République Algérienne Démocratique et Populaire

Ministére de ’Enseignement Supérieur Et de la Recherche Scientifique

Université Saad Dahlab -Blida 1-

.b
Faculté des sciences

Département de chimie

Mémoire de Master
Spécialité : chimie des produits naturels

Présenté par :

Saloua BOUKHATEM
Mohamed Riadh BELKEBIR

ETUDE CHIMIQUE D’'UN EXTRAIT PHENOLIQUE
DE MARGINES

Devant le jury composé de :

Y. DAGHBOUCHE Professeur Présidente
O.TOUAFEK MCA Examinatrice
M.EL HATTAB Professeur Promoteur

Septembre 2021



Résumeé

Le présent travail, est mené sur I'étude de la composition chimique d’'un extrait
phénolique de margines, qui sont considérés comme un polluant de lindustrie
oléicole en raison de leurs charge en matiére organique en particulier les
composés phénoliques (0,002 - 11,5 g/L), leurs DCO (16,5 - 190 g/L) et DBO
(41,3 - 46 g/L), leurs salinité élevée et leurs pH acide (4,2 - 5,7).

Les margines sont 'un des sous-produits oléicole qui font actuellement I'objet de
nombreuses recherches scientifiques en raison de leurs composition phénoliques
qui sont visés a explorer leurs propriétés antioxydante et antimicrobienne tant

appréciées dans le domaine thérapeutique, cosmétique et alimentaire.

L’objectif de ce travail est de préparer un extrait de polyphénols totaux (ppt) a
partir des margines par une extraction liquide-liquide au moyen de l'acétate

d’éthyle qui permet d’obtenir de meilleure rendement.

Cet extrait subit un fractionnement sur une colonne chromatographique en mode
gradient (chloroforme /méthanol), avec 100% de CHCIlza 100% de CHsOH suivie
par une séparation sur couche mince afin de regrouper les fractions qui ont des
compositions identiques. Les analyses sur CLHP ont montrés que la composition
majoritaire de I'extrait est des produits polaires de nature phénolique tels que

I'acide gallique que nous avons identifiés.

Les analyses qualitatives ATR-FTIR de I'extrait ppt ont montrés la présence des

zones riches en fonctions chimiques qui indique la présence des produits polaires.

Mots clés : Margines, composés phénoliques, Extraction, huiles végétales,
Analyse chimique, CLHP, ATR-FTIR



Abstract

The present work, is conducted on the study of the chemical composition of a
phenolic extract of olive mill waste water (OMWW), which are considered as a
pollutant of the olive industry due to their load of organic matter especially phenolic
compounds 0.002 - 11.5 g/L, their COD (16.5 - 190 g/L) and BOD (41.3 - 46 g/L),
their high salinity and their acidic pH (4.2-5.7).

The OMWW are one of the olive by-products that are currently the subject of much
scientific research due to their phenolic composition that are targeted to explore
their antioxidant and antimicrobial properties so appreciated in the therapeutic,

cosmetic and food fields.

The objective of this work is to prepare an extract of total polyphenols (ppt) from
OMWW by a liquid-liquid extraction using ethyl acetate which allows to obtain a

better yield.

This extract undergoes a fractionation on a chromatographic column in gradient
mode (chloroform /methanol), with 100% CHCI3 to 100% CH3OH followed by a
separation on a thin layer in order to group the fractions that have identical
compositions. The HPLC analyses showed that the majority of the composition of
the extract is made up of polar products of phenolic nature such as gallic acid that

we have identified.

The qualitative analyses ATR-FTIR of the extract ppt showed the presence of

zones rich in chemical functions that indicate the presence of polar products.

Keywords: Olive mill wastewater, phenolic compounds, Extraction,
vegetables oil, Chemical analysis, HPLC, ATR-FTIR.



Laile

Gl slall G it (Al g Alall sball g Galidival AbaSl 4l Aol 2y Liad Jaad) I
- 0.002 4352l S pall dala g 4y sae 3 ga o Ll sial s @y 505l pian
(] £41.3-46) DBO Js (J /i 16.5-190) e iuslall DCO Il a8/ £11,5
(4.2-5.7) 4asen 4 35 Alle dalag

Gy palall Ginall o ESH Ulls it Al 4 i) 5 ) laie s 4bl) oball yiiad
il s Saall Baliaall 5 5auS saliadll lpailiad CaliSiul ) Cargd ) 4 sl il 53
A1l 5 Apbhanill g dpadlall ¥l & S ity Jaas

Giob e ailall sbadl (e (ppt) ASI Jsiiid sl e paliiine juaad o Jaadl 138 (e Chagll
il 350 50 e Jpanlly ey ) JEY) cilipud alasiuly Jile-Jile padlail

(dsilie [ ausds)508) ol mdas (8 (B 2 silas S dsee o & il Galiiuall 138 acady
zed 4, L Joais &y CH3OH 7100 Y CHCI3 7100 oo 53 e Gk o
Alad) )

Jie A gid Aada <l Ll i A aliied) Gl i dde of HPLC @dllas & ekl
adle Capll i 3 A man
bl Cailla gy die 3hlic 355 ppt paldiva de gl) ATR-FTIR <dlas ekl
Al Clatie dga g ) juds A

Jallail) Alal) ¢gr 3, Gadaial A gldl) il pall | (7 all) Qs sle sdalidal) cilall)
4ibas!) HPLC, ATR-FTIR.



Remerciements

Nous tenons tous d’abord a remercier Dieu, le tout puissant de nous avoir donné

la force et la patience d’accomplir ce mémoire.

En second lieu, nous tenons a remercier le Pr. El HATTAB, notre promoteur pour
la qualité de son encadrement, pour sa patience, sa rigueur et sa disponibilité

durant notre préparation de ce mémoire.

Nous remercions aussi la Doctorante Ait si Said Chahinez pour son aide pratique

et ces précieux conseils.

Nos profonds remerciements pour les membres de jury qui ont accepté d’évaluer

ce travail :

A Mme DAGHBOUCHE.Y, Professeur a l'université Saad Dahlab BLIDA, nous

fait 'honneur d’étre présidente du jury.

A Mme TOUAFEK.O, Malitre de conférence A a l'université Saad Dahlab BLIDA

nous fait 'honneur d’examiner ce travail.

Nous tenons aussi a exprimer nos sinceres remerciements a tous nos professeurs
qui ont contribués a notre formation, pour leurs compétences et leurs soutiens

dans la poursuite de nos études.

Enfin, nous remercions tous ceux qui nous ont soutenus de prés ou de loin a la

réalisation de ce modeste travail.



Dédicace
Du profond de mon ceeur, je dédie ce modeste travail :
A ma Chére mére
Aucune dédicace ne saurait exprimer mon respect, mon amour éternel et ma

considération pour les sacrifices que vous avez consentie pour mon
instruction et mon bien étre.

Je vous remercie pour tout le soutien et I’amour que vous me portez depuis

mon enfance et j ‘espere que votre bénédiction m’accompagne toujours.

Que ce modeste travail soit [’exaucement de vos veeux tant formulés, le fruit de vos

innombrables sacrifices. Puisse Dieu, le trés haut, vous accorder santé, bonheur et
longue vie.

A mon pére, qui m’a toujours encouragée, pour son soutien, son affection et

pour la confiance qu’il m’a accordée.

A ma trés chére sceur mimi, qui n’a pas cessée a me conseiller, encouragée et

soutenir tout au long de mes études. Que dieu la protége et offre la chance
et le bonheur.

A mes petites sceurs, Ikram et Yasmine et mon cheéri petit frere Taki.

A mes meilleures amies, « kaouther et Nesrine » que j’ai passées tous les

bons moments avec eux.

A tous mes cousines, tous les amis que j’ai connus jusqu'a maintenant.

A tous la promotion CPN 2021

Enfin, je remercie mon bindme « Riadh » qui a attribué a la réalisation
de ce projet.

A tous ceux qui me sont chers.

« Saloua »



Dédicace
Cest avec grand plaisir que je dédie ce modeste travail :
A mes tres chers parenis
A Cétre le plus cher de ma vie, ma mére.
A celui qui a fait de moi un homme, mon peére. .
Ce travail représente le fruit de votre soutien, vos sacrifices, et vVos encouragements.
Jamais il n’aurait vu le jour sans les conseils que vous avez consentis pour mon éducation.
Que Dieu le tout puissant vous préserve et accorde santé, longue vie et
Bonheur !
A mes trés chéres seeurs
Pour leur soutien et leurs encouragements tout au long de la réalisation de ce travail.
Que Dieu vous protége et vous accorde une longue vie pleine de santé et de bonheur !
A tous les membres de ma famille
Toute personne qui occupe une place dans mon cceur.
A mes amis et collégues

| tous ceux qui me sont chers, ainsi que tous les gens qui m’ont aidé de prés ou de loin a
At t cher. tous le

Caccomplissement de ce travail et de ma réussite.

« Mohamed Riadh»



«La connaissance s’acquiert par I’expérience, tout le reste n’est que de
linformation »

Albert Einstein



Table des matiéeres

Résumé

Abstract

Uaale
Remerciement
Dédicace

Liste d’abréviations.
Liste des figures.

Liste des tableaux.

Premiére partie: Etude bibliographique

Ta]igeTo (¥ oxi o] g 1o [T 1] = 1 L= RSP 1
[. GENEralites SUI IOlIVIET ... ..uuuiiiiiiiiiiiiiiii e ennennne 4
I.1 Historique de la culture d’oliVIEr ...........ccooiiiiiiiiiiice e, 4
|.2 Caractérisation et origine botanique de l'olivier .............cccccvviiiiiiiiiiiiii, 4
[.2.1 Taxonomie et SYStEMAtIQUE ...........ueiiiieeiiiiiiiiee e 5
1.2.2 Le fruit de POlIVIEr.......ccooviiiiiiiiiiie e 5

[I. Situation OlEICOIE €N AIGEIIE .......uiii i e e e e eeaaaes 6
1 T 11T o 1= RSP 6
[11.1 Processus d’obtention 'huile d’OliVe .............oooviiiiiiiiiicc e, 7
0 =T oo 7
2 1 (1 = 1 o 7
[11.1.3 Séparation des Phases ... 8
[11.1.4 Types d’extraction de I'huile d’OliVe ...........ccceviviiiiiiiieee 9

IV. Sous produits de I'extraction de 'huile d’olive ............ccccooviiiiiiiiiiiiiiieeee, 15
1] (o o 18 o 1[0 o SRRSO 15
V.1 GHIGNONS ..o 15
Y I R = 1 1 ) o SRR 15

IV.1.2 Valorisation des grignoNS ...........uuuuiiiiieeiiiiiiiiiiee e e e e eeeeerie e e e eeeeeees 16



V.2 MAIGINES... .o 16

Y7 R 1< {1 1 1o o 16
IV.2.2 Caractéristiques physico-chimiques des margines.............ooccvvvveeeeennn. 16
IV.2.3 Impact les margines sur I'environnement ............cccccccvvviiiiiiiiiiiiniennnn. 21
IV.2.4 Traitement des margines et leurs valorisations.............cccccceeeiiieeeeeennnns 23

V- COmMPOSES PHENOIGUES ......coeeeiiiiii i e e e e eeaanes 24
VL DETINITION oo 24
V.2 POIYPNENOIS .....eeeic e e e e aaaae 25
V.3 Diversité structurale et source alimentaire............cccoeeeeeiee e, 26
V.4 Classification des composés phénoliqUes ..............ceeeiieeeiiiiiiiiiiiii e, 26
V.5 ROole et fonctions DIOIOGIQUES.........cooviiiiiii e, 27
VI. Composés phenoliques des MargiNeS........cccovveeeeeeeeiiviiiiiie e ee e e e e eeeanns 29
VII. Antioxydants et I'activité antioxydante ..............cccoviiii e 31
VILL INErOAUCTION ..o 31
VL2 DEFINITION .o 31
VII.3 Mode d’action des antioXydants ............cooovvieeiiiiiieeeeeeeee e 32
VII.4 Classement des antioXydantS..........coooeeeeeeiiiieee e 32
VI LeS radiCauX HDIES.......ccoeieeeeeie ettt e e e e e e eeeeees 33
VIHELL DEFINILION .o 33
VIII.2 Nature des radiCauX lIDreS.........oovveiiiiiiiie e 33
VIII.3 Piégeage des radicaux lIDres ... 34
IX. ACLIVItE antiMmICrODIENNES .........uuuuiiiiiiiiiiiieii e neeannnnnnnnes 35
8 A £ 0T [ T4 1 o o SRR 35
IX.2 Les principales substances antimiCrobiennes ............ccccceevveee e, 36
IX.2.1 Les antibDIOtiQUES .........oooviiiiiiiiiiii e 36
IX.2.2 Les cOMPOSES PhENOIIQUES .........uuuiiie e 36

X. Intérét biologiques des produit dérivant des margines.............cccceevvvvvvveeeeeennn. 37

Deuxiéme partie: Etude Expérimentale

[. Matériels €t METNOUES........uuuiiiiiiiiiiii e ennennnes 39
LL MAEEHIEIS ..o 39
[.1.1 Matériel VEgeétal (MargiNes) ..........uuuiiiiiieiiiiieiiee e 39
1.2 APPAIEIIAGE. ... .o 39

1.1.3 Réactifs et produits ChimIQUES...........ccovviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee 40



L2 MEBINOUES . .. e 41

1.2.1 Détermination des propriétés physico-chimiques de la margine............. 41
1.2.2 préparation des extraits phénoliqUES...........ccovviiiiiiiiiiiiieeee e 42
[.2.3 Rendement d’extraction..............ouuuuiiiiiiiiiiiiic e 44
[.2.4 Fractionnement sur colonne chromatographique ............ccccceeeviieerieennnn, 46
1.2.5 Conservation des fraCtioNS ...........coovviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e a7
1.2.6 Caractérisation par Chromatographie sur couche mince (CCM) ............ 48
1.2.7 Révélation de plaque CCM.........oouuiiiiii i e e 49
1.2.8 Caractérisation par HPLC ... 52
1.2.9 Caractérisation par ATR-FTIR .......uiiiiiiiiieie e 52
[I. RESUItat €1 AISCUSSION .....uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitiiiiiitiiibii bbb snnnansnnnnnnnnnnes 53
[1.1 Parametres phySiCO-ChIMIQUES .........cooviiiiiiiiie e e e 53
.12 ACIAItE (PH) & oo 53
[1.1.2 MAtiEre SECHE @ ...cooiiiiiiiiiiieee e 53
[1.1.3 Teneur en eau ou HUMIAIE (TE) .....oeviieeiiiiiiiiiiiie e e 53
[1.2 Extraction des polyPhENOIS .........oooiiiiiiiiiie e 53
[1.2.1 Acidification des MargiNeS: ........couviiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeee e 53
[1.2.2 Rendement d’extraction :..............iiiiiiiiiiiiiiee e 54
[1.3 Analyse des fractions obtenues par CCM ..., 54
[I.4 Résultat de 'analyse par HPLC ..., 54
[1.4.1 Analyse de I'extrait phénoliQUe .........ccoceeriiiiiiiiiiiii e 54
[1.4.2 Analyse des fraCtioNS..........cooviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 55
[1.4.3 ANAlySe deS EalONS........uuiiiiiiiieeie it 58
[1.5 Résultat de 'analyse par ATR-FTIR ..., 60
11.5.1 Région des groupes fonctionnels (4000-1300CM™) .....ccccevvivveviiirennnnen. 60
11.5.2 Région de I'empreinte digitale (1300-900CmM™) .......cccccovvveeiiiiieiiiieeenen. 61
Conclusion

Réféerences bibliographiques



LISTE DES ABREVIATIONS

ADN : acide désoxyribonucléique.

ATR-FTIR : Réfléctance totale atténuée-Fourier Transform infrared.
BHA : butylhydroxyanisole.

BHT : butylhydroxytoulene.

CI50 : concentration de I'antioxydant qui provoque I'inhibition de 50%.
CP : composé phénolique.

CUPRAC : capacité antioxydant par réduction de cuivre.

CEC : capacité d’échange cationique.

CCM : chromatographie sur couche mince.

CC : chromatographie sur colonne.

DBO : demande biologique en oxygéne.

DCO : demande chimique en oxygene.

DPPH : 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl.

ERO : espéces réactive de I'oxygéne.

HPLC : chromatographie liquide a haute performance.

HCI: acide chlorhydrique.

LDL: Low Density Lipoprotein. (Lipoprotéine de basse densité)
MG : matiéere grasse.

MS : matiére seche.

MES : matiere en suspension.

PP : polyphénols.

ppt : polyphénols totaux.

R% : Rendement.

TE : teneur en eau.

THBQ : 2-tertiobutyl-4-hydroxyquinone.



UV : ultra-violet.

(V /V) : (volume /volume).



Figure 1:
Figure 2:
Figure 3:
Figure 4:
Figure 5:
Figure 6:
Figure 7:
Figure 8:
Figure 9:
Figure 10

Figure 11:
Figure 12:
Figure 13:
Figure 14:
Figure 15:
Figure 16:
Figure 17:
Figure 18:
Figure 19:
Figure 20:
Figure 21:
Figure 22:
Figure 23:
Figure 24:
Figure 25:
Figure 26:
Figure 27:

LISTE DES FIGURES

Composition de I'OlIVE .......coovveiiiii e 6
Extraction par presse (méthode traditionnelle)...........cccccvviiiiiiiiiiiennnns 10
Chaine continue a trois phases pour I'extraction d’huile d’olive ............ 11
Chaine continue a deux phases pour I'extraction d’huile d’olive . ......... 11
Systeme d’extraction de I'huile d’olive...........ccoovviiiiiiiiii e, 14
Structure d’un composeé pPhénoliQUE. .......ccooeeeviiiiiiiiiii e, 25
Mécanisme d’action des antioxydants phénoliques ..................ccceeeeeee 35
Acidification des MArgiNES. ...........uuuuuurumimiiiiiiiiiiiii e 42
Délipidation de margine avec 'hexane.............cccooeeeeiiiiiiiiiiiiiiiee e, 43
. Extraction liquide-liquide par I'acétate d’éthyle ............ccccvvrniieinnii 44
Procédé d’extraction des composés phénoliques des margines......... 45
L’aspect de la colonne chromatographique...............cceeiiiieeiiveeeiinnnnnn. 46
FractionNs FECUPEIEES. ......ccceiiiieiice e e ettt e e e e e e e eeaanns a7
Révélation d’extrait sous la lampe UV.........cccccooiiiiiiiiiiiiiiieeeee, 49
Révélation des fractions sous la lampe UV..........ccccccciiiiiiiiiiiiinnnnnn. 51
Chromatogramme HPLC de I'extrait de margine .................ccooeeeee. 55
Chromatogramme HPLC de lafraction 3 ............coooviiiiiiiiecieeie, 55
Chromatogramme HPLC de lafraction 4 ..........cccccoiiiiiiiiieeeeciiinn, 56
Chromatogramme HPLC de la fraction 5.........cccoovvvviiiiiiieeeeieee, 56
Chromatogramme HPLC de la fraction 6 ............coovvvvvciiiieeeeeeeeiiiinnnn, 56
Chromatogramme HPLC de lafraction 7 ............cccciiiiiii e, 57
Chromatogramme HPLC de lafraction 8 . ..........cccvviiiiiiiieeeeiii, 57
Chromatogramme HPLC de l'acide gallique .............cceeevieeeiiieiiiinnnnnnn. 58
Chromatogramme HPLC de I'acide quinique ..........cccccovvveeeiveeeiinnnnnnn. 58
Chromatogramme HPLC de I'acide quinique .............ccooeeeeeeeeeeeeeeen. 59
Chromatogramme HPLC de I'acide pyrocatéchol .............................. 59
Spectre IR de I'extrait phénolique de margines........cccccccvvvvvvviivennnnnnn. 60


file:///C:/Users/MIMI/Desktop/Mémoire%20Master2.docx%23_Toc76727507
file:///C:/Users/MIMI/Desktop/Mémoire%20Master2.docx%23_Toc76727509
file:///C:/Users/MIMI/Desktop/Mémoire%20Master2.docx%23_Toc76727516

LISTE DES TABLEAUX

Tableau 1: Noms vernaculaires de 'oliVIer............cccoovviiiiiiiiie e 4
Tableau 2: Origine botanique de I'Olea eUropea .............uuvviieiieeeeeeieiiiiiiiee e eeeeeeaanns 5
Tableau 3: Comparaison entre les trois principaux systémes d’extraction ........... 13
Tableau 4: Quantité du sous-produit obtenu par les trois types d'extraction. ....... 15
Tableau 5: Principaux caractéristiques des margines ...........cccccceeeeeeviniiviiieeeeeenns 18
Tableau 6: Teneurs des composés minéraux des Margines ..........ccceeeevveeeeereennnns 19

Tableau 7: Conséquences environnementales des rejets de margine dans le

LT T=TU I F= U = P 22
Tableau 8: Les principales classes des composés phénoliques. .............cccccee.... 27
Tableau 9: Activités biologiques de quelques composés phénoliques................. 28
Tableau 10: Les monomeres phénoliques des marginges. ..........ccccccveeeeiieeeeeeeennns 29

Tableaull: Les principaux composés phénoliques polymériques retrouvés dans
(€S MAIGINES ...ttt 31
Tableau 12: Les principales activités biologigues des quatre composeés
phénoliqgues majeurs des MarginesS. ..........ccuuuiiiiieeeeeeeeeeee e 38
Tableau 13: L’appareillage utilisé lors de I'expérimentation @ ............c....ooeeeveeeens 39

Tableau 14: Les produits chimiques utilisés dans notre étude. .............cccccuvvvnnne 40



Introduction Générale

Introduction générale

L’industrie oléicole fait partie de la vie de civilisations méditerranéennes depuis
trés longtemps car l'olivier est une plante emblématique [1]. Elle a toujours
répondu a de nombreux besoins essentiels du quotidien avec notamment I'huile
d’olive produite qui est 'une des huiles le plus prisées en raison de ses qualités

nutritives.

Les pays Méditerranéens sont devenus les plus grands consommateurs,
producteurs et exportateurs des olives et de I'huile d’olive. lls fabriquent
approximativement 90 % du total de I'huile d’olive produits [2]. I'Algérie qui se
positionne aprés I'Espagne, I'ltalie, la Gréce, la Tunisie et le Maroc qui sont
par ordre d’'importance, les plus gros producteurs de I'huile d’olive [3] et a
I'échelle mondiale, elle est le 9™ pays producteur de I'huile d’olive avec une
production de 80.000 tonnes en 2017/2018 de la production
meéditerranéenne[4].
De nos jours, avec la promotion des vertus bénéfiques pour la santé de I'huile
d’'olive, la demande ne cesse d’augmenter et par conséquent la production croit

constamment [5].

Les procédés traditionnels et industriels de fabrication de I'huile d’olive [6] en plus
de leur production principale qui est I'huile, laissent deux sous produits I'un solide
appelé grignon et l'autre liquide appelé margine [7]. Les grignons ne pose pas de
probléemes environnementaux majeurs de fait qu’ils sont réutilisés en industrie et
en agriculture, alors que les margines sont habituellement déchargées dans des
canalisations non adaptées ou directement dans des terres agricoles [6] ce qui
peut avoir un grand impact environnemental sur le sol et sur I'eau en raison de
leur forte phytotoxicité [8]. Cent Kg d’olives produisent en moyenne 35 Kg de

grignon et 100 litres de margines.

Les margines sont des eaux de végeétation génerées lors de I'extraction de I'huile
d'olive vierge. Ces rejets ont un caractére acide et polluant en raison de leur

richesse en matiere organique (composés phénoliques, lipides et des sucres).
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L'olivier est trés riche en composés phénoliques, mais uniquement 2% de la
teneur en phénols totaux du fruit passent dans la phase huileuse, tandis que la
guantité restante est perdue dans les margines (~ 53%) et dans les grignons (~
45%) [9]. La problématique posée par les margines réside principalement dans
leur teneur élevée en polyphénols, 18 a 125 mg/g d’aprés [10]. Ces valeurs
dépassent méme dix fois plus celles de la phase huileuse. D’une part, ces
composeés difficilement biodégradables empéchent les cycles biologiques du sol et

souillent les eaux naturelles [11].

La valorisation de ces résidus est devenue une double nécessité ; écologique et
économique. En effet, elle permettrait de réduire une pollution de plus en plus
conséquente, et de contribuer a 'amélioration de la rentabilité du secteur oléicole.
Cependant, les polyphénols récupérés de ces rejets possedent une large gamme
d’activités (antioxydant, antimicrobien).lls sont identifi€s comme des antioxydants
phénoliques naturels largement utilisés en agroalimentaire. lls sont connus par
leur forte activité inhibitrice contre les radicaux libres. Les consommateurs ont une
préférence pour tout ce qui naturels [12] et rejettent tous les additifs alimentaires
tels que les antioxydants synthétigues qui possedent des effets toxiques et

cancérigenes.

De ce fait, I'exploitation de nouvelles molécules bioactives, ayant des effets
secondaires limités ou inexistants, depuis des sources naturelles et leur adoption
comme une alternative thérapeutique aux molécules synthétiques sont devenues
des objectifs prioritaires pour les recherches scientifiques et les industries

alimentaires et pharmaceutiques.

Notre objectif est de récupérer un extrait phénolique a partir des margines qui été
ramener d’'une huilerie a trois phases. Nous sommes intéressés a I'extraction des

composeés phénoliques et a I'étude chimique de cet extrait.
Le travail sera principalement axé sur les PP totaux extraits de margines brutes.
Pour répondre aux objectifs fixés a ce travail, nous 'avons mené comme suit :

v" Une synthése bibliographique actuelle portant sur :

» Une description de I'huile d’olive et les procédés d’extractions.
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» Sur la caractérisation des margines (rejet de I'industrie oléicole).

» Sur quelques aspects concernant les polyphénols rencontrés dans la

nature en général et dans les margines.
v La partie expérimentale comporte :

» La Deétermination de quelques parametres physico-chimiques de

margines.

» Extraction liquide-liquide des polyphénols totaux & partir des margines

brutes.
» Une étude chimique de I'extrait phénolique récupéré.

Et on termine par une conclusion générale.
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I. Généralités sur ’olivier

I.1 Historique de la culture d’olivier

Parmi les plus vieux arbres cultivés dans le monde apparait I'olivier [13]. L’olivier a
pour origine, la région syro- iranienne [14]. La culture de I'olivier serait ensuite
étendue a un peu partout dans le monde, mais elle se trouve concentrée dans le
bassin méditerranéen [15] qui représente environ 95 % du patrimoine oléicole
mondial [16] Donc, il est trés difficile de reconnaitre la renaissance de l'olivier. Des
fossiles de feuilles datant de six millions d’années ont été découverts a
Mongardino en ltalie, et des restes d’arbres du Xlléme millénaire avant Jésus-
Christ (av-J-C) en bordure du Sahara. En méditerranée orientale, des feuilles
fossilisées datées de 37000 ans av-J-C ont été trouvées a Santorin, ile de la mer
Egée [17].

Tableau 1:Noms vernaculaires de I'olivier [18].

Noms vernaculaires de I'olivier

Francais : olivier (olive)

Anglais : olivetree (olive)

Allemand : olbaum (olive)

Italien : ulivo (olivo)

Espagnol : olivo (aceituna)

Portugais : Oliveira (azeitouna)

Arabe : chajaret azzeitoun (zeitouna)

|.2 Caractérisation et origine botanique de I'olivier

L’olivier est un arbre typiquement méditerranéen, de 6 a 8 meétres de
hauteur, a tronc tortueux et a écorce grisatre, crevassée. Les feuilles, blanc
argenté a la face inférieure, vert grisatre a la face supérieure, opposées,
persistantes, coriaces, lancéolées. Les fleurs, petites et blanches, a quatre
pétales, sont réunies en grappes dressées. Les fruits, olives, sont des drupes

ovoides, vertes puis noires a maturité, a noyau dur fusiforme [19].
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[.2.1 Taxonomie et systématigue

L’espece Olea europaea L. a été nommée par Linné en raison de son aire
géographique. C’est l'uniqgue espece du bassin méditerranéen représentative
du genre Olea. Le genre est appelé Olea et comporte 30 especes différentes
réparties sur la surface du globe. On distingue deux sous-especes, l'olivier
cultivé ou olivier commun Olea europaea sativa et l'olivier sauvage ou

oléastre Olea europaea sylvestris [20 ; 21].

Le tableau 2 présente la classification botanique de l'olivier.

Tableau 2: Origine botanique de I'Olea europea [18]

Regne Plantae
Embranchement Magnoliophyta
Sous- Magnoliophytina
embranchement
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Dialypétales
Ordre Lamailes
Famille Oleaceae
Genre Olea
Espece Olea europea

1.2.2 Le fruit de I'olivier

L’olive est le fruit de I'olivier. C’est une drupe avec une pulpe charnue riche en
matiére grasse, sa forme est ovoide. Ses dimensions sont trés variables suivant
les variétés, sa couleur change au cours de son cycle de maturation passant de la
couleur verte a la couleur violette ou rouge puis noire a maturité complete [22]. La
maturation des olives s’étend sur plusieurs mois, son godt et sa composition

chimique dépendent des conditions de croissance (la latitude, la disponibilité de




Partie | : Etude Bibliographique

l'eau, et la température). La maturation, la récolte et le processus de
développement des olives et I'huile d’olive dépendent fortement des techniques

régionales [23].

Sa composition dépend du sol, du climat et la variété de I'olive, leur contenu est
composé du noyau (17,3% - 23%), d’'amandon (2% - 5,5%), d’épicarpe (2% -
2,5%) et de la pulpe (71,5%-80,5%) par rapport au poids sec de l'olive [24].

Eriucaspe
Fézocarpe ow Pulpe

Endocarme ou pasod

e oA

Armemdon

Figure 1:Composition de I'olive [24].

Il. Situation oléicole en Algérie

La filiere oléicole constitue actuellement un des segments important pour le
développement de I'économie en Algérie. Cependant, le secteur est confronté a
un double défi : Faiblesse des productions et une faible compétitivité-prix. De par
sa situation et ses potentialités naturelles et économiques, I'Algérie doit faire partie
des principaux pays méditerranéens, producteurs d’huile d’olive [25]. L'Algérie se
positionne apres I'Espagne, L’ltalie, la Gréce, la Tunisie et le Maroc qui sont par

ordre d'importance, les plus gros producteurs d’huile d’olive [26].

Le nombre d’oliviers en Algérie est estimé a environ 32 millions et occupent une
superficie de I'ordre de 930000 hectares [15], répartie dans 3 régions : le centre,
I'Est et I'Ouest avec 54.3%, 28,3% et 17% par ordre d’importance.

I1l. Huile d’olive

L’huile d’olive est un pur jus provenant uniquement du fruit de l'olivier a partir
d’'une série d’opération physiques , elle est la meilleure huile végétale et la plus

recommandée car non seulement, elle est appétissante mais aussi elle est trés
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stable, difficilement oxydable, riche en acide oléigue et linoléique, faible en acide
gras saturé et aucun additif n'est ajouté pour allonger sa durée de vie, car elle
contient naturellement des antioxydants qui lui permettent de résister au

rancissement [27]. Leur production doit étre constante et garantir une bonne

rentabilité en termes de qualité et de quantité d’huile.

I11.1 Processus d’obtention I'huile d’olive

Les méthodes d’obtention I'huile d’olive les plus utilisés par les huileries sont
le systeme discontinu par presse et le systéme continu avec centrifugation a
trois phases ou a deux phases. Ces industries produisent, mis a part « I'huile
d’olive » des sous-produits tels que les margines (eaux de végétation) et les

grignons d’olives. L'obtention de I'huile d’olive passe par plusieurs étapes :

111.1.1 Récolte

Pour fabriquer une huile d’olive riche en arbme, délicatement parfumée, et de
bonne qualité, la récolte des fruits est la premiere étape qui doit étre faite

soigneusement enrespectant : la période et la méthode de la cueillette [28].

111.1.2 Trituration

Le procédé d’extraction de I'huile d’olive consiste a broyer 'olive pour éclater
les cellules de la pulpe et libérer I'huile, puis a la séparer par tous les moyens
disponibles (pression, centrifugation et percolation) [29;30], processus est
réalisé par une succession d’opérations: lavage, broyage, malaxage de la

pate obtenue, puis I'extraction proprement dite [14].

111.1.2.1 Effeuillage et lavage

Ces opérations sont effectuées, dans I'ordre par des appareils automatiques
munies d’'un systéme d’aspiration pour I'élimination des feuilles et d’'un bassin a
circulation forcée d’eau, pour le lavage des olives. L'effeuillage et le lavage ont
pour but de débarrasser les olives de toutes les impuretés (terre, cailloux,
feuilles...) [31].
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111.1.2.2 Broyage

Cette opération a pour but de déchiqueter les cellules de la pulpe et de
faire sortir les gouttelettes d’huile des vacuoles de maniére a ce qu’elles
puissent se réunir et former des gouttes aux dimensions plus grandes qui
soient en mesure de se séparer des autres phases, liquides et solides, de
pate. Cette étape est réalisée principalement a l'aide de deux types

d’appareils : broyeurs a meules et broyeurs métalliques [32].

111.1.2.3 Malaxage

L’olive passe dans un malaxeur a pour le but d’homogénéiser la pate et de
détacher les cellules lipidiques. Elle a aussi comme but d’augmenter le
pourcentage d’huile « libre » tout en favorisant, d’'une part, la réunion des
gouttelettes d’huiles en des gouttes plus grosses pour former une phase
continue et, d’autre part, la rupture de I'émulsion huile/eau [32]. Cette étape

est trés importante pour I'amélioration du rendement [33].

111.1.3 Séparation des phases

Cette opération consiste a [27] :

» La séparation des phases liquides-solides : aprés le broyage et le
malaxage, on obtient d’'une pate qui contient la matiere solide et fluide.
La matiere solide appelée grignon est formée de débris de noyaux,
d’épiderme de parois cellulaires et l'autre partie qui est fluide contient
I'huile et I'eau de végétation connue par le nom : margine.

» La séparation des phases liquides-liquides : Les deux phases
aqueuse et huileuse se séparent par une simple décantation ou par
centrifugation. Cette séparation est basée sur la différence de densité

entre I'huile d’olive et I'eau de végétation.
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111.1.4 Types d’extraction de I'huile d’olive

Trois systemes sont utilisés a travers le monde pour I'extraction de I'huile
d’olives a I'échelle industrielle, a savoir le systeme traditionnel par presse, le
systeme de centrifugation a trois phases, le systtme moderne de
centrifugation a deux phases. Actuellement les systemes avec centrifugation
a deux et a trois phases sont les plus couramment utilisés dans le monde
[34].

111.1.4.1 Systéme d’extraction discontinu par presse

Ce systeme de presse correspond a un procédé discontinu qui est
une méthode traditionnelle pour produire I'huile d’olive (figure 2),
utilisant pour accessoires des scourtins a disques filtrants,
traditionnellement en fibre de coco, et désormais en polyéthylene ou
polypropyléne, aux armatures rigides d’acier, parfois de plastique
[14;35]. La pate issue du broyage est empilée sur les scourtins ; a
raison de 5 a 10 kg par scourtins. L’application de la pression sur la
charge des scourtins doit étre réalisée de maniére Progressive. La
durée totale de I'opération de pressage, réalisée en une seule fois,
varie entre 45 et 60 mn [36]. La plupart des moulins utilisent
désormais des presseshydrauliques [35].
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Broyage, malaxage

Ll

Etalement de la pate sur les scourtins

Pressage (extraction)

J\/L | |

Phase liquide (huilé- margine)
I

Séparation liquide /liquide
Décantation gravitaire ou centrifugation verticale

4 | ,,

Huile d’olive Margine Phase solide (grignon)

Figure 2: Extraction par presse (méthode traditionnelle) [33].

111.1.4.2 Systéme d’extraction en continu avec centrifugation

Le procédé continu d’extraction d’huile d’olive utilise un décanteur industriel pour
séparer toutes les phases par centrifugation. Il est basé sur les différences de
densité des composants de la pate d’olives (huile, eau et résidus insolubles). Les
décanteurs, avec des modifications mineurs, peuvent fonctionner soit en systeme

tri-phasique ou bi-phasique :

a) Systéme d’extraction a trois phases

L’extraction de I'huile d’olive se fait a travers des phases successives
(figure 3) contrairement au procédeé discontinu. La pate issue du malaxage
est diluée avec de I'eau avant d’entrer dans le décanteur centrifuge afin

que les différentes phases se séparent selon leur densité comme suit [37]:

o
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*le grignon (p ~1,2 kg/dm) qui va dans la partie la plus €éloignée de I'axe de
tour.

*les margines, ou eau de végétation (p ~1,015 a 1,086 kg/dm) qui se
trouvent sur L’anneau intermédiaire.

* I'huile (p ~0,916 kg/dm) qui reste autour de I'axe [38].

Eau

Elévateur

‘ Broyage l(entrifugation
Olives 3 l i ¥ag Fau :

T Ardies - S P
v,ﬂ o et | _I_' ]

I Malaxeur Huile
Lavage et netoyage des olives Grlghions ‘ Miaegines dolive

Figure 3: Chaine continue a trois phases pour I'extraction d’huile d’olive [36].

b) Systéme d’extraction a deux phases

Le procédé technologique d’extraction de I'huile d’olives fonctionne avec un
systeme de centrifugation a deux phases (huile et grignons humides) qui ne
nécessite pas l'adjonction d’eau pour la séparation des phases huileuses et
solides (figure 4). Ce procédé est dit écologique [36].

Elévateur
2 Novint e (‘mtnfuqalm
Ofives ' Y
4 - Décanteur
g
¢/ ﬂ |
' Malaxeur v Huile
Lavage et netoyage des olives Grignon ‘ dolive
humidifie Impuretés

Figure 4: Chaine continue a deux phases pour I'extraction d’huile d’olive [36].

)
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I11.2 Comparaison des procédés de I'extraction de 'huile d’olive

Aucun procédé n’est parfait, chacun d’eux posséde des avantages et
des inconvénients, le tableau 3 résume une comparaison des principaux

procédés (traditionnel, moderne a trois phases et a deux phases).

5
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Tableau 3: Comparaison entre les trois principaux systémes d’extraction [39] :

Systéme traditionnel “presse”

Systéme moderne a 3
phases

Systeme modeérne a
2phases

Nécessite une importante main
d’ceuvre

Permet de réduire la main d’ceuvre

Faible capacité de production

Grande capacité de production

Altération des huiles apres
exposition de la pate des olives
a l'air libre durant environ 1

heure de trituration parfois plus.

I’air.

Les opérations de transformation se passent en clos,

ce quiprotege I'huile de I'altération par 'oxygéne de

Consommation moyenne d’eau.

Consommation élevée d’eau.

Trés faible

consommationd’eau.

Les huiles extraites sont riches

enantioxydants.

Les huiles extraites sont

pauvres en antioxydants

Les huiles extraites sont

riches en antioxydants.

Généralement 'huile est
relativement acide (le respect

des regles d’hygiéne est difficile)

Faible acidité de I'huile

Grand risque de contamination

Faible risque de contamination

Faible résistance de I'huile &
'oxydation a cause des acides

gras libres.

Faible résistance de I'huile a
'oxydation a cause de sa

pauvreté en antioxydants.

Stabilité de I'huile a

I'oxydation.

Quantité moyenne de margines

Trés grande quantité des

margines

Pas de margines

Faible quantité de grignons
(28 +4%)

Quantité moyenne de
grignons(48 + 4 %)

Grande quantité de
grignons (60 + 4%)
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Opération préliminaire |
- |

Petite quantité d’eau

Grande quantité d’eau

Mot I Grignons J

Grignons + Huile Grignons
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Figure 5: Systéme d’extraction de I'huile d’olive
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IV. Sous produits de I'extraction de I'huile d’olive

Introduction

L’industrie oléicole engendre, en plus de I'huile comme produit principal, de
grandes quantités de sous-produits. L’un liquide : margine 30 % et l'autre solide :
grignon 50 % par rapport aux poids total des olives traitées [40]. Cent kg d’olive
produisent en moyenne 35 kg de grignon et 100 litres de margine. La taille de

I‘olivier laisse en moyenne 25 kg de feuilles et brindilles annuellement [41].

Le tableau 4 regroupe la quantité des sous-produits obtenus par les trois types
d’extraction [42].

Tableau 4: Quantité du sous-produit obtenu par les trois types d'extraction.

Type Grignons (Kg/100Kg margine (Litres /100Kg
d’extraction d’olives i
Traditionnelle 45.5 75
Deux phases 75.5 3.6
Trois phases 57.5 902
V.1 Grignons

IV.1.1 Définition

Les grignons sont les résidus solides issus de la premiere pression ou

centrifugation et sont formés des pulpes et noyaux d’olives [43]. Ce produit peut
étre transformé en un produit destiné a I'alimentation animale ou en huile dite de

grignons d’olive apres extraction chimique [44].
Il existe différentes types de grignons :

Grignon brut : qui est le résidu de la premiére extraction de I'huile
d’olive. Les grignons contiennent 4 a 5 % d’huile quand ils sont bien

épuisés dans le cas d’'une extraction a double pression.

Grignon épuisé : c'est le grignon brut a partir duquel, I'huile est

extraite par solvant. Ce type de grignon est caractérisé par une faible
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teneur en matiére grasse et une faible teneur en eau [45].

IV.1.2 Valorisation des grignons

o Utilisation des grignons d’olive dans l'alimentation animale aprés addition

d’autres composantes (son, cactus, mélasse, fourrage, minéraux...).

o Le grignon d'olive est un combustible de valeur calorifigue moyenne (2950
Kcall/kg).
o Apres séparation de la pulpe du noyau, la pulpe est transformée en pellets

et les noyaux peuvent étre utilisés directement dans les chaudiéres [46].

IV.2 Margines

1V.2.1 Définition

Les margines ou eaux de végétation, dénommés parfois alpechine, ce sont des

sous-produits liquides aqueux obtenus lors de I'extraction de I'huile d’olive, sont de
couleur rouge foncé a noire, d’aspect trouble et une odeur qui rappelle celle de
'huile d’olive [1]. Elles posseédent un caractére faiblement acide avec une
conductivité élevée. Sa couleur noire est due a la présence des polyphénols [47].
Les quantités produites sont abondantes dans l'extraction a 3 phases car elle
nécessite une injection d’eau a la pate avant centrifugation [38]. Elles contiennent
un pourcentage négligeable de I'huile et de matiére solide provenant de la pate

d’olive, ce pourcentage varie en fonction du systéme d’extraction [48].

IV.2.2 Caractéristiques physico-chimiques des margines

Les margines se présentent comme un liquide résiduel aqueux, de couleur
brune rougeatre a noire avec une forte odeur d’olive et un aspect trouble. Leur
pH est acide (4 - 5,5) avec un fort pouvoir tampon et une odeur fétide qui se
développe au fur et a mesure que les margines vieillissent. Elles ont
généralement une forte salinit¢ due a [lajout important de sel pour la

conservation des olives (conductivité supérieure a 10 mS.cm?) [49].

E
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Les changements dans les caractéristiques des margines résultent
4 Lavariété d'olive.
+ Les conditions climatiques.
%  Le Taux de maturation des olives.
% La saison de récolte.
ﬁ_ Le systéme d’extraction mis en jeu qui représente I'élément le plus
important.
ﬁ_ Temps de stockage des olives avant la trituration,
*— Techniques et lieu de stockage,

La caractérisation physico-chimiques des margines est généralement tributaire
des techniques et des systemes retenus pour I'extraction d’huile d’olive et differe

d’'un pays a l'autre.

IV.2.2.1 Valeurs de pH et de conductivité des margines

Les margines ont un pH acide avec des valeurs comprises entre 4,2 et
5,9 [50] et entre 2,24 et 5,9 selon [51] cité par [52].Lors des
traitements biologiques des margines, une correction du pH peut
s'avérer nécessaire [53]. La chaux vive a été souvent utilisée pour
ajuster le pH des margines. En effet, lls ont rapportés qu'il faut 1 kg

de chaux par 1 m?3 d'effluent afin de faire augmenter le pH d'un point.

» La conductivité électrique est étroitement liée a la concentration des
substances dissoutes et a leur nature. Dans le cas des margines, les
valeurs de cette conductivité varient entre 18 et 50 ms.cm [54].
Cette mesure ne donne pas forcément une idée immédiate sur la
charge minérale du milieu. L'extrait sec des margines est
extrémement élevé et variable. Il est situé entre 15,5 et 266,5 kg.m3
pour les margines de pression et entre 9,5 et 161,2 kg.m pour les

margines de centrifugation.




Partie | : Etude Bibliographique

% Les margines peuvent étre considérées comme un complexe chargé en
matiéres organique et minérale. Leur composition a été étudiée par
plusieurs chercheurs et comporte approximativement 83 a 94% d’eau, 4 a

16% de matieres organiques et 0,4 & 2,5% de substances minérales.

Le tableau 5 montre Les analyses menées sur les margines qui peuvent nous
renseigner sur les intervalles de variation de leurs différents composants

chimiques.

Tableau 5: Principaux caractéristiques des margines [55 ; 56].

Composant Gamme des valeurs

Matiere seche 14-17%
Matiére minérale 10-15 %
Sucres divers 30-50 %
Graisses et huiles diverses 12-35%
Composés phénoliques 5,0- 25 %
Azote organique <10%
DCO (g/1) 16,5- 190
DBO (g /) 41,3- 46
pH 4,2-5,7
Conductivité (ys/cm) 5-41

E
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IV.2.2.2 Fraction minérale

Les margines contiennent des quantités significative en sels minéraux [56].

Tableau 6: Teneurs des composés minéraux des margines [56] :

Elément Gamme de
valeurs
Plomb (Pb) (ug/l) 6.7-10
Cadmium (Cd) 0.03-10
(ng/)

Fer (Fe) (mgl/l) 0.45-20
Zinc (Zn) (mg/l) 1.7-4.98
Cuivre (Cu) (mg/l) 0.49-2.96
Manganése (Mn) 0.46-20

(mg/l)
Magnésium (Mg) 0.03-0.17
(9/)
Calcium (Ca) (g/l) 0.03-0.29
Potassium (K) (g/l) 0.73-6.1
Chlore (CI) (g/) 0.76-1
Sodium (Na) (g/l) 0.03-0.13

1IV.2.2.3 Fraction Organique

Les margines comportent deux fractions organique [57]:

-ﬁ Fraction insoluble constituée essentiellement de pulpe d’olives .Cette fraction

représente les matiéres en suspension et colloidales.

-.L Fraction soluble dans la phase aqueuse et contient des sucres, les lipides,
les huiles, les composés azotés, les vitamines, les acides organiques et les

composés phénoliques.

a- Les sucres
Les études effectués sur les margines ont montrées que la teneur glucidique
varie entre 2 et 8% du poids de la pulpe d’olive fraiche. La présence d’autres
sucres simples tels que : glucose, saccharose, mannose, raffinose, arabinose
et xylose [56 ; 58].
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b- Composés azotés

La fraction azotée représentée principalement par les protéines avec une
concentration variante entre 1,2 et 2,4% (P/V).Presque tous les acides sont
présents dans les margines. Les plus abondants sont l'acide aspartique,

I'acide glutamique, la proline et la glycine [56 ; 58].

c- Les vitamines

Les margines contiennent des vitamines. Les plus fréquentes sont les
vitamines du groupe D avec une concentration de 124 mg. Kg-1 de margines
[26].

d- Les Huiles
La concentration d’huile résiduelle est trés variable selon le procédé
d’extraction utilisé. Elle varie entre 0,02 et 1% [59]. L’acide oléique se trouve
en grande teneur avec un pourcentage de 65% par rapport a la totalité huile
[60].

e- Les acides organigues

Les principaux acides organiques rencontrés sont les acides fumariques,

glycériques, lactiques et maloniques [56; 58].

f- Les composés phénoligues

Les composés phénoliques des margines sont tres divers et leurs structures
sont trés variables, monomeére ou polymeére [61]. lIs proviennent de I'hydrolyse
enzymatique des glucides et des esters de la pulpe d'olive au cours du
processus d’extraction. Leur teneur varie entre 0,02 et 11,59/l [56]. Leur
pouvoir polluant est représenté par deux valeurs importantes a savoir, le DCO
(demande chimique en Oxygéne) et le DBO (demande biologique en Oxygéne)
qui peut atteindre les valeurs suivantes respectivement : 16.5-190 g/l et 41.3-
46 g/l [56].

E



Partie | : Etude Bibliographique

IV.2.3 Impact les margines sur I'environnement

Les huileries d’olive générent des grandes quantités de margines et sans
aucun traitement au préalable sont épandues dans les égouts ou bien
directement sur la terre qui résultent des grands problemes de pollution dans
les milieux aquatiques et les sols en raison de leurs fortes charges organiques
et leur teneur en substances phénoliques phytotoxiques et antimicrobiennes
[62].

Les études de toxicité et de la biodégradabilité des margines, dans des
conditions anaérobiques montrent que les composés phénoliques avec haut
poids moléculaires sont responsables de la couleur noire des margines, ne
sont pas facilement biodégradables, et présentent une faible toxicité. En
revanche, les simples composés phénoliques et les tannins sont hautement

toxiques mais biodégradables [63 ; 64].

IV.2.3.1 Impact sur le Sol

De nombreux auteurs ont observé les effets négatifs sur les propriétés des
plantes et du sol quand les margines sont utilisées directement comme un engrais

organique [65].

Les substances toxiques contenues dans ces eaux se fixent dans les sols.
Certaines de ces substances telles que les phénols peuvent inhiber I'activité
microbienne du sol, d’autres, des résidus de pesticides notamment, sont nocifs
aux plantes [36]. Les acides, les éléments minéraux et les substances organiques
aboutissent a une destruction de la capacité d’échange cationique du sol (CEC),

par suite, une réduction de la fertilité [66].

IV.2.3.2 Impact sur les Eaux

Les margines rejetées par é€pandage sur les sols peuvent polluer les eaux
souterraines et les nappes phréatiques elles-mémes [67] ce qui affecte la qualité
de I'eau potable. L’épandage des margines, trés riches en éléments azotés, peut

causer une pollution par les nitrates des nappes situées dans la zone ou a
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proximité de la zone d’épandage [36]. La pollution par les margines diminue aussi

la population des poissons et les organismes aquatiques [68].

De plus, la margine contient des quantités élevées de sucres et de lipides qui
forment un film imperméable, ce qui empéche la pénétration des rayons lumineux
et de l'oxygéne [68]. De méme que I'accumulation du phosphore provoque

I'eutrophisation des eaux et favorise la multiplication des pathogénes.

IV.2.3.3 Impact sur les plantes

L’application incontrélée des margines pourrait inhiber la germination des graines

et le développement des plantes [69].

De l'autre cété, I'application des margines a des doses convenables pourrait étre
bénéfique pour la vie des plantes du fait de la richesse de ces effluents en

matiéres organiques et en €léments nutritifs [70].

Tableau 7: Conséquences environnementales des rejets de margine dans le
milieu naturel [70]:

Milieu Cause Effet
Sols - Composeés - Sols obturés et suffoqués.
phénoliques - Mauvaise odeur.
- Acidité - Pollution de l'aquifére.
- Hu.iles et - Coloration des eaux naturelles.
matiéres

- Effet phytotoxique

grasses (MG) sur lapopulation

- Matieres en

suspension microbienne.
(MES)
Espéces - Matieéres organiques -Augmentation de la demande en
. . oxygene.
Aquatiques - Huile et MG
- MES - Formations des cro(tes.
. - Toxicité de la microflore.
- Composés
phénoliques
Air -Fortes teneurs en sels | - dégagements d'odeurs
_ désagréables
-Acidité

- formation d’hydrogéne sulfureux

-Forte charge (H2S).

organique
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Egouts - Acidité - La corrosion des matériaux.
- MES - Putréfaction.
Station - Acidité - Perturbation de l'activité
d’épuration - MES desdigesteurs des
des eaux - Huile et matiere boues.
, grasse
usées

- Matiéres organiques

- Polyphénols
MG : Matiére grasse.

MES : Matiére en suspension.

IV.2.4 Traitement des margines et leurs valorisations

Les margines sont riches en éléments nutritifs minéraux et organiques.
Dans ce cas, la recherche viserait a mettre au point leur valorisation
aussi bien a I'échelle laboratoire qu’a I'échelle industrielle [71]. Cette
valorisation a pour objectif d’éliminer les composés phénoliques, d’une
part, d’utiliser les margines dans les domaines de la biotechnologie, de
la chimie, de I'agriculture et d’autre part, réduire leurs effets négatifs

sur I'environnement [72].

IV.2.4.1 Biodégradation anaérobie

o L’application du processus de la digestion anaérobie aux margines permet
de transformer environ 80% des substances organiques en biogaz (65 a
70% de méthane).

o L'épuration anaérobique des margines permet de parvenir a l'autonomie

énergétique, voire a un léger excédent [73].

IV.2.4.2 Biodégradation aérobie

Elle repose sur l'utilisation des espéces bactériennes spécifiques pour réduire
la toxicité des margines. En général, les bactéries aérobies apparaissent étre
tres efficaces contre certains composés phénoliques de faibles poids
moléculaires, mais sont relativement inefficaces contre les composés

phénoliques les plus complexes [73].
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1V.2.4.3 Coagqulation-floculation

Elle consiste a favoriser 'agglomération des particules hydrophiles par des

tensioactifs ou coagulant. L'inconvénient majeur de ce traitement réside dans le

fait qu'on a un simple transfert de la pollution de I'état soluble a I'état boueux [74].

IV.2.4.4 Compostage

Les margines peuvent étre utilisées pour obtenir un compost fertilisant pour
les sols. L’avantage du compost formé a partir des margines est 'absence des
micro-organismes pathogénes avec des concentrations élevées en phosphore et

en potassium contrairement aux résidus solides urbains [75].

IV.2.4.5 Extraction des produits de valeur

Les margines sont riches en composés de valeur, telles que les substances
antioxydantes, qui peuvent étre utilisées en industries pharmaceutique et en
cosmeétique. Les plus importants antioxydants commercialisables trouvés dans la
pulpe d’olive sont le tyrosol, I'Hydroxytyrosol et I'oleuropéine [75]. Les composés
antioxydants sont les substances phénoliques ayant une capacité de blocage et
de lutte contre les attaques chimiques de I'ADN cellulaire par les radicaux

oxydants. Par la suite, ils peuvent étre utilisés en industrie pharmaceutique [76].

V. Composés phénoliques

V.1 Définition

Les composés phénoliques sont synthétisés par les plantes en réponse au stress

de I'environnement. Ce sont les produits du métabolisme secondaire des plantes,
ils fournissent des fonctions essentielles dans la reproduction et la croissance des
plantes, agissant dans les mécanismes de défense contre les pathogenes,
parasites et les prédateurs, de méme ils contribuent a la coloration des plantes. A
I'heure actuelle, plus de 8000 molécules ont été isolées et identifié [77]. lls ont
tous en commun la présence d’un ou plusieurs cycles benzéniques portant une ou
plusieurs fonctions hydroxyles (Figure 6) qui peuvent étre libres ou engagées

avec ou non d’autres fonctions (alcoolique (OH), carboxylique (COOH),...).
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OH

Figure 6: Structure d’'un composé phénolique.

V.2 Polyphénols

Les polyphénols forment une immense famille de plus de 8000 structures
phénoliques identifiées [77;78] allant de molécules phénoliques simples de bas
poids moléculaire tels que, les acides phénoligues a des composés hautement

polymérisés comme les tannins.
lls sont divisés en plusieurs catégories [79]:
- Les flavonoides qui représentent plus de la moitié des polyphénols ;
- Les tanins qui sont des produits de la polymérisation des flavonoides.
- Les acides phénoliques et les coumarines.
- Les lignanes et d’autres classes existent en nombres considérables.

Les CP peuvent intervenir dans les interactions plante-plante (allélopathie,
inhibition de la germination et de la croissance). Parmi ces composés, se trouvent
les polyphénols, les lignines, les stilbénes, les flavonoides, les phénylpropanoides,
les anthocyanes et les tannins. lls peuvent permettre aussi aux plantes de résister
aux diverses agressions vis-a-vis des organismes pathogenes et

environnementales [80].

lls participent de maniere trés efficace a la tolérance des végétaux a des stress
variés, donc ces composes jouent un réle essentiel dans I'équilibre et 'adaptation
de la plante au sein de son milieu naturel. D'un point de vue thérapeutique, ces
molécules constituent la base des principes actifs que I'on trouve dans les plantes

médicinales [81].
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V.3 Diversité structurale et source alimentaire

Le ou les cycles aromatiques des polyphénols sont issus de deux grandes voies
meétaboliqgues : la voie du Shikimate et celle de l'acétate [19]. La diversité
structurale des composés phénoliques est due a cette double origine synthétique
et elle augmente souvent avec la participation simultanée du Shikimate et de
'acétate conduisant a I'élaboration de composés mixtes (flavonoides, stilbenes,
xanthones, etc.). Plusieurs milliers de polyphénols ont été identifiés dans les

plantes et dans les aliments d’origine végétale [82].

» Voie Shikimate : C’est la voie la plus courante, conduit des
oses aux acide aminés aromatiques (phénylalanine, tyrosine)
puis, par désamination de ces derniers, aux acides
cinnamiques et a leurs trés nombreux dérivés : Acides
benzoiques, acétophénones, lignanes, lignines et

coumarines, etc.

> Voie de l'acétate : Elle conduit a des poly-B-cétoesters de
longueur variable, les polyacétates qui engendrent par
cyclisation (réaction de Claisen ou condensation aldolique),
des composés souvent Polycycliques : Isocoumarines,

xanthones, quinones,etc... [19].

V.4 Classification des composés phénoligues

Les composés phénoliques peuvent étre regroupés en une dizaine de classes
[81], (tableau 8) qui se différencient d’abord par la complexité du squelette de
base (allant d’'un simple C6 a des formes trés polymérisées), ensuite par le degré
de modifications de ce squelette (degré d'oxydation, d’hydroxylation, de
méthylation...), enfin par les liaisons possibles de ces molécules de base avec
d’autres molécules (glucides, lipides, protéines, autres métabolites secondaires

pouvant étre ou non des composés phénoliques).
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Tableau 8: Les principales classes des composés phénoliques [81].

Squelette Classe Exemple Origine (exemples)
carboné
Cs Phénols simples Catechol Nombreuses
especes
Ce-C1 Acides p-Hydroxybenzoique | Epices, fraise
Hydroxybenzoique
Cs-Cs3 Acides Acide Pomme de terre, pomme
hydroxycinnamiques caféique,
Acide
férulique Citrus
Coumarines Scopolétine
Ce—Cas Naphtoquinones Juglone Noix
Ce-C2-Cs Stilbenes Resvératrol Vin
Cos-C3-Cs Flavonoides Kaempférol,
« Flavonols quercétine Fruits, légumes,
- Anthocyanes Cyanidine, fleurs fruits
pélargonidine rouges Pomme,
« Flavanols Catéchine, raisin
épicatéchine Citrus
« Flavanones Naringénine
Isoflavonoides Daidzéine Soja, pois
(Ce-C2)2 Lignanes Pinoresinol Pin
(C6-C3)n Lignines Bois, noyau des
fruits
(C15) Tannins Raisin rouge, kaki

V.5 Réle et fonctions biologigues

Les recherches récentes sur les composés phénoligues en général et les

flavonoides en particulier sont trés poussées en raison de leurs diverses
propriétés physiologiques [83;84]. Ces actions sont attribuées a leur effet
antioxydant qui est due a leurs propriétés redox en jouant un réle important dans
la destruction oxydative par la neutralisation des radicaux libres, piégeage de
'oxygéne, ou décomposition des peroxydes [85]. Les effets bénéfiques des
polyphénols intéressent particulierement deux domaines : la phytothérapie et

I'hygiéne alimentaire [86].

Les polyphénols présentent un impact positif sur la santé et la prévention des

maladies, les industriels commercialisent maintenant des aliments enrichis en
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polyphénols ou des suppléments alimentaires. De plus, leur activité antioxydante
assure une meilleure conservation des denrées alimentaires en empéchant la

peroxydation lipidique.

Dans l'industrie cosmétique, les composés phénoliques trouvent leur application
pratique en luttant contre la production des radicaux libres néfastes sur la santé et
la beauté de la peau. En phytothérapie, méme si certaines indications sont
communes a plusieurs classes (les propriétés vasculoprotectrices, sont par
exemple aussi bien attribuées aux flavonoides qu’aux anthocyanes, tanins et
autres coumarines), chaque classe chimique semble étre utilisée pour des
bénéfices spécifiques [87]. Le tableau 9 récapitule les effets biologiques des

polyphénols rapportés par la littérature.

Tableau 9: Activités biologiques de quelgques composés phénoliques
selon [88;89].

Composés phénoliques Activité biologique

Acides Antifongique, antioxydante

Phénols Antibactérienne

Tanins Effet stabilisant sur le collagéne, antioxydant,

antidiarrheique, effet antiseptique, effet
vasoconstricteur.

Flavonoides Antitumorale, anticarcinogéne, anti -
inflammatoire, antioxydante, antiallergique,
antiulcéreuse, antivirale,

Antimicrobienne, hypotenseur, diurétique.

Coumarines Anticoagulante, antioxydante, protectrice
vasculaire et antioedémateuse.

Anthocyanes Protectrices capillaro-veineux, anti oxydant

Proanthocyanidines Effets stabilisants sur le collagéne, antioxydants,
antitumoraux, antifongiques et anti-inflammatoires.

Tannins galliques Antioxydantes

etcatéchiques

Lignanes Anti-inflammatoires, analgésiques
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VI. Composés phénoligues des margines

Les composés phénoliques des margines son tres divers et leurs structures

sont variables. lls proviennent de I'hydrolyse enzymatique des glucides et des

esters de la pulpe d’olive au cours du processus d’extraction. Leur solubilisation

dans I'huile est cependant bien inférieure a celle dans les eaux de végétation. Ce

qui explique leur concentration élevée détectée dans les margines [90]. Les

caractéristiques organoleptiques de [I'huile d’olive vierge dépendant de la

présence des composés phénoliques et des substances volatiles [91].

La teneur en composés phénoliques dans les margines dépend du de systeme

d’extraction, le procédé de trituration, la variété d’olive. En générale, elle varie

entre 3 et 5 g.L? et elle peut méme dépasser 9 g.L1 [92].

Plus de 50 composés phénoliques ont été identifiés [92], il s’agit de

monomeéres aromatiques (les acides phénoliques) et des composés phénoliques

a haut poids moléculaires comme les tanins.

% Les monomeres les plus rencontrés dans les margines sont présents

dans le tableau suivant :

Tableau 10: Les monomeres phénoliques des margines.

Composé

phénolique

Acide Caféique

Acide p-comarique

Hydroxytyrosol

Structure

\/COOH

HO

OH

HO

OH

HO

Référence

[93]

[93]

[57]
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Tyrosol Q/\/OH [57]
HO
Acide vanillique I [94]
OH
HO
OCHg3
Acide Férulique 0 [93; 57]
H;CO \
OH
HO
Acide p- o3 [99]
Hydroxybenzoique /©/<o
HO
Acide © oH [95]
Protocatéchique
OH
OH
Acide Syringique Oleik [96]
HO
H3CO ©
OH

Acide 4-hydroxy [96]

phénylacétique

mOH
(6]
HO

20 ]
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+ Les polymeéres phénoliques

Les composeés phénoliques a haut poids moléculaire identifiés dans les
margines sont essentiellement les tannins : leur structure est tres complexe, leur
concentration peut atteindre 12 g/L. Le catécholmélaninique est un flavotanin, il
est le plus répandu et en quantité la plus élevée dans les margines [92] .Il est
formé par la polymérisation de la catéchine a différents degrés. Leur poids

moléculaire est compris entre 500 et 3 000.

Tableaull: Les principaux composés phénoliques
polymériques retrouvés dans les margines [56].

Composés phénoliques a haut poids moléculaires principalement les tanins

Tanins hydrolysables Tanins condensés (flavotanin)

- Esters d'acides phénoliques - Le catécholmélaninique

- Esters d'acides phénoliques et sucres

VII. Antioxydants et I'activité antioxydante

VII.1 Introduction

La protection contre les effets induits par les radicaux libres oxygénés
s’effectue par trois types d’agents différents : les protéines non enzymatiques,
les enzymes tels que les superoxyde-dismutases et enfin les antioxydants
d’origine nutritionnelle comme les caroténoides (vitamine E), I'acide ascorbique
(vitamine C) et les polyphénols qui sont des antioxydants essentielle pour
’homme [97].

V1.2 Définition
Un antioxydant peut étre défini comme une substance, que si elle se présente a

des faibles concentrations comparées a celles d’un substrat oxydable, retarde ou
prévient significativement [I'oxydation de ce substrat [98]. Les substrats

oxydables incluent les hydrates de carbone, 'ADN, les protéines et les lipides.
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Un antioxydant est une substance qui peut réduire efficacement le pro-oxydant

avec formation concomitante des produits qui ne sont pas ou peu toxiques [99].

VI1.3 Mode d’action des antioxydants

D’une maniére générale, un antioxydant peut empécher I'oxydation d’'un autre
substrat en s’oxydant lui-méme plus rapidement que celui-ci. En méme temps,
les antioxydants arrétent la réaction la plupart de temps, parce que la structure

des antioxydants est relativement stable [100].
Selon [101] il y a 5 modes d’intervention des antioxydants :

+ Interruption de la chaine de propagation des réactions radicalaires.
+ Chélation des métaux de transition.

+ Désactivation des especes oxygénées réactives.

+ Inhibition de I'activité des enzymes de peroxydation.

+ Abaissement de la pression partielle en oxygene.

VIl.4 Classement des antioxydants

Les antioxydants sont classés en deux catégories différentes :

» Les antioxydants naturels.

» Les antioxydants synthétiques.

a- Les antioxydants naturels

Les plantes constituent une source importante des antioxydants. lls ont
donnés une efficacité bien reconnue dans l'industrie agroalimentaire que pour la

santé humaine tels que : les tocophérols, les caroténoides et les polyphénols.

b- Les antioxydants synthétigues

lls sont introduits dans toutes les formulations contenant des acides gras
insaturés. Leur concentration d’utilisation est dix fois plus faible que celle
des conservateurs et se situe entre 0,02 et 0,05 % [97]
Ce sont :
» Le butylhydroxytouléne BHT (E 321).
= Le butylhydroxyanisole BHA (E 320).
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» Des esters de l'acide gallique : gallate de propyle (E 310), gallate
d’octyle (E 311), et de dodécyle (E 312).

On peut citer aussi la 2-tertiobutyl-4-hydroxyquinone ou TBHQ, c’est un

paradiphénol de synthese. Il est cing a sept fois plus puissant que le BHA et le

BHT, ainsi qu'’il prolonge la durée d’utilisation du produit cité par [102]. Elle est

interdite au sein de I'union européenne [103] car suspecté de génotoxicité.

VIIl. Les radicaux libres

V1.1 Définition

Un radical libre est une molécule contenant un ou plusieurs électrons non

appariés, ce qui la rend trés réactif, ainsi une réaction en chaine débute lorsque
ce radical essayant d’acquérir leur stabilité par la capture d'un électron d’'une
autre molécule stable est la plus proche qui devient elle-méme un radical libre
[104].

Les sources des radicaux libres sont nombreuses, il existe deux grandes voies
de formations de ces derniers [97] :
% La premiére voie consiste en un transfert d’électron catalysé par les

métaux de transition (Fe ; Cu), ils transforment H202 en radical hydroxyle

(OH)), encore plus toxique, et accélérent la peroxydation lipidique.

% La deuxiéme voie se fait au niveau de la scission homolytique des liaisons
covalentes des molécules. Cette voie nécessite de I'énergie qui pourra étre
fournie par les radiations ionisantes, par la lumiere, la chaleur et les

ultrasons.

VIIl.2 Nature des radicaux libres

a. Espéces réactives dérivés de 'oxygene (ERQO)

Les espéces réactives de I'oxygene (ERO) sont des radicaux libres issus de
'oxygéne moléculaire. Dans les organismes vivants, elles sont le plus

souvent générées a cause de I'importance du métabolisme aérobie [105]. A
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présent, le terme « espéces réactives de I'oxygéne» désigne un ensemble
plus large de molécules :

» Des radicaux oxygénés caractérisés par un électron non apparié :
(Panion superoxyde I'O2e-, les radicaux hydroxyles HOe, péroxyle
ROOe, alkoxyle RO- [106].

> Des dérivés de l'oxygéne non radicalaire tels que le peroxyde
d’hydrogéne H202, 'oxygene singulet 02 et le nitroperoxyde ONOOH,
qui sont aussi réactifs et peuvent étre des précurseurs de radicaux
libres [106].

b.Espéces libres non oxygénés

Les especes libres non oxygénés sont les produits des réactions de certains
molécules avec les especes réactives oxygénés (ERO).lIs peuvent a leur tour
réagir avec d’autres molécules et étre a l'origine de la multiplication des

réactions d’oxydation et de la propagation de dommages oxydatifs [95].

VII.3 Piégeage des radicaux libres

Les composés phénoliques sont connus par leurs propriétés antioxydantes dues a
leur capacité a piéger et a neutraliser les radicaux libres et les especes réactives
de 'oxygeéne en raison de leurs nombreux groupements hydroxyles présents sur
les cycles benzoiques, et aussi a la proximité des groupes alkyles [107], ce
processus est radicalaire [108]. Les polyphénols interviennent dans |'oxydation
des lipides et d'autres molécules par la donation rapide d'un atome d'hydrogene
aux radicaux libres selon un mécanisme proposé dés 1976 par Sherwani :
I'antioxydant céde un radical hydrogéne, qui peut étre un transfert d’électrons suivi
plus ou moins rapidement, par un transfert de proton, pour donner un radical

intermédiaire. Il est stabilisé par ses structures mésomeres conjuguees [108].
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Figure 7: Mécanisme d’action des antioxydants phénoliques [108].

La structure chimique des composés phénoliques est idéale pour le

piégeage des radicaux libres,parce gqu’ils contiennent [109] :

» Des groupements hydroxyles qui sont capables de céder
facilement un atome d'hydrogéne ou un électron au radical
libre.

» Larésonnance aromatique qui permet la stabilisation de la structure.

IX. Activité antimicrobiennes

I1X.1 Introduction

Les substances antibactériennes sont définies comme des substances qui
peuvent tuer les bactéries ou empécher leur reproduction. L'effet antibactérien
dépendra du micro-organisme lui-méme, de l'agent antibactérien et de
I'environnement dans lequel il agit. Ainsi, lorsqu'une substance antibactérienne
empéche les bactéries de se multiplier, on parlera d'effets antibactériens, et
lorsqu'elle élimine complétement les bactéries, on parlera d'effets bactéricides
[110].

Le traitement de linfection bactérienne repose principalement sur ['utilisation
d'antibiotiques. La prescription a grande échelle et parfois inappropriée de ces
médicaments peut conduire a la sélection de souches multirésistantes, la
recherche s'oriente donc vers l'importance de découvrir de nouvelles voies qui

sont une source d'inspiration pour de nouvelles herbes [111].

Un certain nombre d'études ont montré que les extraits de plantes utilisés en

meédecine traditionnelle peuvent fournir des composés qui agissent sur de
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nouveaux récepteurs avec de nouveaux mécanismes d'action contre les souches

pathogénes multirésistantes. [112].

IX.2 Les principales substances antimicrobiennes

1X.2.1 Les antibiotigues

Les antibiotiques sont des substances naturelles, semi-synthétiques ou
synthétiques qui peuvent inhiber la croissance des bactéries ou tuer les bactéries.
lls ont des activités sélectives et spécifiques liees a des mécanismes d'action
précis, et sont les armes meédicamenteuses principales et les plus efficaces

utilisées pour lutter contre les infections bactériennes. [113].

1X.2.2 Les composés phénoligues

Un certain nombre d'études in vitro et in vivo ont porté sur I'évaluation des
propriétés antibactériennes des polyphénols. A I'heure actuelle, cet effet est
affirmatif et a été prouvé par un grand nombre d'études expérimentales. Les
flavan-3-ols, les flavonols et les tanins ont une activité antibactérienne a large
spectre et forte par rapport aux autres polyphénols, et peuvent inhiber de
nombreux facteurs de virulence microbienne, tels que l'inhibition de la formation
de biofilm, la réduction de l'adhésion du ligand héte et la neutralisation. Les

toxines bactériennes et leur capacité a travailler en synergie avec certains
antibiotiques [114].

Les activités antimicrobiennes de I'oleuropéine, de Hydroxytyrosol et de tyrosol et
des autres phénols ont été étudiés in vitro contre beaucoup de micro-organismes
pathogénes : bactéries (S. aureus, Salmonella enteritidis, Bacillus cereus),

mycoplasmes, champignons, virus et protozoaires [115].

Le mécanisme des effets antimicrobiens des flavonoides est sans doute trés

complexe. Parmi les hypothéses avancées, on peut citer :
- Inhibition de la synthéese d'acide nucléique [116].
- Inhibition des fonctions de la membrane cytoplasmique [117].

- Inhibition du métabolisme énergétique microbien.
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X. Intérét biologiques des produit dérivant des margines

Les antioxydants jouent un réle important dans le métabolisme humain. Les
réactions biochimiques qui ont lieu dans notre organisme produisent des radicaux
libres qui initient des réactions d’oxydation chaine destructrices. Les antioxydants
peuvent neutraliser ces radicaux libres et empécher les réactions en chaine

initialisées par ces derniers.

Les polyphénols préviennent le développement des maladies cancérigenes dans
'organisme en inhibent les réactions oxydatives et empéchant la formation d’ADN

anormal [118].

Des études sur le cancer ont montré que les composés phénoliques d’huile d’olive

réduisent la capacité d’adhésion des cellules cancéreuses [119].

La présence de I'Hydroxytyrosol et de quelques polyphénols est corrélée a une

réduction de la formation des molécules pro-inflammatoires [120].

L’acide caféique, I'acide férulique ainsi que I’'Hydroxytyrosol sont impliqués dans la
protection contre les maladies cardiovasculaires. lls ont pour effet de bloquer
'augmentation de la concentration de Ca* en réponse a l'oxydation des LDL
[121].
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Tableau 12: Les principales activités biologiques des quatre composeés

phénoliqgues majeurs des margines.

Composés Activités Auteur
phénoliques
Hydroxytyrosol antimicrobien [122]
Antifongique
Anti-athérogénique [123]
Chemopreéventif (cancer) [124]
Antioxydant
Anti-inflammatoire [125]
Antioxydant [126]
Oleuropéine Anti-inflammatoire
[127]
Cardioprotectif
Anti-athérogénique
Régulation des enzymes [128]
Oleuropéine Antioxydant [129]
aglycone Antimicrobien
Tyrosol Antioxydant [127]
Anti-inflammatoire
Cardioprotectif

Anti-athérogénique




Partie Il : Etude Expérimentale

I. Matériels et méthodes

La présente étude a été réalisée au sein du laboratoire de recherche «chimie des
produits naturels et biomolécules (LCSN-BioM)» de la Faculté des Sciences de
I'Université Saad Dahlab Blida 1.

1.1 Matériels

1.1.1 Matériel végétal (margines)

Les margines utilisées ont été récupérées d’une huilerie moderne qui fonctionne
selon un processus d’extraction a trois phases. Cette huilerie est située dans la
région de Larbaa de la Wilaya de Blida (Algérie). La collecte des olives a été

réalisée pendant la période de cueillette hivernale.

1.1.2 Appareillage

Tableau 13: L’appareillage utilisé lors de I'expérimentation :

Appareil Nom
Balance de précision OHAUS
Etuve MEMMERT
Evaporateur rotatif HEIDOLPH
Lampe UV VL-6.C
HPLC SCHIMADZU
ATR-FTIR OMNIC
pH-métre OHAUS
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1.1.3 Réactifs et produits chimigues

Les produits chimiques utilisés sont :

Solvants organiques : acétate d'éthyle, hexane, méthanol, chloroforme,

isopropanol, acétonitrile, acide acétique.

Acide : acide chlorhydrique HCI.

Sels : sulfate de magnésium anhydre.

Autres matériels: plague CCM, colonne chromatographique, agitateur

magnétique.

Tableau 14: Les produits chimiques utilisés dans notre étude.

Solvants Utilisation

HCI Extraction des polyphénols

Acétate d’éthyle

n-hexane

Chloroforme Séparation et identification

Méthanol chromatographique sur colonne et sur
couche mince

Acétonitrile

Acide acétique Analyse chromatographique liquide a

Méthanol haute performance (phase mobile)

Eau ultra pur

Isopropanol Nettoyage ATR-FTIR
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.2 Méthodes

I.2.1 Détermination des propriétés physico-chimigues de la margine

[.2.1.1 Acidité (pH)

La mesure de pH et de l'acidité a été faite par un échantillon de margine brut non

diluée. Apres étalonnage du pH metre de type OHAUS, I'électrode de mesure de

pH a été introduit dans un bécher contenant 30 ml de margines.

1.2.1.2 Teneur en eau ou Humidité (TE)

En calculant la différence entre le poids d’échantillon humide et celui séche.
Un échantillon de 30g de margine a été séché a 105°C pendant 24h puis refroidis

dans un dessiccateur, la teneur en eau est exprimée en % de masse.

TE (%)= 2= x 100
P—po

* TE : teneur en eau (%)
* p :masse d’échantillon dans le creuset avant séchage.
* Ps: masse d’échantillon apres séchage.

* Po: masse de creuset vide.

1.2.1.3 Matiére seche (MS)

La matiére séche est constituée par 'ensemble des substances organiques et

inorganiques, en solution ou en suspension contenues dans les margines. La
détermination de leur MS consiste a sécher 30 ml de margine dans un creuset
placer dans une étuve a 105°C pendant 24 heures. La teneur en matiére séche
est exprimée par la relation suivante :

) _ M2-M0O
Equation (1)..... MS (%) = M1-mo 100

* MS: Teneur en matiere seches en (%).
* M2 : masse des margines apres séchage (g).
* MO : masse du creuset vide (g).

* M1 : masse de I'échantillon dans le creuset avant séchage (g).
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1.2.2 préparation des extraits phénoligues

1.2.2.1 Méthode d’extraction des polyphénols a partir des margines brutes :

L’extraction des polyphénols totaux (ppt) a partir des margines brutes est une
extraction de type liquide-liquide qui repose sur le principe de solubilité dans les
solvants organiques. Le choix du solvant dépend de la nature des composés a
extraire, de leur solubilit¢ dans le solvant et surtout de la nature du matériel

végétal.

1.2.2.1.a Acidification des margines

580 ml de margine est filtrée pour étre versée dans un bécher, 'ensemble est
agité grace a un agitateur magnétique. Une quantité suffisante d’'une solution
d’acide chlorhydrique (2N) été ajoutée pour acidifiée les margines, correspond a

un pH=2 alors qu’au début le pH était de 4,7.

>

Figure 8: Acidification des margines.
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1.2.2.1.b Délipidation des margines

La margine acidifiée est versée dans une ampoule a décanter ; 100 ml d’hexane
est ajouté. Le mélange subit ensuite une agitation suivie d’'une décantation. Les
margines délipidée sont recueillies aprés séparation compléte en deux phases :
'hexane (surnageant) et les margines délipidée (phase aqueuse) prétes a une
extraction liquide-liquide. Cette étape est reprise trois fois. Le dispositif

d’extraction liquide-liquide par I'hexane est donné par la figure 9.

Figure 9: Délipidation de margine avec I'’hexane.

1.2.2.1.c Extraction a l'acétate d’éthyle

L’extraction des composés phénoliques est effectuée dans une ampoule a
décanter. La margine délipidée est mélangée avec 100ml d’acétate d’éthyle, le
meélange subit ensuite d’'une agitation suivie d'une décantation. L’opération
d’extraction est répétée trois fois dans le but de récupérer le maximum de

composés phénoliques (figure 10). La phase organique riche en composés

E



Partie Il : Etude Expérimentale

phénoliques subit une évaporation sous vide dans un évaporateur rotatif a 40°C

pour éliminer I'acétate d’éthyle.

Figure 10: Extraction liquide-liquide par I'acétate d’éthyle

> Le résidu sec a été dissous dans le méthanol et cette solution a été utilisée

pour la caractérisation, et le fractionnement des composés phénoliques.

1.2.3 Rendement d’extraction

Le rendement d’extraction est calculé par la formule suivante :

R(%) = 7 x 100

* R (%) : rendement exprimé en %.
* M : masse de I'extrait sec résultant (g).

* MO : masse en gramme de margines a traiter (g).
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Acidification des margines a pH=2 avec
solution HCI 2N

Z

Délipidation par lavage 2 a 3 fois avec n-
hexane

A

Récupération de la phase aqueuse

7

Extraction a 3 fois avec I'acétate d’éthyle

N 7

Récupération de la phase organique
contenant les composés phénoliques.

gz

Déshydratation avec MgSO4 anhydre +
Filtration

Z

vide a 40°C

y4

[ Evaporation de I'acétate d’éthyle sous

Extrait phénolique brut

Figure 11: Procédé d’extraction des composés

phénoliques des margines.
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1.2.4 Fractionnement sur colonne chromatographigue

Dans le but de réduire la complexité d’un extrait brut et d’'identifier les molécules
actives, on fait appel au fractionnement qui va permettre de séparer leurs
molécules en fonction de leurs propriétés physico-chimiques.

Comme le montre la figure 12, une colonne ouverte est envisagée pour le
fractionnement. Ainsi, dans un premier lieu du coton est introduit et sera fixé au
fond de la colonne, ensuite 210g de silice 60 mélangée avec un volume de

chloroforme qui seront introduits dans la colonne

Enfin, 5g de notre extrait phénolique de margine est introduit, et la colonne est
préte. Au-dessus de cette colonne une ampoule a décanter a été placée pour
verser I'éluant ; tout en commencgant avec 100% chloroforme, puis la polarité a été
progressivement augmentée avec 95%-5% de méthanol et passer a 90%-10% et

par la suite 85%-15% et 80%-20% et terminer avec 100% de méthanol.

Figure 12: L’aspect de la colonne chromatographique.
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1.2.5 Conservation des fractions

Les fractions sont récupérées par rapport au volume précis, ensuite sont distillées
a sec a l'aide du rotavapor. Ces fractions sont conservées dans le méthanol dans

des petits flacons en verres (figure 13).

Figure 13: Fractions récupéreées.

B
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1.2.6 Caractérisation par Chromatographie sur couche mince (CCM)

Protocol expérimental :

Dans la présente étude, les échantillons sont analysés en utilisant des plaques de
gel de silice conditionnées (Silica gel 60G Fasa).
La caractérisation a été effectuée pour I'extrait brut et pour les différentes fractions

réecupérees (figure 14-15).

Systéme d’élution utilisés : Chloroforme /méthanol avec les proportions

respectivement : (90% - 10%)
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1.2.7 Révélation de plague CCM

La révélation a été effectuée en utilisant une lampe UV (VL-6.C / 230V, 50/60HZ).

Figure 14: Révélation d’extrait sous la lampe UV a 254 nm.
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Figure 15a : Révélation des fractions sous la lampe UV.
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Figure 15b: Révélation des fractions sous la lampe UV.

E



Partie Il : Etude Expérimentale

1.2.8 Caractérisation par HPLC :

La séparation des composés phénoliques dans les extraits de margine a été
réalisée par la chromatographie liquide a haute performance.
L’appareil HPLC est caractérisé par :
+ Une pompe avec une pression de 400 bars et un dégazeur DGU-20A3R
intégré avec la pompe.
+ Un four de type CTO-20A/20AC avec une température [0-90°C]
£ Un détecteur a indice de réfraction de type RID-20A ayant un volume de la
cellule de 9uL et un intervalle d’indice de réfraction de : [1 - 1,75].
L’analyse a été effectuée avec une phase inverse en mode isochratique en
utilisant comme mélange d’éluant acétonitrile /méthanol/acide acétique avec
(70% ,29%,1%).
Les fractions sont préparées au préalable a une concentration de 60mg/ml pour
étre injectés par la suite avec un volume de 20yl.
- L’identification des pics de polyphénols a été effectuée en se référent a des

étalons : Acide gallique, acide quinique et I'acide pyrocatéchol.

[.2.9 Caractérisation par ATR-FTIR
La caractérisation des différentes fractions a été effectuée en utilisant le logiciel
OMNIC ATR-FTIR.
L’appareil est caractérisé par:
+ Un détecteur DTGS-KBr.
+ Une séparatrice XT-KBr.

+ Une source IR (moyen).
4+ Un cristal Diamant.

Les conditions opératoires :
+ Une température de 26°C.
+ L’humidité de 45%.

Les conditions d’acquisition des spectres :
+ Nombre de balayage : 32 scans.
+ Résolution : 4cm™?

+ Gamme spectrale : 4000-525cm?
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ll. Résultat et discussion

Il.1 Parametres physico-chimigues

11.1.1 Acidité (pH) :

La mesure du pH des margines a donné une valeur de l'ordre de 4,70. Cette

valeur se trouve dans l'intervalle de [4,2 — 5,9] citée dans la littérature [51].
Les margines sont donc des effluents acides en raison de la présence des acides

organiques (acide phénoliques, acide gras...etc.)

11.1.2 Matiére seche :

Les matiéres seches des margines sont déterminées par étuvage. Par ailleurs en

appliguant la relation citée précédemment (Equation N°1), on obtient :

MS = 6,9 %.

Cette valeur appartient a I'intervalle [1,4-17%] selon la littérature [56 ; 57].

11.1.3 Teneur en eau ou Humidité (TE)

Le résultat obtenu pour la teneur en eau est de 'ordre de 93,10 %, cette valeur se
situe dans l'intervalle de valeurs (83-94%)] rapportée dans la littérature [130]. Les
taux d’humidité élevés des margines s’expliquent par 'eau existant dans les olives
d’'une part et d’autre part, par 'eau rajoutée au cours du processus d’extraction de
I'huile d’olive [131].

11.2 Extraction des polyphénols

11.2.1 Acidification des margines:

L’ajout de HCI aux margines a provoqué le changement de la couleur brune
rougeatre vers le rouge clair, ce qui indiqgue une acidification du milieu d’un

pH=4,7 vers un pH=2.
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11.2.2 Rendement d’extraction :

R=0,3379 %

Le rendement obtenu pour l'acétate d’éthyle exprimé en % est de 0,3379%
équivalent de 3,44/l cette valeur est située dans lintervalle des valeurs obtenues

par les chercheurs (entre 3 et 6g/L) [94].

1.3 Analyse des fractions obtenues par CCM :

Aprés plusieurs essais de systéemes de solvants, nous avons adopté, aprés
optimisation, le systtme suivant : Chloroforme/méthanol (v/v) (9/1).
Apres développement dans la cuve en verre, la lecture a été faite par observation
des sous lampe UV 254 nm.

On remarque que les fractions possedent un caractére polaire en se référent au
systéme d’élution.

Ensuite, les fractions ayant montré le méme profil ont été collectées et regroupées

ensembles.

1.4 Résultat de I'analyse par HPLC
L'identification des composés phénoliques dans les extraits de margines est

déterminée par HPLC, en comparaison des temps de rétention relatifs avec ceux

des solutions standards.

11.4.1 Analyse de I'extrait phénolique

En réalisant I'analyse de I'extrait phénolique des margines, nous avons obtenu le

chromatogramme représenté par la figure 16.
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Datafile Name:Extrait margine - 021.Icd
Sample Name:Extrait margine - 03/06/2021
Sample ID:boucle 20 pl
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Figure 16:Chromatogramme HPLC de I'extrait de margine (Eluant : Méthanol :
29% ; Acide acétique : 1% ; Acétonitrile : 70%).
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Le chromatogramme de I'extrait phénolique de margine présente 3 pics différents,
on constate la présence d’un pic intense et trés important a tr =2,6 min, suivi de
deux pics de faible intensité a tr =5,5min et tr =6,8 min. Le pic a tr =2.6 min devrait
regrouper tous les produits polaires de I'extrait de margine, il semble que I'extrait

de margine est en majorité constitué de produits polaires.

11.4.2 Analyse des fractions

Datafile Name:Fr 3-1.Icd
Sample Name:Fr 3-1
Sample ID:Fr3-1

my
Detector A
250
] o~
G,
250
5001
7501 o

3.0 35 4,0 45 50 55 6.0 min

Figure 17: Chromatogramme HPLC de la fraction 3 (Eluant : Eau 50% ; Acide

acétique 1% ; Acétonitrile 49%).

Le profil chromatographique de la fraction 3, dans les conditions ci-dessus citées,
révele la présence d'un seul produit a tr =4.7 min, il se pourrait qu’il soit un
mélange de produits ayant un caractere polaire au regard des conditions

d’analyse.
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Datafile Name:Fr 4-1.lcd
Sample Name:Fr 4-1
Sample ID:Fr 4-1
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Figure 18: Chromatogramme HPLC de la fraction 4 (Eluant : Eau 50% ; Acide

acétique 1% ; Acétonitrile 49%).

e La fraction 4 est globalement identique a la fraction 3. Le méme pic a tr =

4.7 min apparait sur le chromatogramme.

Datafile Name:Fr 5-1.lcd
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Sample ID:Fr 5-1
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Figure 19: Chromatogramme HPLC de la fraction 5(Eluant : Eau 50% ; Acide
acétique 1% ; Acétonitrile 49%).
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Figure 20: Chromatogramme HPLC de la fraction 6 (Eluant : Eau 50% ; Acide

acétique 1% ; Acétonitrile 49%).
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e Les fractions 5 et 6 sont identiques aux fractions 3 et 4 avec la présence du

méme produit.

Datafile Name:Fr 7,1.lcd
Sample Name:Fr 7,1
Sample ID:Fr7,1
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Figure 21: Chromatogramme HPLC de la fraction 7:(Eluant : Eau 50% ; Acide

acetique 1% ; Acétonitrile 49%).
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Figure 22: Chromatogramme HPLC de la fraction 8 (Eluant : Eau 50% ; Acide

acétique 1% ; Acétonitrile 49%).

e Les fractions 5 a 8 sont identiques aux fractions 3 et 4 avec la présence du
méme produit. Par conséquent les fractions de 3 a 8 de composition

guasiment similaire peuvent étre regroupées.
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11.4.3 Analyse des étalons

Datafile Name:Acide gallique 2.lcd
Sample Name:Acide gallique 2
Sample ID:Acide gallique 2
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Figure 23: Chromatogramme HPLC de I'acide gallique (Eluant : Eau 50% ; Acide

acetique 1% ; Acétonitrile 49%).

e L’acide gallique analysé dans les mémes conditions que les fractions 3 a 8
montrent un pic a environ 4.7 min soit exactement au méme temps de
rétention que celui observé dans les fractions 3 & 8. Par conséquent, le
produit (ou mélange) élué a 4.7 dans les fractions 3 a 8 devrait contenir

I'acide gallique a I'état pur ou en mélange.

Datafile Name:Acide quinique.led
Sample Name:Acide quinique
Sample ID:boucle 20 ul

900 "Detector A

e

Figure 24:Chromatogramme HPLC de I'acide quinique (Eluant : Méthanol 29% ;
Acide acétique 1% ; Acétonitrile 70%).
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Datafile Name:Ac.Quinique.lcd
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Figure 25 : Chromatogramme HPLC de I'acide quinique (Eluant : Méthanol 95% ;
Acide acétique 5%).

L’acide quinique analysé dans les conditions citées ci-dessus devrait étre élué
dans le mélange (phase mobile et autre) a 2.7 min (figure 24 et figure 25). Il
s’avére que les phases mobiles relativement moins polaire utilisées ne lui a pas
permis d’étre séparé du meélange. Il faut absolument l'injecter avec une phase

mobile nettement plus polaire.
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Figure 26: Chromatogramme HPLC de I'acide pyrocatéchol (Eluant : Eau 50% ;
Acide acétique 1% ; Acétonitrile 49%).

L’acide pyrocatéchol analysé dans les conditions ci-dessus (figure 26) est
clairement séparé. Ce sont les conditions relativement correctes pour son analyse
CLHP. Etant donné que ce sont les mémes conditions d’analyse que celles des
fractions 3 a 8, il semble que I'acide pyrocatéchol ne soit pas présent dans les

fractions 3 a 8. Il est nettement plus polaire que les produits des fractions citées.
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1.5 Résultat de I'analyse par ATR-FTIR

Le résultat d’analyse de I'extrait phénolique de margine par ATR-FTIR est

représenté par le spectre de la figure 27:

% Transmission
-
=

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Mombre d'onde (cm-1)

Figure 27: Spectre IR de I'extrait phénolique de margines.

11.5.1 Réqgion des groupes fonctionnels (4000-1300cm1)

En analysant le spectre obtenu dans cette région on remarque une présence
d’une bande large entre 3100cm* et 3700cm™ elle représente la fonction OH. Par
ailleurs vers 1710cm™ une bande intense est remarquée qui représente la
présence d’'une fonction carbonyle C=0. D’autre part une bande plus ou moins
intense vers 2900cm qui indique la présence d’'une élongation C-H qui est aussi
indiquée par la bande de forte intensité vers 1400cm. En effet, une bande forte
vers 1300cm montre une déformation de CH2 et CHs Ainsi, une fonction acide a

pu étre remarquée avec la bande de forte intensité vers 1300cmindiquant la
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présence de la liaison C-O en plus de la bande large d’'OH et la présence de C=0

interprétées précédemment.

11.5.2 Réqgion de I'empreinte digitale (1300-900cm™1)

On observe une bande moyenne vers 720cmt qui indique la présence d’'une

déformation de CH2 ou CHs.
Enfin, en faisant une interprétation sur le spectre IR, on pourra déduire que notre
extrait est caractérisé par :

o La présence de fonction alcene et de noyau aromatique.

o La présence d’alcane.

o La présence de fonction acide.

« La présence de fonction alcool.
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Conclusion générale

» Les margines sont caractérisées par leur contenu phénolique important.

» Les polyphénols sont des substances bioactives qui suscitent actuellement
l'intérét de plusieurs chercheurs en raison des bénéfices de santé qu’ils
procurent a ’lhomme, effet antioxydant et effet antimicrobien.

» Les margines sont des effluents moyennement acides, riches en eau, en

charge organique et plus particulierement en polyphénols.

L’objectif de notre travail était d’étudier les margines de fagon générale par leurs
propriétés physico-chimiques et ensuite les polyphénols qui les constituent de

facon spécifique par HPLC et par ATR-FTIR.
Nous avons étudiés :
- Quelgues paramétres physico-chimiques des margines.

-On a préparé un extrait phénoliqgue en passant par une extraction liquide-liquide

de margines.

- L’extrait phénolique a été fractionnées grace a une chromatographie sur colonne,
les fractions similaires chimiqguement ont été collectées ensembles et sont

directement dirigées pour une analyse par HPLC puis par ATR-FTIR.

La détermination de l'acidité de margine montre un caractére acide avec une
valeur de (pH=4,7).

L’extraction liquide-liquide par l'acétate d’éthyle nous a permis de récupérer un

bon rendement (0,33%) équivalent a 3,37g/L.

On a constaté grace a 'HPLC que l'extrait de margine est en majorité constitué de
produits polaires. D’autre part, grace aux étalons testés pour essayer d’identifier
les composés des fractions, I'acide gallique a été identifié, et donc une des

fractions pourrait le contenir.

Grace a l'analyse par ATR-FTIR, on a confirmé la présence de polyphénols dans
les extraits de margines par la présence de noyau aromatique et la bande de OH

et du carbonyle C=0.
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Conclusion générale

Dans le but de progresser dans ce domaine, il est indispensable :

o d’identifier les différents composés phénoliques présents dans les margines
ainsi que leur structure afin d’élucider le rapport structure et activité
biologique.

o Déterminer la composition quantitative par des méthodes appropriées
notamment | la HPLC.
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