milieu extérieur,
appartenant a la classe des Acomycetes, ordre des Eurotiales, et a la famille des Trichocomacées. Ils
représentent 1 a 7% des de I’environnement ; c’est des micoorganismes qui se développent sur la

matiere organique en décomposition dans les sols, les végétaux ...ect (Damien, 2018).
3.Les caractéristiques d’Aspergillus sp :
3.1Caractéristiques le milieu de culture :

Les Aspergillus sont des champignons cultivables qui présentent une croissance rapide sur milieux
mycologiques standards comme le milieu de Sabouraud additionné d'antibiotiques. Ils poussent
entre 22-25°C et jusqu'a 37°C pour les espéces thermophiles (4. fumigatus). Si nécessaire, leur
fructification peut étre stimulée par repiquage sur gélose Malt ou sur milieu Czapek considérés

comme leurs milieux de référence. La plupart des espéces d'dspergillus sont inhibés par le
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cycloheximide. Apres 24 a 48h de culture, des colonies plates formées de courts filaments aériens
blancs se développent. C'est avec la maturation des structures conidiogenes, entre 48 et 96h selon
les espéces, que les colonies vont prendre une teinte caractéristique. Cette couleur est essentielle a

l'orientation du diagnostic d'espéce (Figure 02) (Damien, 2018).

Aspergiliug Savus Aceaitgics it

Figure 02 : Caractéristique macroscopiques de quelques espéces d’Aspergillus(Damien, 2018).
3.2.Caractéristiques microscopiques :
Les Aspergillus ont un thalle végétatif form¢ des hyphes, fins et réguliers, septés et ramifiés.

Ce champignons est identifi¢ par sa téte, ses conidiophores sont non cloisonnées et sous forme de
filaments dressés, qui se terminent par une vésicule de forme variable, sur laquelle sont disposées
les cellules conidiogénes. Les spores sont toujours unicellulaires de formes variables, globuleuses,
sub
glo
bule
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ure 03) (Damien, 2018).

Figure 03 : caractéristiques microscopiques (Damien, 2018).
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