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Résumé :

Les huileries rejettent dans la nature des quantités énormes des sous-produits, particulieérement
les margines et le grignon d’olive qui ont peu de valeur économique en Algérie. La présente
étude a pour objectif I’extraction et ensuite I’évaluation quantitative des composés phénoliques
contenus dans les extraits des rejets d’huileries. Nous avons également étudié I’influence de
certains facteurs sur le rendement d’extraction des polyphénols en recherchant les conditions
opératoires favorables pour le fonctionnement de ce procédé d’extraction.

Mots clés : Grignon d’olive, margine, extraction, composés phénoliques, rendement.

Summary:

Oil mills discharge huge amounts of by-products in nature, particularly olive mill wastewaters
(OMWW) and olive pomace that have little economic value in Algeria. The aim of this work is
the extraction and quantification of phenolic compounds contained in the discharges of oil mill.
We have also studied the effect of certain operative parameters on the polyphenols’s extraction

Key words: olive pomace, olive mill wastewaters, extraction, phenolic compounds, yield.
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Arbre mythique, symbole de paix et de pérennité, I’olivier s’inscrit comme une espece

privilégiée dans le paysage méditerranéen.

L’oléiculture représente une des plus anciennes activités agricoles dans le bassin
méditerranéen, Pour ces pays, la production d’huile d’olive est une fortune économique
transmise sur plusieurs générations. Toutefois, elle présente I’inconvénient de générer
d’énormes quantités de grignon d’olive et de margines dont la fraction organique complexe et

la demande chimique élevée en oxygene les rendent un déchet industriel gravement polluant.

La valorisation des sous-produits de I’olivier est donc indispensable, c’est dans ce contexte
que notre travail s’intégre, I’objectif visé dans cette étude est d’extraire les polyphénols a
partir du grignon d’olive et de la margine.

Les polyphénols suscitent actuellement beaucoup d’intérét grace a leurs  propriétés

antimicrobiennes, anti oxydantes et anti-cancérigenes.

Ce manuscrit comporte six chapitres. Les quatre premiers permettent de présenter I’industrie

oléicole, les sous-produits oléicoles, les polyphénols et I’extraction.

Le cinquiéme chapitre définit les moyens matériels mis en ceuvre pour les procédés
d’extraction utilisés et la démarche expérimentale adopté ainsi que les deux methodes suivies
pour I’analyse des polyphénols dans nos extraits (méthode colorimétrique FC et analyse par
HPLC).

Le sixiéeme et dernier chapitre a été consacré aux résultats expérimentaux des cinétiques
d’extraction par distillation, I’optimisation des conditions opératoires pour obtenir les
rendements d’extraction optimales et I’identification de certains polyphénols présents dans les
extraits par HPLC.
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Chapitre | I’industrie oléicole

L’huile d’olive vierge peut étre considérée comme le jus de fruit de I’olive. C’est une huile

claire, de couleur jaune a vert, d’odeur et de saveur spécifiques.

Bien qu’elle ne contribue qu’a environ 3 % du marché mondial des huiles végétales
alimentaires, I’huile d’olive fait I’objet d’un intérét croissant de la part de nouveaux pays,
notamment grace aux résultats des recherches scientifiques qui confirment ses caractéristiques
positives. Tandis qu’il est toujours plus apprécié au titre de sa place fondamentale dans la
diete méditerranéenne que I’Unesco a récemment inscrite sur sa liste du patrimoine culturel

immatériel [1].

|.Description botanique de I’olivier :

L’olivier est classé dans la famille de I’oléacée ou on rencontre aussi le fréne et le lilas. Le
genre est appelé Olea et comporte 30 espéces différentes réparties sur la surface du globe.
L’espéce qui est cultivés dans le bassin méditerranéen est I’Olea europea, dans laquelle on
rencontre I’oléastre ou olivier sauvage, et I’olivier cultive (Olea europea sativa ) [2,3].
L’olivier se distingue des autres especes fruitieres par sa tres grande longévité et également
par sa grande rusticité lui permettant de se développer sous des conditions de climat subaride
et sur des sols parfois trés pauvres [4].

L’olivier est un arbre des pays a climat méditerranéen ou les températures varient entre 16 et
22°C (moyenne annuelle des températures). Il aime la lumiére et la chaleur, supporte tres bien
les fortes températures, méme en atmosphere séche, et ne craint pas les insolations. De méme
il craint le froid, les températures négatives peuvent étre dangereuses particulierement si elles

se produisent au moment de la floraison [5].

I1.Composition des olives :

Le fruit est une drupe ovoide ou ellipsoide. Elle est constituée d’un épicarpe et d’un
endocarpe (Figure 1.1) :
— L’épicarpe qui est en fait la peau de I’olive. Elle est recouverte d’une maniére cireuse,

la cuticule, qui est imperméable a I’eau.
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Chapitre | I’industrie oléicole

— Le mésocarpe est la pulpe du fruit .Elle est constituée de cellule dans lesquelles vont
étre stockées les gouttes de graisses qui formeront I’huile d’olives.
— L’endocarpe est le noyau .1l est formé de deux sortes de cellules :

e L’enveloppe.

e L’amande a I’intérieur du noyau qui contient deux ovaires dont I’un n’est pas
fonctionnel et donc stérile, Le deuxieme produit un embryon qui, en situation
favorable d”humidité, de chaleur et d’environnement, donnera peut-étre un jour
un nouvel olivier [6].

D’un point de vue chimique, les principaux constituants de I’olive sont représenté dans le
tableau suivant.

Tab.l.1: Composition de I’olive en (%) [6].

La composition de I’olive est schématisée sur la figure ci-dessous (Fig. 1.1).

Composants Pourcentage
Eau 50%
Huile 22%
Sucre 19,1%
Protéines 1,6%
Cellulose 5,8%
Divers 1,5%

Coupea Longitudinale

Moyau —

Coupe Transversale

-

Fig. 1.1 : Composition de I’olive [6].
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Chapitre |

I’industrie oléicole

I11.Verger oléicole mondial :

On compte actuellement plus de 900 millions d'oliviers cultivés a travers le monde mais le

bassin méditerranéen est resté sa terre de predilection, avec pres de 95 % des oliveraies

mondiales. La production mondiale d'olives a varié ces dix dernieres années entre 9 et 15

millions de tonnes dont 90 a 95 % est destinée a la fabrication d'huile d’olive [7].

Les quatre premiers pays producteurs (Espagne, Italie, Gréce et Turquie) représentent 80 % de

la production mondiale d’olives [7]. L’oléiculture d’aujourd’hui est dominée par I’Espagne

qui produit en moyenne plus de 45 % de la production mondiale, pour I’essentiel en
Andalousie [1].

Le

tableau suivant

représente

les chiffres concernant

2006/2007(Source des données : Conseil Oléicole International)

Tab. 1.2 : L olivier dans le monde, 2006/07 [7].

I“olivier

dans

le monde,

Surface totale plantée

9,5 millions hectares

Arbres en production

1 900 millions

Olives récoltées

14 millions tonnes

Huile d'olive produite

2.8 millions tonnes

Olives de table produite

1,8 millions tonnes

IV.Production mondiale d’huile d’olive :
La répartition géographique de la production mondiale d’huile d’olive est représentée dans

le tableau 1.3 (source : COI [8]).
Tab. 1.3 : Répartition de la production mondiale d’huile d’olive (1000 tonnes).

pays | 2006/7 | 2007/8 | 2008/9 | 2009/10 | 2010/11 | 2011/12 | 2012713 | 2013/14 | 2014/15
(prov) | (prév)
UE | 2.031.0 | 21185 | 1,939.0 | 2.224.5 | 2.209.0 | 2,395.0 | 1,4615 | 2,476.5 | 1,532.0
Turquie| 1650 | 720 | 1300 | 147.0 | 1600 | 1910 | 1950 | 190.0 | 1900
Syrie | 1540 | 100 | 130 | 150 | 180 | 198 | 175 | 165 | 50
Maroc | 750 | 85 85 | 140 | 130 | 120 | 100 | 120 | 110
Tunisie | 160.0 | 170 | 160 | 150 | 120 | 182 | 220 | 70 | 260
Algérie | 215 | 24 | 615 | 265 | 67 | 395 | 66 24 44
Chilli | 50 | 65 | 85 12 16 | 215 | 15 15 24
Jordanie| 370 | 215 | 185 | 17 27 | 195 | 215 | 30 35
Total | 2,767.0 | 2.713.0 | 2,669.5 | 2,973.5 | 3.075.0 | 3,321.0 | 24015 | 3.270.5 | 2.393.0
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La production d'huile d'olive est concentrée autour du bassin méditerranéen. Les pays
méditerranéens produisent 98% de la production mondiale d'huile d'olive et en consomment
I'essentiel, ce qui réduit la part des échanges inter-régionaux [9]. Selon le Conseil Oléicole
International (COIl, 2014), les pays du I'U.E réalisent 72% de la production mondiale alors
que la production moyenne de I’Algérie représente prés de 1,7% de la production mondiale
[8].

Selon le Conseil Oléicole International, I'Espagne, I'ltalie et la Gréce sont les principaux pays
européens producteurs d'huile d'olive. Durant la campagne 2011/12, ces 3 pays ont produit
la quasi-totalité de I'huile d'olive européenne (96% de la production d’UE) et 69,5% de la

production mondiale [1] [8].

= Algérie

B Maroc

M Tunisie
M Turquie
B UE

% autres pays

Fig. 1.2 : Production moyenne d’huile d’olive dans le monde
(Entre la campagne 2008/9 et 2013/2014)
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V.Les huileries et processus technologiques d’élaboration

de I’huile d’olive :

V.1 Récolte :

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

période et la méthode de cueillette [10].

V.2 Effeuillage et lavage:

Ces opérations sont effectuées dans I’ordre par des appareils automatiques munies d’un
systeme 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, qu’elles soient d’origine végétale, comme les feuilles et les brindilles, ou

minérale, comme la poussiere, la terre, les pierres et autre matiéres solides [11].

V.3 Broyage :

La libération de I’huile des tissus végétaux commence par le broyage des olives. Cette
opération a pour but de déchiqueter les cellules de la pulpe et de faire sortir les gouttelettes
d’huile des vacuoles de maniere a ce qu’elles puissent se réunir et former des gouttes aux
dimensions plus grandes qui soient en mesure de se separer des autres phases, liquides et
solides, de pate. Cette étape est réalisée principalement a I’aide de types d’appareils : broyeurs
a meules et broyeurs métalliques [11].

V.4 Malaxage :

L’olive passe dans un malaxeur ou s’effectue un chauffage par double enveloppe avec
injection d’eau dans certains cas. Cette opération a pour but d’homogénéiser la pate et de
détacher les cellules lipidiques [12]. 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 [11]. Cette étape est trés importante pour I’amélioration du rendement [13].
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V.5 Séparation des phases (extraction) :

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 systéme de centrifugation
a trois phases, le systeme 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 [14].

V.5.1 Systéme discontinu d’extraction par presse :

L’extraction par pression se réalise traditionnellement sur des presses (figurel.3). Les unités
de trituration équipées en presses, et qui sont classées selon la pression exercée ; unités
traditionnelles Maasras dont la pression est de I’ordre de 100 kg/cm?, unités semi-modernes
dont la pression est aux environs de 200 kg/cm® et les unités modernes
équipées en super-presses pouvant développer une pression de 400 kg/cm2 [15].

La pate est répartie en couche sur des scourtins (disques en fibres naturelles ou
synthétiques), a raison de 5 a 10 kg/scourtin, et permettant la filtration lors de la pression. Ces
disques sont empilés les uns sur les autres pour étre ensuite pressés d’une maniére progressive
[15,16]. On obtient deux phases, une, liquide I’huile et I’eau de végétation et I’autre solide, les

grignons (pulpe et noyaux) qui reste entre les scourtins.

V.5.2 Systéme continu d’extraction avec centrifugation a trois phases :

L’extraction de I’huile d’olive se fait a travers des phases successives contrairement au
procédé discontinu. La pate issue du malaxage est diluée avec de I’eau. Les phases liquides et
solides sont séparées par centrifugation donnant les grignons et le moQt. Le moQt subit a son

tour une centrifugation pour separer I’huile des effluents d’huileries d’olive (figure 1) [17].

V.5.3 Procédé continu a deux phases ou procédé écologique :

Ce procedé technologique d’extraction de I’huile d’olive fonctionne avec un systeme de
centrifugation a deux phases (huile et grignons humides) qui ne nécessite pas I’adjonction
d’eau pour la séparation des phases huileuses et solides (figure 1.3). Ce procédé est dit
écologique [18].
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Ce systéme permet d’extraire une huile d’olive de bonne qualité sans production d’effluents
d’huileries d’olive. Son seul inconvénient est la production de grignons humides. En effet,
les grignons résultant de ce procédé contiennent 8 & 10% plus d’eau que ceux du procédé a
trois phases. Il est donc indispensable d’équiper les huileries travaillant selon le procédé

écologique d’une installation de séchage des grignons [17].

Lavage Lavage

Broyage Broyage

Malaxage Eau Malaxag

Pate

Pate

‘ Centrifugation H{ phgg;g:(;)l?de J ‘ Centrifugation ’

v

v
‘ Mot | Huile Grignon
humide

‘ Centrifugation ’

v v

LA
(HEAH0

Figure 1.3 : Procédé d’extraction d’huile d’olive par centrifugation: (a) a 3 phases ;
(b) & 2 phases [19].
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VI.L’huile d’olive :

VI.1 Définition :

Selon le Conseil Oléicole International COI(2003) «I’huile d’olive est obtenue a partir du fruit
de I’olivier par des procédés physiques. C’est I’unique huile susceptible d’étre consommee
directement telle qu’elle sort du fruit » .

Les principales constantes physiques et chimiques de I’huile d’olives sont données dans le
tableau 1.4.

Tableau 1.4: Constante physiques et chimiques de I’huile d’olive [20,21].

Constante physiques et chimiques NORMES
IR (indice de réfraction).............ccoevviiininnnnn. 1,466-1,468
Masse volumique (9.cm™).......cooviiiirieiieiee. 0,914-0,918
Il (indice d’iode) (g I./g d’huile).............c.c.. .. 80-88
IS (indice de saponification)(mg KOH/g d’huile)... 185-196
Indice d’amertume.............ooooi i, 0,5-0,9
Polyphénols totaux (mg /kg d’huile).................. 169-232

VI.2 Les différents types d’huile d’olive :

L’Huile d’Olive est un corps gras parfaitement réeglementé tant pour sa définition que pour sa
composition. Le Conseil International d’Huile d’Olive (COI) [22] a clairement défini les

différents types d’huile d’olive. Le classement des huiles d’olives est le suivant :

» Huiles d’Olive Vierges: sont les huiles obtenues a partir du fruit de I’olivier
uniquement par des procédés mécaniques ou physiques dans des conditions
thermiques notamment, qui n’entrainent pas d’altération de I’huile, et n’ayant subi
aucun traitement autre que le lavage, la décantation, la centrifugation et la filtration.

Son acidité libre exprimée en acide oléique est au maximum 3,3%.

» L’huile d’olive vierge non propre a la consommation : en I’état dénommeée huile

d’olive vierge lampante est I’huile d’olive vierge dont I’acidité libre exprimée en acide
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oléique est supérieur a 3,3%. Elle est destinée a la consommation apres raffinage ou a

I’industrie (savon, cosmétique).

» L’huile de grignon d’olive : obtenue par extraction par solvant a partir des grignons

d’olives. Son acidité libre exprimée en acide oléique est au maximum 1%.

VI.3 Composition chimique de I’huile d’olive :

La composition de I’huile d’olive dépend de la variété du fruit, de la région de culture et des
conditions climatiques. Il posséde une composition nutritionnelle équilibrée en acides gras et
en triglycérides (98% du poids total). L huile d’olive a une basse teneur en acides gras saturés
et une teneur élevée en acides gras mono insaturés. Elle contient aussi les polyphénols, de la

vitamine E, de la provitamine A et des minéraux [23].

» Composition en acides gras : Le principal acide gras de I’huile est I’acide oléique
(55-83%), les deux autres acides importants sont I’acide palmitique (7,5a20%) et
I’acide linoléique (3,5 a 21%) [24].

» Composition en insaponifiables : La fraction insaponifiables renferme un mélange
complexe de composés. Elle est 0,4 & 0,8% pour I’huile d’olive [24].

» Les substances antioxydants : parmi ces oxydants, on trouve les unions de phenols

[phénol, acides phénoliques, polyphénols] [23].

V1.4 Les sous-produits oléicoles :

L’industrie oléicole, en plus de sa production principale qui est I’huile, laisse deux principaux
résidus: I’un liquide appelé margine et I’autre solide appelé grignon d’olive. Les grignons et
les margines constituent les principaux sous-produits des huileries d’olive. Chaque année, les
pays oléicoles enregistrent des volumes importants de ces deux sous-produits. En moyenne, le
traitement de 100 kg d’olives produit environ 20 kg d’huile selon les cas, et en fonction des

systemes d’extraction. Il produit également les quantités suivantes:

» 40 kg de grignon (taux d’humidité environ 50%) et plus de 40 kg d’eaux de végétation
si I’on utilise le systeme traditionnel [25].
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» 55 kg de grignon (taux d’humidité de 50%) et plus 100 kg d’eaux de végétation, si
I’on utilise le systeme continu a trois phases [26].

» 70 Kg de grignons (avec une teneur en humidité de I’ordre de 60%) et jusqu’a 3,5 kg
de margines, si I’extraction est effectuee par les systemes en continu a deux phases
[27].

VL.5 Problématique environnementale :

Les rejets des industries productrices d’huiles d’olive est un probléme majeur surtout dans les

pays du bassin mediterranéen.

V1.5.1 Pouvoir polluants des margines :

Les margines sont peu dégradables a cause des substances phytotoxiques et antimicrobiennes
(polyphénols, acides gras, etc.) qu’elles contiennent. Les margines sont le plus souvent
rejetées dans des récepteurs naturels, des cours d’eau, sans aucun traitement préalable et
nuisent fortement a la qualité de ces eaux de surfaces. La trés forte charge en matieres
organiques empéche ces eaux de s’auto-épurer et la pollution peut s’étendre sur de trés
longues distances [28].

Epandues sur les sols, les margines diminuent la qualité des sols. 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 nocives aux plantes [29].

V1.5.2 Impact des grignons d’olives sur I’environnement :

La majorité des grignons sont rejetés dans la nature et sont source de pollution soit parce
qu'ils sont contaminés par des champignons, soit parce gu'ils rejettent des substances toxiques
dans I'environnement. Les toxines fongiques ou les composés polyphénoliques qui résistent a
la dégradation bactérienne peuvent alors se lixivier, menagant ainsi la santé humaine et

I’environnement. Certaines sources d'eau ont été polluées.
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En plus de la production principale (huile d’olive vierge et huile de grignon), I’industrie
oléicole génere deux résidus : I’un liquide (les margines) et I’autre solide (les grignons).

La valorisation de ces résidus est devenue une double nécessite ; écologique et économique.
En effet, elle permet de réduire une pollution de plus en plus conséquente et de contribuer a
I’amélioration de la rentabilité du secteur, surtout des pays de la méditerranée, a I’instar de

I’ Algérie.

I.Grignon d’olive :

L.1 Définition :

Les grignons sont les résidus solides issus de I’extraction de I’huile d’olive. lls sont formeés
des pulpes et noyaux d’olives. Il existe différents types de grignons :

» Grignon brut: C’est le résidu de la premiére extraction de I’huile d’olive. Ses
teneurs relativement élevées en eau et en huile favorisant son altération rapide

lorsqu’il est laissé a I’air libre [30].

» Grignon épuise : C’est le résidu obtenu apres déshuilage du grignon brut par solvant
[30].

» Grignon tamisé : Il résulte de la séparation partielle entre les débris des noyaux

concassés et la pulpe par tamisage [31].

L.2 Caractéristiques physiques :

Les grignons bruts renferment la coque du noyau réduite en morceaux, la peau et la pulpe
broyée de l'olive, environ 25% d'eau et encore une certaine quantité d'huile environ 9%.
Les grignons épuisés different essentiellement par une plus faible teneur en huile et une teneur
en eau reduite du fait qu'ils ont eté déshydratés au cours du processus de l'extraction. Les
grignons épuisés partiellement dénoyautés sont constitués essentiellement par la pulpe
(mésocarpe) et contiennent encore une petite proportion de coques qui ne peuvent étre
séparées complétement par les procédés de tamisage ou de ventilation utilisés [32].
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1.3 Composition chimique des grignons d’olive :

La composition chimique des grignons d’olive varie dans de trés larges limites selon le stade

de maturité des olives, le procédé d’extraction de I’huile et I’épuisement par les solvants [33].

Cette composition peut se résumer comme suit :

La teneur en cendres est normalement faible (3 a 5%). Les teneurs élevées
rencontrées sont dues a I’absence de lavage et a la présence des olives ramassées a

méme le sol [33].

La teneur en matiéres grasses est relativement élevée et varie principalement selon
le procédé technologique employé. L’épuisement du grignon permet d’avoir un
produit dont la teneur oscille entre 3 et 4% de la matiére seche. Ces matieres
grasses sont composées principalement d’acide oléique (84%), stéarique,

palmitique, mystique et linoléique [33].
La teneur en cellulose brute est élevee (15 a 24%) [34].

Le grignon d’olive peut contenir jusqu’a 2.5% de polyphénols comme le montre le
tableau 11.1 [34]

Tab.Il.1: Caractéristiques des grignons bruts issus de divers procedés d’extraction

de I’huile [34]
aramares )| Seer [ e pondd
Humidité 27,2 50,23 56,8
Huile 8,72 3,89 4,65
Composés Phénoliques 1,5 0,326 2,43
Protéines 4,77 3,43 2,87
Sucres totaux 1,38 0,99 0,83
Cellulose 24,1 17,37 15,54
Hémicellulose 11,0 7,92 6,63
Carbone total 42,9 29,03 25,37
Cendres 2,36 1,7 1,42
Azote 0,71 0,51 0,43
Phosphore P, Os 0,07 0,05 0,04
Lignine 14,1 10,21 8,54
Potassium K; O 0,54 0,39 0,32
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1.4 Valorisation des grignons d’olive :

Parmi les possibilités de revalorisation de grignon d’olive, nous pouvons citer :

>

Production d’huile & partir de grignon :

Les grignons ont un débouché important dans I’industrie agroalimentaire, par

I’extraction de I’huile résiduelle a I’aide de solvants [35].

Utilisation comme combustible :

Elle représente dans la majorité des pays I’application la plus courante. Le grignon
d’olive est un combustible de valeur calorifique modeste (2900 a 3000 kcal/kg), cette

chaleur est principalement apportée par la coque [36].

Utilisation comme alimentation du bétail :

Le grignon et ses dérivés ont une certaine application dans I’alimentation des
ruminants, notamment les ovins, les caprins et les camélidés. Sa faible digestibilité
rend nécessaire de les mélanger a d’autres sous-produits (mélasse, paille hachée,

marcs de raisin...) [37].

Utilisation comme fertilisants :

L’épandage directe du grignon d’olive est un produit difficilement dégradable a cause
de sa richesse en lignine et a sa phytotoxicité. Donc, pour pouvoir I’utiliser comme
fertilisant, il est recommandé de lui faire subir un compostage qui génére une matiere

organique stabilisée non phytotoxique [38].

Production de furfural :

Le grignon est compose en grande partie par les débris de coque qui sont constitués de
lignine, cellulose et pentosane. Ces derniers sont des hydrates de carbone complexe,
qui par hydrolyse, engendrent des pentoses et apres dessiccation, le furfural.

Elaboration du charbon active :

Selon Spahis [39], le charbon actif produit a partir de grignon d’olive est un excellent

décontaminant des eaux polluées.
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En Algérie, Pour la récupération et la transformation des grignons produits en grandes
quantités par un parc oléicole avoisinant 500 huileries a travers la wilaya de Tizi-Ouzou, la
direction de I’environnement fait état de I’agrément d’un projet initié par un particulier dans
la zone d’activité de Boghni pour «la fabrication de briques de chauffage a I’aide de
particules solides, alors que les résidus d’huile récupérés servent a la fabrication de savons

et des shampooings» [40].

II. Margine :

11.1 Définition :

Les margines ou eaux de végétation sont des effluents liquides générés par la fabriquation de
I’huile. Généralement, 40 a 50% de ces eaux proviennent du fruit (eau de végétation ), le reste
de I’eau ajoutée pendant la trituration. Le volume des margines varie avec le systéme
d’extraction [41].

Les quantités produites sont abondantes dans I’extraction a 3 phases car elle nécessite une
injection d’eau a la pate avant centrifugation [42].

Les margines se présentent comme un liquide résiduel aqueux de couleur brune rougeatre. Ce

liquide a une odeur agréable qui rappelle celle de I’huile d’olive mais a un godt amer.

I1.2 Composition et caractéristiques chimiques des margines :

La qualite et la quantité des margines dépendent de I’opération d’extraction d’huile d’olive.
Elle sont egalement influencées par la variété de I’olive, de la saison de cueillette, du taux de
maturation des fruits et des conditions climatiques [43].

Les margines sont acides et extrément chargées en matieres organiques contennant
essentiellement des sucres, des lipides, des acides organiques, des acides amines et des
composes phenoliques [44].

Les margines contiennent plusieurs sels minéraux dont 80% sont solubles (phosphates,
sulfates et chlorures) et 20% insolubles (carbonates et silicates). Les éléments les plus
representatifs sont le potassium (47%), les carbonates (21%), les phosphates (14%) et le
sodium (7%) [45 , 46].
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Les margines sont caractérisées par un pH de 4,5 a 5,5, une conductivité de I’ordre de
10® S/cm? due principalement aux ions potassium (0,6 & 2 kg/m®), calcium (0,3 & 0,6 kg/m®)
et magnésium (0,05 & 0,3 kg/m°) [47].

Tableau 11.2: Composition chimique général des margines [42].

Composant Teneur %
Eau 83-88

Matiére organique 10,5-15
Matiére minérale 15-2

Matieres azotées totales 1,25-2,4
Matiéres grasses 0,03-1
Polyphénols 1-15

Tableau 11.3: Caractéristiques physico chimiques des margines [47].

Parametres Valeurs

pH 45-55
Conductivité 10° S/cm?
Salinité 8a10g/L
Densité 1,02a1,09

DCO 100 - 220 kg/m®
DCO max 600 kg/m®
DBOs 45 - 55 kg/m®

DBOs max 100 kg/m®

I1.3 Valorisation des margines :

Les margines peuvent faire I’objet de plusieurs types de valorisation, On peut citer :

» Transformation des substances organiques des margines en biogaz (80% des
substances organiques se transforment en biogaz pour donner 65-70% de méthane) par
une série de réactions biochimiques effectuées par deux types de bactéries acidogénes
et méthanogenes [48].

» Reécupération des composés phénoliques qui peuvent étre utilisées en industrie

pharmaceutique et cosmétique [49].

ENP 2015 Page 16



Chapitre 11 Le grignon d’olive et les margines

> Les margines peuvent étre utilisées pour obtenir un compost fertilisant pour les sols
[50]. L’avantage du compost formé a partir des margines est I’absence des micro-
organismes pathogenes avec des concentrations élevés en phosphore et en potassium

[51].

» Gréce a leur richesse en matieres organiques, les margines représentent un substrat
nutritif pour la production des protéines unicellulaires (POU) qui peuvent étre

transformées en fourrage [52].
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Les polyphénols sont considérés comme des composes quasi universels des végétaux.
Structurellement, ils se répartissent en plusieurs classes allant de composés présentant un
simple noyau phénolique (ex.: acide gallique) a des composés polymériques complexes
comme les tanins. Les polyphénols constituent les principes actifs de nombreuses plantes
médicinales. On les trouve, d’une maniere générale, dans toutes les plantes vasculaires ou ils
peuvent étre localisés dans divers organes: racines, tiges, bois, feuilles, fleurs et fruit.
In vitro, les polyphénols présentent des activités antioxydantes, antivirales, anti-
inflammatoires et anticancéreuses. Ces activités sont attribuées en partie a la capacité de ces
composeés a réduire les radicaux libres tels que les radicaux hydroxyles (HO") et superoxyde
(O,7) mais aussi a leur affinité pour une grande variété de protéines dont certains enzymes
[53].

I. Définition :

Les polyphénols constituent une famille de molécules tres largement répandues dans le réegne
végétal. On les trouve dans les plantes, depuis les racines jusqu’aux fruits. Les polyphénols
sont des métabolites secondaires, ce qui signifie qu’ils n’exercent pas de fonctions directes au
niveau des activités fondamentales de I’organisme veégétal, comme la croissance, ou la
production [54,55].

L’ appellation polyphénols ou composés phénoliques regroupe un vaste ensemble de
plus de 8000 molécules, divisées en une dizaine de classes chimiques, qui présentent toutes
un point commun: la présence dans leur structure d’au moins un cycle aromatique a 6

carbones, portant un ou plusieurs groupements hydroxyles (OH) [56].

II. Classification des polyphénols :

Les composés phénoliques peuvent étre regroupés en de nombreuses classes qui se
differencient d’abord par la complexité du squelette de base (allant d’un simple Cg a des
formes tres polymérisées), ensuite par le degré de modifications de ce squelette (degre
d’oxydation, d’hydroxylation, de meéthylation...), 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). Macheix et al (2006) divisent

les composés phénoliques selon leur forme [57]:
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1.1 Les formes les plus simples :

Les formes phénoliques les plus simples présentent des structures chimiques allant du simple
phénol en Cs (non présent naturellement chez les végétaux) aux flavonoides en Cys et & des
molécules proches. Sauf exceptions, ces substances sont présentes sous forme soluble dans la

vacuole [57].

11.1.1 Les acides phénoliques :

Ce sont des composés organiques possedant au moins une fonction carboxylique et un
hydroxyle phénolique. Ils sont représentés par deux sous-classes: les dérivés de I’acide
hydroxybenzoique et de I’acide hydroxycinnamique [58].

Les dérivés de I’acide benzoique ont une formule de base de type Cg-Cy, ils existent
fréeqguemment sous forme d’esters ou de glucosides et peuvent également étre intégrés dans
des structures complexes comme certains tannins [57]. Les derives de [I’acide

hydroxybenzoique les plus répandus sont illustrés dans la figure suivante :

R2 R1

R1=R2=R3=R4 =H: acide benzoique (non phénolique)
R3 COOH R1=R2=R4 =H, R3 = OH : acide p-hydroxybenzoique
R1=R4 =H, R2=R3 = OH : acide protocatéchique
R1=R4=H,R2=0CH3, R3 = OH : acide vanillique
R4 R1=H, R2=R3 =R4 = OH: acide gallique

Figure I111.1: Structure chimique des acides hydroxybenzoiques [58].

Les dérivés de I’acide cinnamique (les acides hydroxycinnamiques), représentent une classe
tres importante dont la structure de base (Cg-C3) dérive de celle de I’acide cinnamique. Ces
composés peuvent également étre amidifiés ou combinés avec des sucres (O-acylglucosides,
O-arylglucosides) ou des polyols tels que I’acide quinique (Fig I11.2) [58].
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0
RI R1=R2=R3=R4 =H : acide cinnamigue (non phénolique)
N R1=R3=R4 =H, R2 = OH : acide p-coumarique
O0-R R1=R2=0H, R3 = R4 = H : acide caféique
R1=0CHs, R2 = 0OH, R3 = R4 = H : acide férulique
R1=R3=0CHs, R2 = OH, R4 = H : acide sinapique
R2 R1=R2 = OH, R3 = H, R4 = acide quinique : acide chlorogénique

R3

Figure 111.2: Structure chimique des acides hydroxycinnamiques [58].

11.1.2 Les Flavonoides :

Les flavanoides, de structure générale en Cys (Ce-C3-Cs) (figure 11.3), comprennent a eux
seuls plusieurs milliers de molécules regroupées en plus de dix classes, dont certaines ont une
trés grande importance biologique et technologique comme :
- les anthocyanes, pigments rouges ou bleus des fleurs et des fruits,
- les flavonols comme le kaempférol et la quercétine dont la répartition est tres
large)
- les flavanes qui sont a I’origine des tannins condensés.

Les flavonoides sont les composés les plus abondants parmi tous les composés phénoliques.
Les flavonoides sont présents dans une grande variété d'aliments (fruits et legumes, céréales,

jus de fruits, thé et vin...) [57].

Figure 111.3: Squelette de base des flavonoides [59].

11.1.3 Alcools phénoliques :

Un alcool phénolique est un composé organique possédant au moins un alcool aliphatique
et un hydroxyle phénolique. Le tyrosol (4-hydroxyphenylethanol) et hydroxytyrosol (3,4
dihydroxyphenylethanol) (Figure I11.4) sont les principales molécules de cette classe. Ces
composés sont trés abondants dans I’olive (fruit et feuille), libres ou associés a I’acide

élenolique [60,61].
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OH OH

OH

OH OH
(a) (b)

Figure 111.4 : Structures de I’hydroxytyrosol (a) et du tyrosol (b) [62].

Le principal alcool phénoliqgue de I’olive (responsable de I'amertume du fruit) est

I'oleuropéine (Fig. 10) (60 a 90 mg/g matiere seche) [10].

O-B-D-Glu

OH

Figure 111.5: Structures de I'oleuropéine [63].

11.2 Les formes condensées :
Ces composeés resultent principalement de la condensation de certaines des formes simples

précédemment évoquées [57] :

11.2.1 Les Tannins : (C15) ,

Sont des formes phénoliques condensées capables de se lier aux protéines en solution et de les

précipiter.
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11.2.2 Lignines : (Cg— C3)n

Les lignines resultent de la polymérisation tridimensionnelle de trois unités phénoliques de
base dénommées monolignols et qui sont les alcools coumarylique, coniférylique et

sinapylique, dérivant respectivement des acides p-coumarique, férulique et sinapique.

11.3 Formes liées a des macromolécules non phénoliques :

Certains acides hydroxycinnamiques peuvent étre lies a des macromolécules non phénoliques

telles que les composants glucidiques de la paroi pectocellulosique comme les hémicelluloses.

III .Les composés phénoliques de I'huile d’olive et des
sous-produits :

I11.1 L huile d’olive :

Le tyrosol, I’hydroxytyrosol et leurs dérives sont les principaux représentants de la fraction
monomeérique dans I’huile d’olive [64].

Les monomeéres phénoliques de I’huile d’olive, qui regroupent les acides et les alcools
phénoliques sont (en ordre alphabétique): le 4-acétoxy-éthyle-1, le 2-dihydroxybenzéne,
le 1-acétoxypinoresinol, I’apigénine, I’acide caféique, I’acide cinnamique (pas un phénol),
I’acides o— et p-coumarique, I’acide férulique, I’acide gallique, I’acide homovanillique,
I’acide p-hydroxybenzoique, I’hydroxytyrosol, le lutéoline, I’oleuropéine, le pinorésinol,
I’acide protocatéchique, I’acide sinapique, I’acide syringique, le tyrosol, I’acide vanillique et
la vanilline [64].

Historiquement, les acides cafeique, syringique, vanillique, protocatéchique, p-coumarique et
o-coumarique, 4 hydroxybenzoiques représentent le premier groupe de phénols simples
observés dans I'huile d'olive vierge (Montedoro, 1972; Vasquez Roncero, 1978) [65].

Les sécoiridoides (oleuropéine, déméthyl oleuropéine, ligstroside et nuzhenide) sont les

principaux phénols complexes dans I'huile d'olive vierge (Bianco et Uccella, 2000) [65].
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I11.2 La Margine :

Les composés phénoliques sont une vaste classe de substances organiques cycliques tres
variées. Dans les margines, ces composés ont une structure variable. Ils proviennent de
I’hydrolyse enzymatique des glucides et des esters de la pulpe d’olive au cours du processus
d’extraction. [66].

Les acides et les alcools phénoliques sont le groupe le plus vaste et le plus répandu dans les
margines. Les composés phénoliques a haut poids moléculaire sont essentiellement des tanins
dont la concentration peut atteindre 12 g/l [67]. Le catécholmélaninique est un flavotanin, il

est le plus répandu et en quantité la plus élevée dans les margines [68] (tableau I11.1).

En ce qui concerne la lignine, aucun auteur n'a cité la présence de ce polymere dans les

margines, bien que les pulpes d'olives contiennent au moins 3% de composes

lignocellulosiques [68].

Tableau I11. 1 : Principaux composés phénoliques des margines [69].

Les différents types des polyphénols

Monomeéres aromatiques

Composés phénoliques a haut poids
moléculaires principalement les Tanins

: T T Tanins Tanins condensés
Acides phenoliques Alcools phénoliques hydrolysables e

- Acide caféique - 4- Hydroxyphényléthanol | - Esters - Le catécholmélaninique
- Acide p-coumarique (tyrosol). d'acides

- s - 3,4- phénoliques
) Ac!de prot'oc':atechlque dihydroxyphényléthanol - Esters
- Acide vanillique (hydroxytyrosol). d'acides
- Acide 4- - Syringaldéhyde phénoliques et
hydroxyphénylacétique sucres
- Acide syringique - Glucosides
- Acide
phydroxybenzoique
- Acide veratrique
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IV.Les antioxydants phénoliques :

IV.1 Stress oxydant- Espéces oxygénées reactives :

En conditions physiologiques, le dioxygeéne, élément indispensable a la vie, produit au niveau
de la mitochondrie des especes oxygénées réactives (EOR) particulierement toxiques pour
I’intégrité cellulaire. Ces EOR, dont font partie les radicaux libres, sont dotées de propriétés
oxydantes qui les aménent a réagir, dans I’environnement ou elles sont produites, avec toute
une serie de substrats biologiques (lipides, protéines, ADN, glucose, ...). Longtemps
considérés comme des agents toxiques responsables de dysfonctions et de mort cellulaires, il
est actuellement admis que les EOR sont de véritables messagers secondaires impliqués dans
I’expression et la régulation des fonctions de prolifération et de mort cellulaire. De plus, ils
sont des médiateurs inflammatoires impliqueés dans diverses pathologies neurodégénératives

ou vasculaires telles que I’athérosclérose ou I’hypertension [70].

Les EOR sont également générées sous I’effet d’oxydants environnementaux. En effet, la
pollution (ex.: oxydes d’azote), I’absorption d’alcool ou de certains médicaments (ex.:
catécholamines), I’exposition prolongée au soleil et le tabagisme sont d’autant de situations

qui provoquent une surproduction d’EOR dans notre organisme [53].

V.2 Activité antioxydante des polyphénols :

Parmi les antioxydants naturels, les composés phénoliques, et plus particulierement les acides
phenoliques et les flavonoides, suscitent un intérét grandissant. Ce sont des composées,
naturels, qui permet de ralentir le phénomene d’oxydation qui favorisent le vieillissement
cellulaire on interrompant le passage du stress oxydatif et interceptant le « message » de
I’apoptose (mort cellulaire programmé). Les antioxydants vont ainsi réduire les radicaux

libres (EOR) si dangereux pour lI'organisme en raison de leur pouvoir oxydant tres éleve [71].
Les principaux mécanismes d’activité antioxydante sont [72] :

> Le piégeage direct des EOR.
» L’inhibition des enzymes impliquées dans le stress oxydant et la chélation des traces
métalliques responsables de la production des EOR.

> La protection des systemes de défense antioxydants.
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Les polyphénols peuvent agir selon ces divers mécanismes.

y Radicaux libres #

Radicaux libres

»

Cellule anormale

Absence de Polyphénols Présence de P"‘}'Phé“ng

Figure 111.6: Schéma explicatif de I'effet protectif des polyphénols de I'huile
d'olive contre les radicaux libres [64].

2

Cellule normale

V. Effets des polyphénols sur la santé :

L’huile d’olive est riche en antioxydants, comme les polyphénols, et en particulier,
I’hydroxytyrosol et le tyrosol. Ils permettent de prévenir et de traiter les maladies
cardiovasculaires, les cancers, le diabéte, les maladies neurodégénératives, I’inflammation et
le vieillissement. Ils sont antimicrobiens et jouent aussi un role important dans le
renforcement du systéme immunitaire et la protection de certains tissus et organes contre les

dommages oxydatifs : cerveau, foie, globules sanguins, muscles et artéres [64].

VI. Valorisation des composés phénoliques :

» En cosmétologie :

L’intérét des composés phénoliques est lié aux propriétés suivantes : propriété anti
oxydante, pouvoir anti inflammatoire, effet antimicrobien et la capacité de chélater les
métaux. Ces composés luttent contre le vieillissement cutané en tant que molécules
anti radicalaire et en tant que protecteur des protéines de la peau comme I’¢lastine et le

collagene [73].
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» En agroalimentaire :

Berset et Bondini (2000) posent le probleme de la place des polyphénols dans
I’alimentation et souligne leur différentes fonctionnalités :
e Action sur la qualité sensorielle des aliments, flaveur et savoure ;
e Action dans le domaine de la sécurité des aliments, role antibactérien et anti
radicaux libres ;

e les colorants phénoliques :

La contribution des polyphénols dans la coloration des végétaux et leur abondance a suscité
I’intérét des industries agroalimentaire, surtout apres I’interdiction de certains colorants
synthétique. Parmi les les principaux colorants de nature phénoliques, on peut citer :

e La curcumine (E100) extrait de curcuma responsable de la couleur jaune.

e La Beétacyanine extrait principalement de la betterave et responsable de la

coloration violette.

Les anthocyanine (E163) sont responsables de la coloration rouge, bleu et violette [74].

ENP 2015 Page 26



Chapitre IV Les techniques d’extraction

L’extraction est une opération qui consiste a séparer certains composés d’un organisme
végétal selon diverses techniques. Dans les domaines de la chimie des substances naturelles et
de la chimie thérapeutique, L’extraction des métabolites secondaires (polyphénols) est une
phase primordiale. Le choix de la méthode d’extraction est basé sur des données préalables
sur les caractéristiques physicochimiques des métabolites a extraire [75].

I. Extraction Liquide-Liquide :

L1 Définition et mécanisme :

Généralement, on met en contact intime une solution d’alimentation, contenant les
constituants a séparer (solutés) avec une seconde phase liquide appelée solvant qui extrait
préférentiellement un ou plusieurs des solutes. Le solvant qui contient alors le ou les solutés
est désigné sous le terme d’extrait, la solution d’alimentation ayant perdu la majeure partie de

ces mémes constituants est appelée raffinat (figure 1V.1).

En pratique, I’utilisation d’un procédé d’extraction liquide-liquide requiert deux opérations

successives :

» une mise en contact intime des deux phases liquides durant un temps suffisant a
I’obtention de I’équilibre ou d’un état proche de I’équilibre et pendant lequel le ou les
solutés sont transférés de la phase d'alimentation dans le solvant. A I’équilibre, le
rapport des concentrations du soluté dans l'extrait et le raffinat, appelé rapport (ou
coefficient) de distribution, donne une mesure de I’affinité relative du soluté pour les

deux phases ;

» apres leur contact, une séparation ultérieure des deux liquides (extrait et raffinat) sous
I’effet de la gravité naturelle auquel peut s'ajouter dans certains cas la mise en ceuvre

d’autres forces: force centrifuge, champ électrique, etc... [76].

Concernant la récupération des composes de I’extrait (solvant et soluté purs), En chimie
organique, le solvant est le plus souvent seéparé par distillation ou évaporation. Ce solvant

régénéré est recyclé vers I’extraction, mais transite au préalable par une unité de
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reconditionnement qui le raméne aux spécifications physico-chimiques optimales avant la

réutilisation [76].

Extrait Solvant

|
Soluté —l

‘— !
-

Raffinat Solution
d'alimentation

Figure IV.1 : schéma de principe de I’extraction liquide-liquide [76].

Depuis maintenant plus d’un demi-siecle, I’extraction liquide-liquide est largement utilisée
dans I’industrie au méme titre que d’autres techniques de séparation dont la distillation,
I’échange d’ions, la précipitation et plus récemment les techniques membranaires. Ce sont les
industries nucléaire et pharmaceutique qui permirent ses premiers développements industriels
au cours des années 1940-1950, puis I’industrie pétroliere et pétrochimique au cours des
années 1955-1965 [76].

Actuellement, ce procédé de séparation des constituants d’un meélange et/ou de concentration
est tout particulierement utilisé lorsque les conditions technologiques ou physico-chimiques

lui sont favorables, comme c’est le cas pour :

» la séparation des composés a températures d’ébullition voisines (séparation de certains

hydrocarbures aromatiques et aliphatiques).
» la séparation d’azéotropes eau-acides minéraux.
> la séparation de composés thermosensibles ou instables (obtention des antibiotiques).

» la concentration et la purification de solutions diluées, opérations souvent plus
économiques que la distillation (cas des solutions diluées de sels métalliques tels que

cuivre, uranium, vanadium).
» lasubstitution a la cristallisation fractionnée (séparation tantale-niobium).

» la séparation d’éléments ayant des propriétés chimiques voisines (séparation uranium-

vanadium et hafnium-zirconium).
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» I’obtention de produits de haute pureté (sels d’uranium de pureté nucléaire, sels de

terres rares destinés a I’industrie optique ou électronique) [76].

L2 Les bases du choix du solvant :(les propriétés du solvant) :

Le choix de I’extractant pour un procédé d’extraction liquide-liquide constitue une étape
cruciale pour réaliser une extraction efficace .Le solvant idéal devra présenter plusieurs des
propriétés suivantes (lorsque toutes ces propriétés ne peuvent pas étre réunies, il faut choisir le

meilleur compromis du point de vue économique) :

» une forte capacité d’extraction pour les solutés recherchés, associée a des valeurs

élevées des rapports de distribution D.

» une grande sélectivité de I’extraction du soluté A vis-a-vis d’un autre soluté B,

caractérisée par le facteur de séparation
» des caractéristiques physico-chimiques permettant une récupération facile :

» soit du soluté: désextraction par changement de pH, précipitation ou cristallisation

d’un sel métallique

» soit du solvant: grande volatilité ou capacité thermique faible pour une distillation

économique, comme dans presque tous les procédés de la chimie organique

» une solubilité négligeable dans le raffinat : quelques ppm a quelques dizaines de ppm,
qui éviteront une récupération colteuse, imposée pour des raisons économiques ou de

sécurité de I’environnement.

» une bonne stabilité chimique vis-a-vis des milieux réactionnels rencontrés au cours des

différentes opérations d’extraction, de lavage et de désextraction.
» des propriétés favorables :

» du point de vue de la cinétique du transfert de masse (mise en équilibre apres un

contact inférieur a quelques minutes)
» du point de vue économique : produit bon marché et disponible commercialement.

» du point de vue de la sécurité d’emploi : produit a faible toxicité, point d’éclair élevé
(supérieur a 55 °C), donc peu inflammable ou peu volatil, et peu corrosif vis-a-vis des

matériaux de construction courants [76].
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1.3 Domaines de l'application de I'extraction liquide -liquide :

L‘extraction liquide-liquide est une technique de séparation largement utilisée a I’échelle
industrielle, dans des domaines aussi variés que I’hydrométallurgie classique, I’industrie
nucléaire, la pétrochimie, I’industrie pharmaceutique ou encore I’industrie agroalimentaire
[76]. Le Tableau 1 donne une vue schematique des différentes applications dans les industries

mentionnées ainsi que I’état d’avancement en matiére d’incorporation de cette technique.

Tableau IV.1 : Application de I’Extraction Liquide-Liquide [77].

Applications de L’Extraction Liquide-Liquide

Industrie Applications
¢ Production d’aromatiques
Pétrochimique e Purification du Pétrole
o Alkylation
Chimique e Synthése de polyméres Fibres, Pesticides,

Herbicides...

e Récupération des antibiotiques et
Alimentaire et Pharmaceutique Vitamines

e Purification des produits génétiques

Métallurgique e Récupération et purification des métaux

Nucléaire e Traitement des déchets

e Traitement des eaux polluées
Environnementale e Récupération et recyclage de sous-
produits.
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I1. Extraction Solide-Liquide :

II.1 Définition :

L’extraction solide-liquide est une opération de transfert de matiére entre une phase qui
contient la matiére a extraire «solide», et un solvant d’extraction «liquide». Le but de cette
opération est d’extraire et de séparer un ou plusieurs composants mélangés a un solide dans

un solvant [75].

I1.2 Méthodes d’extraction classiques :

I1.2.1 Hydrodistillation :

Il s'agit de la méthode la plus simple et de ce fait la plus anciennement utilisée. Le principe de
I’hydrodistillation correspond a une distillation hétérogene qui met en jeu I’application de
deux lois physiques (loi de Dalton et loi de Raoult). Le procédé consiste a immerger la
matiere premiére végétale dans un ballon lors d’une extraction au laboratoire ou dans un
alambic industriel rempli d'eau placé sur une source de chaleur. Le tout est ensuite porté a
I’ébullition. La chaleur permet I’éclatement des cellules végétales et la libération des
molécules qui y sont contenues [78].

Ces molécules forment avec la vapeur d’eau, un mélange azéotropique. Les vapeurs sont
condensees dans un réfrigérant et ces molécules désirés se séparent de I’eau par différence de
densité [78].

1éfrigérant
principal

‘ __refrigérant
colonne secondaire

de distillation
§ —Ii cohobage

agitation —\ &
v chauffe

hallon

Figure 1VV.2: Montage de I’hydrodistillation [78].
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I1.2.2 Extraction par Soxhlet:

L’extraction de type Soxhlet constitue 1’une des techniques d’extraction d’échantillons solide
les plus anciennes. Le Soxhlet permet le traitement de solides de toutes tailles avec des
solvants en phase liquide. La matrice solide est introduite dans une cartouche de cellulose
fixée sur un reservoir de solvant surmonté d’un réfrigérant .Le solvant chauffé est vaporisé
puis condensé au niveau du réservoir et reste en contact avec le solide. Quand le volume de
solvant condensé dans le réservoir atteint un certain niveau, le solvant repart dans le chauffé
ballon par un phénoméne de siphon pour étre a nouveau recondensé tout en entrainant les
composés d’intérét dans le ballon ou ils seront finalement concentrés apres plusieurs cycles
d’extraction. Cette technique permet I’obtention de rendements satisfaisants pour de
nombreux composés et a été normalisée par |’agence ameéricaine de protection de

I’environnement [79].

L’extraction continue jusqu’a I’épuisement de la matiére solide chargée dans la cartouche cela

se traduit lorsque le liquide entourant la cartouche devient clair.

réfirigerant — hil \:1“ de
refiroidis s erment

tuhe de
rdixtillatinnm
COrps o
Mextractewnr
siphomn
cartouche

hallo

Folwvmant

dl® eactrauctine
cIvanaffe

hallomn

Figure 1V.3 : Extracteur de Soxhlet.
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I1.2.3 Extraction Assistée par Ultrasons :

Le procédé consiste a irradier par micro-ondes de la matiere végétale broyée en présence d’un
solvant absorbant fortement les micro-ondes (le méthanol) pour I’extraction de composés
polaires ou bien en présence d’un solvant n’absorbant pas les microondes (hexane) pour
I’extraction de composés apolaires. L’ensemble est chauffe sans jamais atteindre I’ébullition

durant de courtes périodes entrecoupées par des étapes de refroidissement [78].

L’avantage essentiel de ce procédé est de réduire considérablement la durée de distillation et
d’obtenir un bon rendement d’extrait. [78].

Ces méthodes d’extraction classique present quelques inconvinients. Elles sont
particuliérement laborieuses et donc prédisposés a des erreurs systématiques et aléatoires. De

plus, elle consomment une grande quantité de solvants organiques.

Par conséquent, c’est ainsi que de nouvelles méthodes ont vu le jour comme I’extraction par
un fluide supercritique, I’extraction sous champ micro-ondes et I’extraction en solvant chaud
pressurisé. Leur similitude essensielle est I’utilisation de conditions qui permettent d’accélérer
le processus d’extraction. Ces techniques présentent également I’avantage de minimiser le

volume de solvant d’extraction et d’étre automatisable [80] .

I1.3 Méthodes récentes d’extraction de matrices solides :

I1.3.1 Extraction par des fluides supercritiques :

L’extraction par les fluides supercritiques a été développée au début des années 1980. Ce type
d’extraction s’effectue en présence d’un fluide supercritique qui posséde des propriétés
intermédiaire entre celles des liquides et celles des gaz. L’extraction par fluide supercritique
(SFE) utulise un fluide qui va étre porté a une température ou pression supérieure a son point
critique. En SFE, le fluide sous pression est introduit dans une cellule, contenant I’échantillon,
chauffé a la température définie de maniérée a étre dans I’état supercritique. Le fluide
supercritique est alors délivré dans la cellule d’extraction. La récupération des solutés peut
s’effectuer aprés détente du fluide supercritique de deux fagons différentes : soit le fluide
apres détente barbote dans un solvant, soit il traverse une phase solide qui piege les solutés
qui seront par la suite élues par un faible volume de solvant. Les paramétres influents en SFE

sont la nature du fluide, son débit et les consignes de températures et de pressions [79].
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Les fluides supercritiques ont une faible viscosité et un coefficient de diffusion élevé
comparés aux liquides. lls peuvent par conséquent pénétrer dans les pores d’une matrice
solide de maniere plus efficace qu’un solvant liquide. Les transferts de masse et donc les

extractions sont plus rapides [79].

I11.3.2 Extraction assistée par champ micro-onde :

Cette technique consiste a chauffer rapidement le solvant d’extraction qui est au contact de
I’échantillon par un champ micro-ondes (MAE) [81]. Contrairement aux techniques
classiques de chauffage par convection, I’utilisation des micro-ondes implique une interaction
directe entre un rayonnement électromagnétique et la matiere. Le champ micro-ondes utilisé
en MAE entraine une augmentation de la température du solvant et de I’échantillon par mise
en rotation des dip6les électriques des molécules de solvant. Le chauffage est plus rapide
qu’un chauffage par convection .1l existe deux types d’appareillage permettant la mise en

ceuvre de la MAE : le systeme fermé et le systeme ouvert [79].

En MAE en systeme ouvert, I’extraction s’effectue a pression atmosphérique dans un
récipient surmonté d’un réfrigérant comme pour le Soxhlet. L’amélioration du systeme repose
sur I’ajout du champ micro-ondes. L’échantillon peut étre placé dans une cartouche de
cellulose. En revanche, la MAE en systeme fermé est effectuée dans une cellule d’extraction
fermée et étanche avec un matériau transparent aux micro-ondes. Certains systéemes
permettent le contrble de la température et de la pression .toutefois, des étapes de

centrifugation et de filtration sont nécessaires avant I’analyse [79].

I11.3.3 Extraction accélérée en solvant chaud sous pression :

La reduction du volume de solvant nécessaire a I’extraction, I’efficacité de I’extraction sont
les principaux avantages de cette technique, L’un de ces inconvénients majeur est son co(t
élevé. L’utilisation combinée de pressions et de tempeératures élevees fournit un procéde
d’extraction plus rapide qui nécessite de plus petites quantités de solvants par rapport au
Soxhlet, ce qui permet également I’obtention d’extraits plus concentrés [80].

Les programmes de température et de pression paramétrés sont maintenus a leur valeur
spécifique a I’aide d’une pompe et d’un four (figure 1-20).1l existe deux modes d’extraction :

le mode statique et mode dynamique [80].
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Figure 1V.4: Schéma d’un systeme d’extraction en solvant chaud pressurisé (Dionex).

Les étapes de cette méthode d’extraction sont :

» Chargement de I’échantillon dans la cellule d’extraction.

» Remplissage de la cellule avec le solvant d’extraction (solvant unique ou melange).

» Chauffage et pressurisation de la cellule aux valeurs choisies.

» Extraction de I’échantillon pendant un temps donné (extraction statique).

» Transfert du solvant vers le flacon de récupération et renouvellement du solvant au
contact de I’échantillon.

» Purge des résidus de solvant dans I’échantillon vers le flacon de récupération a I’aide
d’un gaz approprié [8].

I1.4 Mécanisme de I'extraction solide-liquide par solvants [82] :

Dans le cas typique de [I’extraction des matieres végétales, le soluté est localisé
dans des cellules végétales a parois trés peu perméables. L’extraction de ces matiéres par
solvants, est un processus assez complexe, basé sur le phénomeéne de transfert de matiere ou le
solvant penétre en premier dans la cellule (solide), son réle est de dissoudre le soluté s’y
trouvant. Apres la dissolution du soluté dans le solvant, ce dernier se trouve saturé en soluté
ce qui va provoquer par diffusion un transfert de matiere du soluté vers le solvant non saturg.
Ce processus peut étre résumé en quatre étapes :

» Pénétration du solvant dans le solide ;

» Dissolution du soluté dans le solvant ;

» Transfert de matiere extraite a travers les membranes cellulaires ;

» Diffusion de la matiere extraite de la surface du vegétal vers le solvant non saturé.
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IL.5 Facteurs intervenant dans I'extraction solide-liquide [83] :

L’extraction par solvant peut étre influencée par plusieurs facteurs :
» Latempérature :

L’élévation de la température permet généralement I’accroissement de la solubilité, de
la diffusion du soluté et la diminution de la viscosité de la solution. Elle est limitée par
le risque d’extraire des composés nuisibles, par le risque de dégradation thermique de

soluté.
» L’agitation du fluide :

L’ agitation du solvant en contact du solide permet le maintien des particules en

suspension et I’homogénéité du milieu, a un effet toujours favorable sur I’opération.
> Le taux de I’humidité :

L humidité influe négativement sur le rendement dans le cas d’utilisation des solvants

hydrophobes qui peuvent pénétrer dans la cellule pour extraire les produits.
» Lanature du solvant :

Le choix du solvant repose sur plusieurs paramétres : Sélectivité, température
d’ébullition peu élevée. Grande capacité de dissolution. Faible viscosité. Sécurité de
manipulation (point d’éclair, inflammabilité, toxicité). Prix du solvant et possibilité de

recyclage.
» Ladurée d’extraction :

Il est conseillé d’arréter I’extraction a I’instant ou le rendement en produit de meilleure

qualité soit maximum.
> Nature et état du solide et du soluté :

Plus la matiére est divisée et plus la surface d’échange est grande et plus le parcours
moyen du soluté est petit. La fragmentation fine s’impose lorsque le soluté est occlus
dans un réseau d’inerte, mais une grande finesse du solide peut devenir un

inconvénient quoique la division n’est pas toujours une regle générale.
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Les rejets d’huileries d’olive présentent une composition plus au moins variable.
Elle dépend de la qualité des olives, de leur degré de maturité, du systeme d’extraction et de la
qualité d’eau rajoutée lors de la phase d’extraction de I’huile

Les matiéres végétales utilisées lors de notre étude sont le grignon d’olive et la margine. Ces
derniers ont étés récupérés en janvier 2015, provenant d’une Madsra traditionnelle située dans
la région d’AKBOU dans la Wilaya de Béjaia, Algérie.

Figure V.1: le grignon d’olive. Figure V.2: la margine

I. Caractérisation physicochimique du grignon d’olive et de la
margine :

L1 L’humidité :

L’humidité ou encore la teneur en eau est déterminée en calculant le pourcentage d’eau
contenue dans I’échantillon.

L2 Les cendres :

L’extrait sec est introduit dans un four a moufle dont la température est portée a 550-600°C
pendant 2h.

L3 pH:

Apres étalonnage du pH-métre de marque HANNA, I’électrode de mesure est plongé dans un
bécher contenant un volume de 20 a 30 ml de margine ou I’on note le pH.
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L4 Conductivité :

La conductivité caractérise la résistance au passage du courant électrique ou de la chaleur
dans un matériau. La conductivité électrique est mesurée a I’aide d’un conductimetre de type
HANNA HI8733. La sonde du conductimétre, une fois rincée, est plongé dans un bécher
contenant 20 ml de margine a analyser, ceci en prenant soin a ce que les électrodes soient

complétement immergées.

L5 Teneur en polyphénols :

Pour déterminer la teneur en polyphénols totaux dans les différents rejets d’huilerie, nous
avons opté pour le protocole suivant:
- Dans deux ballons de distillation a reflux, nous avons introduit 10 g de grignon d’olive
et 10 ml de margine respectivement
- Nous avons rajouté 200ml d’éthanol
- Nous avons chauffé a température de 100°C pendant 24h.
- Apres filtration, nous avons analysé les deux échantillons par la méthode de Folin-
Ciocalteu (FC) (Annexe 4).

I1.Réactifs et solvants employés :

1. Réactif de FOLIN-CIOCALTEU:
2. Na,CO3 4.25%.

3. Les solvants : Les solvants utilisés dans ce travail sont donnés dans le tableau V.1

Tableau V. 1 : Propriétés physico-chimiques des solvants utilisés.

Solvant Eau Ethanol Méthanol | Acétone A:Qetate . ,Ether
d’ethyle | diéthélyque
Formule brute Hzo CzHGO CH4O C3HGO C4H302 (CZH5)20
M. Moléculaire | 159 | 4606 32,04 58,08 8811 7412
(g/mole)

T. d’ébullition (°C) | 100 78,37 64,7 56 77,1 34,6
T. de fusion (°C) 0 -114 -97,6 -95 -83,6 -116,3
Densité (Kg/m3) 999,97 789 791,80 791,00 897,00 /

Indice de réfraction | ) 55, 1,361 1,329 1,358 1,3723 /

a 20°C
Pureté (°/°) 100 97 96 98 95 /
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I11. Procédés d’extraction des polyphénols :

L’extraction des polyphénols s’effectue généralement au moyen de solvants appropriés tels
que le méthanol, I’éthanol, I’acétone, le N,N-diméthylformamide (Turkmen et al., 2007),
I’éther diéthylique (Moussaoui, 2007; EI Hadrami et al.,2004), I'acétate d’éthyle (Nassif,
2004; Ghattas, 2004; Kosar et al., 2003; De Leonardis et al., 2008; De Marco et al.,2007; Fki
et al., 2005a). I’éther de pétrole, le n-butanol, I’eau (Kosar et al, 2003), le méthyléthylcétone,
méthylisobutylcétone (Fki et al., 2005a) et I’acétonitrile, soit a partir d’un solide (ex: matiére
premiere végétale) dont I’objectif est de libérer les polyphénols présents dans les structures
vacuolaires par rupture du tissu veégétal et par diffusion, ou a partir d’un liquide tel que le
plasma, les wurines, les eaux usées, les margines. Ces derniéres subissent

une délipidation préalable, pour éliminer la totalité des lipides et faciliter I’extraction.

L’efficacité de I’extraction au solvant est influencée par la nature du solvant, le pH du milieu
d’extraction qui détermine le degré de solubilité des substances solubles, la température, le
nombre d’extraction et le volume du solvant utilisé ainsi que la taille et la forme des

particules. [84]

IV. Extraction Solide-liquide :

Dans notre présent travail, nous avons étudié I’extraction solide-liquide qui consiste a extraire
des composés phénoliques a partir de la matiere végétale (grignon d’olive). Les parametres
que nous avons eétudiés sont le procédé d’extraction, la nature du solvant, la duree

d’extraction, la température d’extraction et la masse du grignon.

IV.1 Extraction par distillation :

Le protocole expérimental suivi pour la réalisation de cette extraction est le suivant:
> Mettre en marche le bain thermostat a la tempeérature indiquee.
Peser exactement a I’aide d’une balance électronique, environ 10 grammes de grignon.
Introduire le grignon d’olive dans le ballon.
Verser 20 ml de solvant dans le ballon.

YV V VYV V

Assembler le montage, les vapeurs du solvant se condensent dans le réfrigérant et
retombent dans le ballon.
> A I’aide d’une pipette graduée, préelever une quantité désirée de la solution a chaque

temps.
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V.Extraction Liquide-liquide :

Dans ce travail, nous avons étudié également I’extraction liquide-liquide qui consiste a
extraire les polyphénols a partir des effluents d’huilerie (la margine). I’extraction été faite par
distillation et les parametres étudiés sont les suivants la nature du solvant, la durée de

I’extraction et la température d’extraction.

V.1 Extraction par distillation :

Nous avons extrait par distillation les polyphénols a partir de la margine en suivant
pratiqguement le méme protocole expérimental:
» Mettre en marche le bain thermostat a la température selon les conditions opératoires.
> Verser un volume de 10 ml de margine dans le ballon.
> Verser le solvant dans le ballon (200ml).
» Assembler le montage, les vapeurs du solvant se condensent dans le réfrigérant puis
les gouttelettes de solvants retombent dans le ballon.
> Avec une pipette graduée, prélever une quantité désirée de la solution en un laps de
temps précis ensuite filtrer a I’aide d’un papier filtre.

Figure V.4 : Dispositif de I’extraction (au milieu).
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Réfrigérant

Sortie d'eau de
refroidissemen

Seringue

Ballon

Plaque chauffante

Figure V.5 : Extraction par distillation.

VI.Conditions opératoires :

Nous avons utilisé plusieurs solvants a savoir I’eau, le méthanol, I’éthanol, I’acétate d’éthyle
et I’acétone afin de déterminer le plus adéquat pour I’extraction des composes phénoliques.
Nous avons également optimisé la température et la durée pour lesquelles nous obtenons les
meilleurs rendements.

Pour le grignon d’olive, nous avons utilisé 10g de la matiére végétale et 200 ml du solvant.

Pour la margine, nous avons utiliseé 10ml pour 200ml de solvant.

VIL.Techniques d’analyse des composés phénoliques :

VII.1 Folin-Ciocalteu (FC) :

L’analyse des polyphénols se fait généralement par la méthode de Folin-Ciocalteu (FC) qui
est décrite par SRISUWAN [85] (annexe 4), a I’aide du réactif Folin-Ciocalteu, L’essai FC
repose sur le transfert d’électrons dans un milieu alcalin a partir des composés phénoliques et
autres espéces réductrices au molybdene, formant des complexes bleus qui peuvent étre

détectés par spectrophotométrie a 750-765 nm. Généralement, I’acide gallique est utilisé
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comme composé de référence standard et les résultats sont exprimés en équivalent acide
gallique (mg/l) [86].
L analyse colorimétrique, par le reéactif de FOLIN-CIOCALTEU s’est faite au niveau de
laboratoire recherche du département Génie de I’Environnement (E.N.P).
Nous avons utilisé le spectromeétre de marque PRIMLIGHT, SECOMAM® (figure V.6) avec
les caracteéristiques suivantes :
» Marque : PRIMLIGHT, SECOMAM®.
Affichage : Alphanumérique.
Gamme spectrale : 330 a 900 nm.
Bande passante : 8 nm.
Précision spectrale : +/- 1,5nm.
Source lumineuse : Lampe tungsténe halogene préalignée.
Monochromateur : Réseau protégé.
Détecteur : Cellule silicium.
Dimensions (L x H x P) : 280 x 180 x 220 mm.
Masse : 2,5 kg.

YV V.V V V V V V V

Figure V.6 : Spectrophotométre PRIMLIGHT, SECOMAM®.

VIL.2 Identification et quantification par HPLC:

VIL.2.1 Principe :

La chromatographie liquide a haute performance est un moyen trés flexible et simple pour
isoler et identifier les différents composés d’un mélange.
La HPLC a été développée en 1968 par Giddings. Le principe de séparation repose sur

I’interaction des solutés entre deux phases non miscibles: la phase stationnaire qui est fixe et
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la phase mobile. Plusieurs modes d’HPLC ont été développees afin de couvrir un large

domaine d’application :

- Chromatographie d’exclusion: séparation en fonction de la taille, applicable aux

grosses molécules (10 000 g/mol).

- Chromatographie d’adsorption: utilisée principalement pour la séparation des espéces
apolaires. Les analytes sont en compétition avec la phase mobile et s’adsorbent sur un
solide.

- Chromatographie par eéchange d’ions: séparation des composés ioniques par une

phase stationnaire constituée d’une résine échangeuse d’ions.

- Chromatographie de partage: séparation des especes non ioniques et polaires par une
phase stationnaire qui peut étre liquide (solvant immobilisé par adsorption physique
sur la surface d’un support) ou solide (billes de silice greffées). De par la stabilité des

billes de silice greffée, la chromatographie liquide-phase greffée est la plus utilisée.

A l'instant initial, le mélange a séparer est injecté a I'entrée de la colonne ou il est entraine
par la phase mobile. Si la phase stationnaire a été bien choisie, les constituants du melange
ayant des temps de rétentions différents sont sépares par élution. Un détecteur placé a la
sortie de la colonne couplé a un enregistreur permet d'obtenir un tracé appelé

chromatogramme.

La séparation des composés dépend de deux parameétres principaux: la nature de la phase
stationnaire et celle de la phase mobile. La phase mobile, dite éluant, est constituée d’un
solvant ou d’un mélange de solvants de grande pureté. Les moléecules sont a la fois

retenues par la phase stationnaire et éluées par la phase mobile [87].

Deux types de chromatographie peuvent étre distingués selon la nature chimique de la
silice :
e I’HPLC en phase directe si la silice est greffée avec des groupements fonctionnels

polaires (CN, NHs,...). Les molécules les plus polaires ont une grande affinité avec

la phase stationnaire et une faible interaction avec I’éluant.

e I’HPLC en phase inverse si la silice est constituee de longues chaines alkyles de
type Cg ou Cig. Dans ce cas, les composes les moins polaires seront les plus

retenus de par leurs interactions avec la phase de la colonne [87].
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VII.2.2 Appareillage :

Dans notre étude, nous avons réussi a réaliser une analyse qualitative et quantitative de

certains composés phénoliques se trouvant dans nos différents extraits en utilisant une HPLC

de type Agilent 1100, cette analyse a été effectuée au laboratoire privé BEKER de Dar-El-

Beida. Les différentes parties constituant I’HPLC sont décrites ci-dessous:

>

Un réservoir de solvant (éluant): contenant la phase mobile en quantité suffisante.
Plusieurs flacons d'éluants (solvants de polarités différentes) sont disponibles pour pouvoir
réaliser des gradients d'élution (mélange de plusieurs solvants a des concentrations

variables) a I'aide de la pompe doseuse.

La pompe: Elle est munie d'un systéme de gradient permettant d'effectuer une
programmation de la nature du solvant. Elle permet de travailler en mode isocratique,
ou 100% d'un méme éluant est utilisé tout au long de I'analyse et en mode gradient, ou
les constituants de la phase mobile varient. Dans notre étude, nous avons utilisé une

pompe en mode gradient. Dans notre cas nous avons travaillé en mode gradient.

Vanne d'injection: Nous avons utilisé une boucle de 5ul. Le choix du volume de la
boucle s’est fait en fonction de la taille de la colonne et de la concentration supposée
des produits a analyser. Le systeme de la boucle d'injection permet d'avoir un volume

injecté constant, ce qui est important pour I’analyse quantitative.
Colonne: Nous avons utilisé une colonne de type Cig

Détecteur: Nous avons utilisé un détecteur a barrettes de diodes (DAD) a trois
dimensions permettant de mesurer directement I'absorbance sur plusieurs longueurs
d'onde a la fois, ce qui nous permet de nous donner a chaque temps, le spectre

correspondant.

L'ordinateur est muni d’un logiciel spécialisé Agilent ChemStation.

ﬁ COLOMNNE | [ détecteur ]
pompe
T
Vers
—— enregistreur
I injectewr

| Réserve de liquide
phase mohile

Figure V.7: Principe de fonctionnement de I’HPLC.

ENP 2015 Page 44



Chapitre V Matériels et méthodes

VIIL.2.3 Les conditions chromatographiques utilisées sont:

» Colonne : Cyg de 15cm x 150 mm x 4,6 mm de marque KNAUER.
» Phase mobile : Méthanol / Eau / Acetonitrile (60 / 20 / 20).

> Débit : Iml/min.

» Volume d’injection: 5pl.

» Longueur d’onde : 254 nm.

» Temps d’injection: 20min.

» Température: 22°C.

> Pression : 118 bars.

VIIL.Teneur en polyphénols :
La teneur en polyphénols est calculée par la formule suivante :

Mext

teneur (%) = 100 x

ech

Ou : - Mgy est la masse des polyphénols dans I’extrait (en mg)

- Mg est la masse seche de I’échantillon végétal (en mg).

XI.Le rendement d’extraction :
Le rendement est calculé & I’aide de la formule suivante:

ext

Rendement (%) = 100 x

Pt

OU : - Mgy est la masse des polyphénols dans I’extrait (en mg)
- Mp¢ est la masse des polyphénols totaux présents dans I’échantillon végétal (en mg).
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Dans ce chapitre, nous nous sommes intéressés a la caracterisation physicochimique des
grignons d’olives. Nous avons également effectué une étude cinétique et paramétrique de
I’extraction par distillateur des polyphénols a partir de deux rejets d’huilerie (les grignons

d’olive et la margine) dans le but de déterminer les conditions opératoires requises pour une

extraction maximale des polyphénols.

I. Caractérisation physicochimique du grignon d’olive :

» Humidité :
La teneur en eau est I’un des parameétres les plus importants a déterminer. L’humidité a été

calculée en utilisant la relation suivante (voir Annexe 4) :

Humidité (%)= 22 « 100 = 222222 <100 = 25,6 %.

Ou: m:masse du creuset et la prise de grignons d'olives avant sechage = 72,9 g.
m, : masse du creuset et la prise de grignons d'olives apres sechage = 70,30 g.

m3 : masse de la prise de grignon d’olive avant séchage = 10 g.

> Les cendres :

La teneur en cendres, exprimée en pourcentage:

Cendre (%)= M £100 = (6:2,‘3‘666—62,8631} £ 100 =l,39 %
(m 2-m cr) (70,30-62,8631)

Ou: mecr:lamasse du creuset vide =62,8631 g.
m1 : la masse du creuset et des cendres = 62,9666 g.
m2 : la masse du creuset et la prise de grignons d'olives seche =70,30 g.

Le tableau suivant donne les principales caractérisations du grignon d’olive utilisé :

Tableau VI.1: Caractéristiques physicochimiques du grignon d’olive brut

Parametres Valeur expérimentale Vale-ur-s relevét_es dansla
bibliographie [34])
Couleur Marron foncé-noir Marron foncé-noir
Humidité (%) 25,6 27,2
Cendre (%) 1,36 2,36
Teneur en polyphénols (%) 1,5 1,14-2,34
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La composition phénolique de I'huile et des rejets d’huilerie dépend non seulement de la
variété, de la maturité du fruit et des conditions climatiques, mais également des procédés
technologiques utilisés pour séparer la phase aqueuse de la phase huileuse.

Dans notre étude, le taux de polyphénols se situe au voisinage de 1,5%, sachant que la teneur
en polyphénols dans le grignon d’olive citée par le Dr Ahmed TRIGUI (2008) [34] se situe
dans I’intervalle de 1,1 a 2,3%.

La teneur en eau est pratiquement modeste (25,6%), ce qui confirme que notre grignon est
issu d’une huilerie traditionnelle (Maasra). Ce résultat est relativement proche de celui cité
dans la littérature [34].

La faible teneur en cendres (1,39 %) reflete la faible quantité des minéraux dans notre grignon

d’olive.

II Résultats de I'étude physico-chimique des margines :

Les principaux résultats physico-chimiques des margines issus de la région d’AKBOU sont

consignés dans le tableau 19:

Tableau V1.2 : Caractéristiques physicochimiques de la margine.

Parametres Ygleur Va_legr relevé:es
expérimentale dans la bibliographie [42,47]

Couleur Marron foncé-noir Marron foncé-noir
pH 4.7 45-55
DCO 190 100 - 220 kg/m®
Humidité (%) 79,65 83 - 88
Cendre (%) 0,1369 15-2
Teneur en polyphénols (%) 1,3 10-15

La concentration en MS a été calculée en utilisant la relation suivante :

_ 60,4140 -58,44

MS = 222241000 = =1000 =197,4 g/L.

Ou: mj: masse du creuset remplie de margine séchée a 105°C =60,4140 g.
m,: masse du creuset vide =58,44 g.

V: volume de I’échantillon a analyser = 10m

La quantité en cendres a été calculée en utilisant la relation suivante :
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(mil-mecr’) (90,77 —90,7365 )

10

Cendre = *1000 = *1000=1,35¢g/L

Ou: ms: Masse du creuset et des cendres =90,77 g.
m cr: Masse du creuset vide = 90,7565 g.

V: Volume de I’échantillon a analyser = 10ml.

La teneur en cendres est donnée par la relation suivante :

Cendre (%) = 135W_135:0.01 _y 13904
m O 5.68
Ou: Mp: Masse correspondante au 10ml de I’échantillon= 9,68 g.
V: Volume de I’échantillon & analyser = 10ml.

- Le tableau V.1 montre que les margines sont des effluents moyennement acides
(pH=4.7). Ces résultats sont relativement identiques a ceux trouvés par Ranalli. G et al
(2003) [47].

- La teneur en eau est importante (79,65%). La teneur citée par Benyahia Nadia et Zein
Karim [42] se situe au voisinage de (83-88 %).

- Lateneur en cendre est trés faible par rapport a celle cité par la littérature.

- La teneur en polyphénols (=1,3%), se situe dans l'intervalle (1-1,5 %) cité par

Benyahia Nadia et Zein Karim (2003) [42].

IIlI Meéthode de travail :

Pour le grignon, nous avons suivi les cinétiques d’extractions des polyphénols par distillation
en variant différents solvants (eau, méthanol, éthanol, acétate d’éthyle et acétone) par la
méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu (FC). La quantité de grignon d’olive et la durée
d’extraction ainsi que le volume du solvant ont été fixées respectivement a 10 g, 220 minutes
et 200 ml. L’analyse des échantillons prélevés au cours du temps a permis de tracer les
rendements des cinétiques d’extractions pour chaque solvant.

Une fois que nous avons déterminé le solvant adéquat, nous sommes passé a I’étape suivante
qui consiste a optimiser la durée, la température et la masse pour lesquelles nous obtenons les

meilleurs rendements.
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Pour la margine, la méme démarche a été adopté en variant plusieurs solvants (eau, éthanol,
acétate d’éthyle, éther diéthylique). Le volume de la margine et la durée d’extraction ainsi
que le volume du solvant ont été fixées respectivement a 10ml, 220 minutes et 200 ml de
solvant. Pratiquement les mémes parameétres ont été optimisés (durée, température, volume du
solvant).

En ce qui concerne la méthode instrumentale par HPLC, nous avons suivi la cinétique
d’extraction (a partir des margines et du grignon) de certains composés phénoliques (acide

gallique, phénol) en se référant a des étalons (standards).

IV Dosage des polyphénols par la méthode colorimétrique :

IV.1 Détermination de la courbe d’étalonnage :

Des solutions tres diluées et de différentes concentrations de I’acide gallique sont préparées,
Nous avons utilisé la méthode de Folin-Ciocalteu, et nous avons détermine la densité optique
des différentes solutions, la lecture a été réalisé plusieurs fois pour veérifier la reproductibilité
des mesures, les résultats sont représentés dans le tableau V1.3.

TableauV1.3 : Résultats de la densité optique.
C (mg/L) 10 50 100 200 400 800 1000

DO 0,008 | 0,049 | 0,108 | 0,213 | 0,445 | 0,804 | 1,023

1,2

0o y =0,001x

1 R2=0,9983 &
P
0,8 &

0.6 pd ] ¢ DO

Linéaire (DO)
0,4 - o

0,2 »

0 200 400 600 800 1000 1200
C(mg/L)

FigureV1.1 : Courbe d’étalonnage exprimant les absorbances en fonction des
concentrations de I'acide gallique (mg/l).
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FigureV1.2 : Solutions diluées de I’acide gallique préparées a partir d’une solution
mére (1g/L) selon la méthode de Folin-Ciocalteau.

IV.2 Analyse des échantillons extraits :

La détermination de la concentration en polyphénols totaux (en équivalent acide gallique) a
éte effectuée selon la méthode FC (Annexe 4) et a partir de la courbe d’étalonnage illustrée
ci-dessus.

Ces concentrations nous ont permis de calculer la teneur en polyphénols ainsi que le
rendement d’extraction.

IV.2.1 Grignon d’olive:

IV.2.1.1Etude de la cinétique d’extraction par distillation :

Les rendements d’extraction des polyphénols a partir du grignon d’olive obtenus pour chaque
solvant utilisé sont représentés dans le tableau 4 et les figures V1.3 sachant que pour chaque
solvant, la température d’extraction appliquée correspond a sa température d’ébullition.
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TableauV1.4: La cinétique d’extraction par distillation moyennant plusieurs solvants.

Eau
t (min) 0 20 40 60 80 100 130 160 190 220
DO 0 | 0136 | 0,145 | 0,151 | 0,154 | 0,172 | 0,21 | 0,216 | 0,216 | 0,328
C(mg/lL) | O 136 145 151 154 172 210 216 216 328
m (mg) 0 | 27,2 | 28,97 | 29,94 | 30,47 34 41,16 | 42,29 | 42,24 | 64,09
teneur% | O | 0,366 | 0,389 | 0,402 | 0,4095 | 0,457 | 0,553 | 0,568 | 0,5677 | 0,861
R % 0 | 24,73 | 26,34 | 27,22 | 27,7 | 30,91 | 37,42 | 38,45 | 384 | 58,26
Acétate d'éthyle
t (min) 0 20 40 60 80 100 130 160 190 220
DO 0 | 0,067 | 0,069 | 0,074 | 0,079 | 0,081 | 0,084 | 0,085 | 0,099 | 0,128
C(mg/L) | O 67 69 74 79 81 84 85 99 128
m (mg) 0 | 134 | 13,68 | 1454 | 15,39 | 15,64 | 16,08 | 16,13 | 18,62 | 23,85
teneur% | O | 0,18 | 0,184 | 0,195 | 0,2069 | 0,21 | 0,216 | 0,217 | 0,2503 | 0,321
R % 0 | 12,18 | 12,44 | 13,22 | 13,991 | 14,22 | 14,62 | 14,66 | 16,927 | 21,68
Ethanol
t (min) 0 20 40 60 80 100 130 160 190 220
DO 0 | 0,092 | 0092 | 0,099 | 0,204 | 0,118 | 0,133 | 0,138 | 0,159 | 0,234
C(mg/L) | O 92 92 99 104 118 133 138 159 234
m (mg) 0 | 184 | 18,24 | 19,46 | 20,26 | 22,79 | 25,46 | 26,19 | 29,9 | 43,61
teneur % | O | 0,247 | 0,245 | 0,262 | 0,2723 | 0,306 | 0,342 | 0,352 | 0,4019 | 0,586
R % 0 | 16,73 | 16,58 | 17,69 | 18,418 | 20,72 | 23,15 | 23,81 | 27,182 | 39,65
Acétone
t (min) 0 20 40 60 80 100 130 160 190 220
DO 0 (0071 008 | 0083 | 0,083 | 0,091 | 0,093 | 0,006 | 0103 | 0,145
C(mg/L) | O 71 80 83 83 91 93 96 103 145
m (mg) 0 | 14,2 | 1586 | 16,32 | 16,177 | 17,58 | 17,81 | 18,28 | 19,374 | 27,12
teneur% | O | 0,191 | 0,213 | 0,219 | 0,2174 | 0,236 | 0,239 | 0,246 | 0,2604 | 0,364
R % 0 | 1291 | 14,42 | 14,83 | 14,706 | 1598 | 16,19 | 16,62 | 17,613 | 24,65
Méthanol
t (min) 0 20 40 60 80 100 130 160 190 220
DO 0| 008 | 0,097 | 0,107 | 0,208 | 0,122 | 0,144 | 0,145 | 0,165 | 0,169
C(mg/L) | O 80 97 107 108 122 144 145 165 169
m (mg) 0 16 19,24 | 21,04 | 21,049 | 23,57 | 27,58 | 27,52 | 31,037 | 31,6
teneur% | O | 0,215 | 0,259 | 0,283 | 0,2829 | 0,317 | 0,371 | 0,37 | 0,4172 | 0,425
R % 0 | 1455 | 17,49 | 19,12 | 19,136 | 21,43 | 25,07 | 25,02 | 28,215 | 28,73
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Figure V1.3 : Evolution au cours du temps des rendements d’extraction des
polyphénols a partir du grignon d’olive par distillation.

Il ressort a travers I’observation des rendements d’extraction, de la figure V1.3 que I’eau et
I’éthanol donnent les meilleurs rendements d’extraction qui sont de I’ordre de 58,36% et de
39,6% respectivement, alors que I’acétate d’éthyle donne le plus faible rendement (21,68 %).
L’éthanol et I’eau sont préférables car ils ont I’avantage d’étre non polluants, moins chers et
non toxiques par rapport a d’autres solvants comme le méthanol.

L’eau est responsable d'un pouvoir extracteur élevé par rapport a d'autres solvants et permet
une meilleur extraction des polyphénols, D’apres les travaux de Sripad et Prakash, I’addition
de I’eau aux solvants organiques augmente la solubilité des polyphénols. Cette augmentation
est peut étre due a l'affaiblissement des liaisons hydrogene dans les solutions aqueuses. Elle
pourrait également étre due a l'augmentation de I’alcalinité et de I’ionisation des polyphénols
dans de telles solutions [88].

Les travaux conduits par Katalinic et al. [89], confirment nos résultats en indiquant que
I’éthanol en combinaison avec I’eau permet une meilleure extraction des polyphénols totaux.
En ce qui concerne I’extraction sélective des polyphénols, Counet et Collin (2003) ont montré
gu’un meélange acétone/eau/acide acétique (70/28/2) était optimal pour I’extraction des
flavoides. Callemien et al (2005) ont constaté que le resvératol est mieux extrait par un
mélange éthanol/eau (80/20 a 60°C) [90] .

D’apreés les travaux de Tian (2009), les solvants apolaires sont recommandés pour récupérer
les acides tanniques de haut poids moléculaire [90].
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En vue de développer une extraction efficace (qualitativement et quantitativement),

nous

avons choisi les deux meilleurs solvants (éthanol et eau) pour effectuer I’optimisation des

paramétres opératoire.

IV.2.1.2 Etude de l'influence de la température sur la cinétique d’extraction :

Pour étudier I’influence de la tempeérature, nous avons effectué une serie de prélévement

d’une durée de 20 minutes en variant a chaque fois la température, les résultats obtenus sont

représentés dans le tableau V1.5 et la figure V1.4.

Tableau V1.5 : Effet de la température sur le rendement d’extraction.

Eau

T (°C) 40 60 80 100 120 130

DO 0,016 0,025 0,095 0,132 0,19 0,24

C (mg/L) 16 25 95 132 190 240
m (mg) 3,2 4,995 18,981 26,3208 37,848 47,76
teneur % 0,043 0,0671371 0,255 0,35377419 | 0,50870968 0,641

R % 2,9 4,5 17,3 23,9 344 43,4

Ethanol

T (°C) 40 60 80 100 120 130
DO 0,026 0,069 0,158 0,147 0,126 0,136

C (mg/L) 26 69 158 147 126 136
m (mg) 5,2 13,7862 31,5368 29,3118 25,0992 27,064
teneur % 0,069 0,185 0,423 0,393 0,337 0,363

R % 4,7 12,5 28,7 26,6 22,8 24,6
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Figure V1.4: Evolution du rendement en fonction de la température d’extraction.

En examinant les courbes ci-dessus, nous avons remarqué que dans le cas de I’éthanol, le
rendement est tres éleve au voisinage de (70°C - 90°C), mais au-dela de cette température,
nous avons observé une diminution qui serait due a une altération des polyphénols sous I’effet

de la température.

En utilisant I’eau et d’apres les résultats obtenus, le rendement croit de maniére linéaire avec
I’augmentation de la température mais nous n‘avons pas pu atteindre I’optimum mais nous
estimons qu’il est au voisinage de 130°C car les polyphénols sont fragiles aux trés hautes

températures.

L’augmentation de la température favorise d’une part la diffusion et la solubilité des
substances extraites, d’autre part elle détruit certaines substances fragiles [91]. Mais le
probléme selon Rosales [92] et Joki¢ et al [93] est que I’eau et I’acétone, spécialement a
hautes tempeératures, extraient aussi des substances indésirables comme les protéines, les

lipides et les colorants non phénoliques.

IV.2.1.3 Etude de l'influence de la durée sur la cinétique d’extraction:

Pour étudier I’influence de la durée d’extraction, nous avons suivi le rendement d’extraction
pendant 9 heures en faisant un prélévement tous les 60 minutes, les résultats obtenus sont
représentés dans le tableau V1.6 et la figure VI.5.
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Eau (130°C)

t (h) 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
DO 0 | 0,244 | 0302 | 0332 | 0,382 | 0,396 | 0,442 | 0,448 | 0,464 | 0,465
C(mg/L) | O | 244 | 302 | 332 | 382 | 396 | 442 | 448 | 464 | 465
m(mg) | O | 488 |60,3396 | 66,267 | 76,171 | 78,8832 | 87,958 | 89,062 | 92,15 | 92,256
teneur % | 0 | 0,6559 | 0,81102 | 0,8907 | 1,0238 | 1,06026 | 1,1822 | 1,1971 | 1,2386 | 1,24
R % 0 | 444 | 549 | 602 | 692 | 717 | 800 | 810 | 838 | 839
Ethanol (130°C)

t (h) 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
DO 0 | 0097 | 0121 | 0149 | 0,159 | 0,178 | 0,19 | 0,209 | 0,225 | 0,23
C(mg/L) | 0 | 97 121 | 149 | 159 | 178 | 190 | 209 | 225 | 230
m(mg) | 0 | 194 |24,1758 | 29,74 | 31,705 | 354576 | 37,81 | 41,549 | 44,685 | 45,632
teneur % | O | 0,2608 | 0,32494 | 0,3997 | 0,4261 | 0,47658 | 0,5082 | 0,5585 | 0,6006 | 0,6133
R % 0 | 17,7 | 220 | 270 | 288 | 322 | 344 | 378 | 406 | 415

Tableau V1.6 : Effet de la durée sur le rendement d’extraction.

== Eau (130°C)

=—i— Ethanol (80°C)

Rendement (%)

0 2 4 6 8 10
t(h)

Figure VI. 5 : Evolution du rendement en fonction du temps d’extraction.
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L'analyse de la figure précédente révele qu’aprés une durée d’extraction de 7 h, les deux
courbes de I’eau et de I’éthanol commencent a se stabiliser a un rendement au voisinage de

84 et 40% respectivement.

Nous avons constaté que l'augmentation du temps d'extraction augmente avec la quantité des
polyphénols extraits. Une augmentation supplémentaire de la période d'extraction optimale
(7h dans notre cas) consomme beaucoup de temps et n'est donc pas économique. Lafka et al,
(2007) [94] ne signalent aucune augmentation significative de la quantité d'extrait phénolique
suite a I'augmentation de la période d'extraction qui conduit a une diminution de leur activité
antioxydante en raison de sa longue exposition aux facteurs environnementaux (température,

lumiére, oxygene), qui ont un effet négatif sur lI'activité antioxydante.

IV.2.1.4 Etude de l'influence de la masse du grignon d’olive sur la cinétique
d’extraction :

Nous avons fait varier la masse de la matiere végétale (le grignon d’olive) en fonction du
temps. Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau V1.7 et la figure VI.6.

L’optimisation du parameétre masse a été réalisé en utilisant un seul solvant (I’eau).

Tableau V1.7 : Effet de la masse végetale sur le rendement d’extraction.

m (g) 10 20 30
DO 0,328 0,737 1,049
C (mg/L) 328 737 1049
m (mg) 64,09 1474 209,8
teneur % 0,8614 3,962 8,4597
R % 58 67 64
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Figure VI. 6 : Evolution du rendement en fonction de la masse du grignon d’olive.

La figure V.6 illustre I’évolution du rendement d’extraction avec I’augmentation de la masse
du grignon d’olive. Nous remarquons qu’au-dela d’une certaine masse (20g) le rendement
d’extraction est plus faible. Nous pouvons conclure que la détermination du rapport masse da
la matiére végétale—volume du solvant est une étape cruciale dans le procédé d’extraction par
solvant, la libération des polyphénols présents dans le tissu végétal exige la rupture de ces
tissus suite a la pénétration du solvant a I’intérieur de la matrice végétale, donc chaque masse

a un volume du solvant correspondant pour enregistrer les meilleurs rendements d’extraction.

IV.2.2 Margine:
IV.2.2.1 Etude de la cinétique d’extraction par distillation :

Le tableau V1.8 et la figure VI.7 regroupent les valeurs des rendements d’extraction des
polyphénols a partir de la margine en utilisant plusieurs solvants, sachant que pour chaque

solvant, la température d’extraction appliquee correspond a sa température d’ebullition.
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Tableau V1.8 : Cinétique d’extraction par distillation moyennant plusieurs solvants.

Eau
t(min) 0 20 40 60 80 100 130 160 190 220
DO 0 0,1 (0,122 | 0,139 | 0,143 | 0,26 | 0,193 | 0,213 | 0,256 | 0,294
C (mg/L) 0 100 | 122 139 143 160 193 213 256 294
m (mg) 0 20 | 24,38 | 27,744 | 28,514 | 31,872 | 38,407 | 42,344 | 50,842 | 58,271
teneur% | 0 | 0,207 | 0,252 | 0,2866 | 0,2946 | 0,3293 | 0,3968 | 0,4374 | 0,5252 | 0,602
R % 0 16 | 195 | 22,2 22,8 25,5 30,7 33,9 40,7 46,6
Ethanol
t (min) 0 20 40 60 80 100 130 160 190 220
DO 0 |0,126 | 0,23 | 0,261 | 0,265 | 0,285 | 0,293 | 0,305 | 0,318 | 0,329
C (mg/L) 0 126 | 230 261 265 285 293 305 318 329
m (mg) 0 25,2 | 45,61 | 51,313 | 51,649 | 55,062 | 56,11 | 58,072 | 59,816 | 61,523
teneur% | O 0,26 | 0,471 | 0,5301 | 0,5336 | 0,5688 | 0,5796 | 0,5999 | 0,6179 | 0,6356
R % 0 20,2 | 36,5 | 411 41,3 44,1 44,9 46,5 47,9 49,2
Acétate d'éthyle
t(min) 0 20 40 60 80 100 130 160 190 220
DO 0 (0,175|0,197| 0,2 0,213 | 0,224 | 0,237 | 0,246 | 0,255 | 0,266
C (mg/L) 0 175 | 197 200 213 224 237 246 255 266
m (mg) 0 35 39,07 | 39,32 | 41,514 | 43,277 | 45,386 | 46,838 | 47,966 | 49,742
teneur% | O | 0,362 | 0,404 | 0,4062 | 0,4289 | 0,4471 | 0,4689 | 0,4839 | 0,4955 | 0,5139
R % 0 28 | 31,3 | 315 33,2 34,6 36,3 37,5 38,4 39,8
I’éther diéthylique
t(min) 0 20 40 60 80 100 130 160 190 220
DO 0 |0129|0,134| 0,156 | 0,26 | 0,175 | 0,188 | 0,194 | 0,198 | 0,204
C (mg/L) 0 129 | 134 156 160 175 188 194 198 204
m (mg) 0 25,8 | 26,57 | 30,67 | 31,184 | 33,81 | 36,002 | 36,938 | 37,244 | 38,148
teneur% | O |0,267 | 0,275 | 0,3168 | 0,3221 | 0,3493 | 0,3719 | 0,3816 | 0,3848 | 0,3941
R % 0 20,6 | 21,3 | 245 24,9 27,0 28,8 29,6 30,0 30,5
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Figure V1.7 : Evolution au cours du temps des rendements d’extraction des
polyphénols a partir de la margine par distillation.

Les rendements d’extraction different significativement en fonction de la nature du solvant
utilisé. Les résultats obtenus donnés par le tableau V1.8 et la figure V1.7 montrent que
I’éthanol est le meilleur solvant d’extraction (49 %) suivi par I’eau, I’acetate d’éthyle et
I’éther diéthylique, soit des rendements de 47, 42 et 40% respectivement.

Le choix du solvant a été conditionné par le caractere polaire des composés phénoliques
identifiés dans notre matiere végétale. Il est a noter aussi que d’aprés les travaux de
Bonnaillie. C et al (2012), I’éthanol (solvant moyennement polaire, constant diélectrique
€’=24,3) solubilise correctement des composés phénoliques moyennement polaires (les
catéchines monomeres...) et peut entrainer aussi des substances lipophiles résiduelles. Par
contre, les flavonoides polymeéres et les non-flavonoides étant plus polaires sont plus solubles
dans I’eau (solvant fortement polaire, constante diélectrique £’=78,3) [95].

L'acidification des margines est responsable de I'hydrolyse du complexe des composeés
phénoliques avec libération des monomeres (De Marco et al., 2007), et I'augmentation de la

solubilité des composés phénoliques dans le solvant organique (Obied et al., 2005a ; Fki et
al., 2005a) [84].
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IV.2.2.2 Etude de l'influence de la température sur la cinétique d’extraction :

Pour étudier I’influence de la température, nous avons effectué une série de prélévement

toutes les 20 minutes en variant la température, les resultats obtenus sont représentés dans le
tableau V1.9 et la figure V1.8.

Tableau V.9: Effet de la température sur le rendement d’extraction.

Eau
T (°C) 40 60 80 100 120 130
DO 0,077 0,097 0,138 0,163 0,165 0,155
C (mg/L) 77 97 138 163 165 155
m (mg) 15,4 19,4 27,6 32,6 33 31
teneur % 0,159 0,2 0,285 0,337 0,341 0,32
R % 12,3 15,5 22,1 26,1 26,4 24,8
Ethanol
T (°C) 40 60 80 100 120 130
DO 0,039 0,045 0,171 0,175 0,155 0,13
C (mg) 39 45 171 175 155 130
m (mg) 7,8 8,991 34,13 34,9 30,88 25,87
teneur (%) 0,078 0,093 0,353 0,36 0,319 0,267
R (%) 5,6 71 27,1 27,7 24,5 20,6
35
30
€25
Ezo |
§ 15 —o—Eau
@ 10 | ~—Ethanol
5 |
0
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Figure V.8 : Evolution du rendement en fonction de la température d’extraction.
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Nous remarquons que le rendement d’extraction croit en fonction de la température pour
atteinte un optimum. Au-dela de celle-ci, I’efficacité de I’extraction diminue.
Pour I’éthanol, la température optimale se situe dans l'intervalle de 80 a 100°C alors que pour

I’eau, la température optimale est obtenue a 120°C.

IV.2.2.3 Etude de l'influence de la durée sur la cinétique d’extraction :

Pour étudier I’influence de la durée d’extraction, nous avons suivi le rendement d’extraction
pendant 9 heures en faisant un prélévement tous les 60 minutes, les résultats obtenus sont

représentes dans le tableau V1.10 et la figure V1.9

Tableau V1.10 : Effet de la durée sur le rendement d’extraction.

Eau
t (h) 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
DO 0| 017 | 021 | 0,243 | 0,272 | 0,382 | 0,451 | 047 | 0,485 | 0,499
C(mg/L) | 0| 170 210 243 272 382 451 470 485 499
m (mg) 0 34 | 41,643 | 47,774 | 53,013 | 73,802 | 86,367 | 89,488 | 91,229 | 93,313
Teneur (%) | 0 | 0,351 | 0,4302 | 0,4935 | 0,5477 | 0,7624 | 0,8922 | 0,9245 | 0,9424 | 0,964
R % 0| 27,2 33,3 38,2 42,4 59,0 69,1 71,6 73,0 74,7
Ethanol
t(h) 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
DO 0| 0,16 | 0,243 | 0,281 | 0,375 | 0,405 | 0,441 | 0,467 | 0,482 | 0,493
C (mg) 0| 160 243 281 375 405 441 467 482 493
m (Q) 0 32 | 48,551 | 56,088 | 74,775 | 80,676 | 87,759 | 92,84 | 95,725 | 97,811
teneur (%) | 0 | 0,331 | 0,5016 | 0,5794 | 0,7725 | 0,8334 | 0,9066 | 0,9591 | 0,9889 | 1,0104
R (%) 0| 254 | 386 44.6 59,4 64,1 69,7 73,8 76,1 77,7
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Figure V1.9 : Evolution du rendement en fonction du temps d’extraction.

A partir des résultats expérimentaux obtenus, nous remarquons que le rendement d’extraction

évolue d’une facon significative pour se stabiliser aux environs de 5h au voisinage de 74%
avec I’éthanol et 77% avec I’eau.

V Profil phénolique par HPLC:

Nous avons procédé a I’identification et a la quantification de I’acide gallique et du phénol
dans nos échantillons par HPLC. Nous avons préparés les standards dans du méthanol avec
des concentrations de 16 mg/l. Les chromatogrammes obtenus sont illustrés sur les figures
VI1.10. Les rapports chromatographique sont reportés dans I’annexe 5.

DAD1 A, Sig=254,4 Ref=360, 100 (2015-04-30\PHENOL DOSAGE-02 2015-04-30 16-41-58PHENCLOO0GZ4.0)
mAL H
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FigureV1.10-a : Profils chromatographiques de I’acide gallique.
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FigureV1.10-b : Profils chromatographiques du phénol.

Tableau VI1.11 : données chromatographiques des standards.

e Monomeres . LEITeE de. Aire [MAU*s] Aire %
phénoliques rétention (min)
Acide gallique 1.454 241.40 96.82
Phénol 2.016 102.27 65.64

Les profils phénoliques des extraits du grignon d’olive et de la margine issues du procédé
d'extraction par distillation montre plusieurs pics correspondants aux différents polyphénols,
parmi lesquels deux composés ont étés identifiés: I’acide gallique et le phénol. Les autres pics
correspondant aux autres composes phénoliques qui absorbent a la méme longueur d’onde
(254 nm) n'ont pas été identifiés en raison de I’absence de standards.

Selon De Marco et al. (2007) [96], le composé phénolique le plus abondant dans les extraits
de margines est I'nydroxytyrosol, qui est formé de I'hydrolyse de I'oleuropéine durant
I'extraction d'huile. Dans ses travaux, Marco et al (2007) a enregistré des valeurs de
1225mg/l.

Cette partie a été consacré dans le complément de Master pour I’étude des chromatogrammes
correspondants aux extraits de la margine et du grignon, nous avons également effectué une

étude cinétique d’extraction de I’acide gallique et du phénol.
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Conclusion générale

Dans notre partie expérimentale nous avons effectué une extraction des polyphénols par
distillation a partir de deux rejets d’huilerie (grignon et margine), la teneur totale
en composés phénolique a été déterminée en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu.

L’extraction des polyphénols a partir du grignons d’olive a été faite par plusieurs solvants eau,
acetone, méthanol éthanol et acétate d’ethyle, nous avons recherché les conditions opératoires
optimales d’extraction et pour cela, nous avons procédé a une série d’expérience ou nous

avons fait varier les parametres opératoires pour le choix de la valeur optimale.

Les meilleurs rendements ont été obtenus avec I’eau comme solvant d’extraction et avec les
conditions opératoires suivantes (Vsovant =200ml, température =130°C, temps d’extraction =

7h, masse végétale = 20 g).

En ce qui concerne I’extraction des composés phénoliques a partir de la margine, I’extraction
a été faite par les solvants suivants: eau, acetate d’éthyle, éthanol et éther diéthylique. Bien
que les rendements obtenus ne varient pas trop avec ces solvants, I’éthanol est considére
comme le meilleur solvant extracteur des polyphénols avec les conditions opératoires
optimales suivantes (Vsovant =200ml, température = [80-100] °C, temps d’extraction = 5 h,

volume de la margine = 10 ml).

La méthode chromatographique liquide a haute performance (HPLC) reste la méthode la plus

appropriée car elle permet une analyse qualitative et quantitative des composés phénoliques.

Le rendement d’extraction est conditionné par plusieurs facteurs: la nature du solvant, la
température, la durée d’extraction et le rapport masse/volume qui affecte de facon

significative le rendement.

L'extraction des polyphénols par distillation, bien que généralement longue et exige des
solvants organiques, est considérée comme étant trés rapide, simple a mettre en ceuvre, trés

sensible, tres reproductible et ne nécessitent pas de matériels spécifiques.

En ce qui concerne le solvant d’extraction, quel que soit la matiere végétale (grignon ou
margine), I’éthanol et I’eau sont les meilleurs extracteurs des polyphénols, nous pouvons les
considérer comme des solvants écologiques car ils ont I’avantage d’étre non polluants, et non

toxiques.

Plusieurs chercheurs ont mis en évidence I’effet considérable de I’utilisation d’un mélange de

solvants de différentes polarités sur I’efficacite de I’extraction.
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Conclusion générale

Ce travail ouvre la voie a d’autres travaux de recherche dans le domaine de I’extraction des
polyphénols, en utilisant, a titre d’exemple, un mélange de solvants dans I’espoir d’améliorer
le rendement. Nous proposons également d'étudier I’influence d’autres paramétres comme le
pH dans le cas de I’extraction a partir de la margine.

Nous proposons également d’évaluer I’effet antioxydant de ces composes phénoliques.
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Annexes

Annexe 1.
Les principales classes de composés phénoliques [97,98].
Squelette Classe Exemple origine
carboné
C6 Phénols simples Catéchol
C6-C1 Acides p-Hydroxybenzoique Epices, fraise
hydroxybenzoiques
C6-Cs3 Acides Acides caféique, Citrus
hydroxycinnamiques férulique, Scopolétine,
Coumarines esculétine
C6-C4 Naphtoquinones Juglone Noix
C6-C2-C6 Stilbénes Resvératrol Vigne
C6-C3-C6 Flavonoides Kaempférol, quercétine, Fruits, légumes,
e Flavonols Cyanidine, fleurs
e Anthocyanes pélargonidine, , fruits rouges
e Flavanols Catéchine, épicatéchine, Pomme, raisin
e Flavanones Naringénine, Déidzéine Citrus
Isoflavonoides S0ja, pois
(C6-C3)2 Lingnanes Pinorésinol Pin
(C6-C3)n Lignines Bois, noyau des
fruits
(C15)n Tannins Raisin rouge, Kaki
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Annexes

Annexe 2: caractérisation du grignon d’olive

1. Phumidité initiale :

Le principe de la détermination de I’humidite initiale du grignon d’olive consiste a prendre
une masse d’échantillon et la porter a une température de 105°C dans une étuve pendant 2
heures.

L humidité est calculée en utilisant la relation suivante :

Humidité (%) = '“1;;“ *100

m 1 : masse du creuset et la prise de grignons d'olives avant séchage (g).

m; : masse du creuset et la prise de grignons d'olives apres séchage (g).

m3 : masse de la prise de grignon d’olive avant séchage (g).

2. Les cendres :
Le résidu séché a 105°C est introduit dans un four moufle ou la température est portée a 550-
600°C. Le résidu est laissé au four pendant 2h, ensuite refroidie dans un dessiccateur puis
pesé.
La teneur en cendres, exprimée en pourcentage, est donnée par I’équation
Ou:

m cr : la masse du creuset vide (Q).

m1 : la masse du creuset et des cendres (g).
m2 : la masse du creuset et la prise de grignons d'olives seche (g).

Cendre (%)= L’“’;’ £100

L= CT'
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Annexes

Annexe 3 : caractérisation des margines

1. Détermination de la teneur des matiéres seches MS :

On peut utiliser la méthode de filtration sur papier mais dans notre expérience on a procéder a
extraire un volume de 10 ml qui contient des matiéres en suspensions dans un creuset et on
le place dans un four a 105°C pendant 2 heures et on obtient un résidu sechée c’est les

matieres seches (MS).

La concentration en MS est exprimée en g/l, est donnée par la relation suivante :

Ou: my : masse du creuset remplie de margine séchée a 105°C (g).
m : masse du creuset vide (Q).
V :volume de I’échantillon a analyser = 10mL

2. cendres :

Le résidu séchée a 105°C est introduit dans un four moufle dans la température est portée a
550-600°C. Le résidu est laissé au four pendant 2h.

La teneur en cendres, exprimée en g/L, est donnée par I’équation :

(mil—mecr)

Cendre = = 1000

Ou :
m1 : la masse du creuset et des cendres (g).
m cr : la masse du creuset vide (g).
V :volume de I’échantillon a analyser = 10mL
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Annexes

Annexe 4 : Meéthodes colorimétrique de FOLIN-CIOCALTEU pour le
dosage des polyphénols.

Réactifs employeés :

1. Réactif de FOLIN-CIOCALTEU.
2. Na2CO3 4.25%.

Mode opératoire :

1. On verse dans un erlenmeyer :
» 0.2 mL d'echantillon dilué autant de fois qu’il est nécessaire.
» 1 mL de reactif de FOLIN-CIOCALTEU.
» 20 mL Na2CO3 4.25%.
2. Agiter, verser dans un tube a essais.
3. Porter au bain-marie & 70°C pendant 20 mn.
4. Refroidir sous un courant d'eau froide.
5. Analyser au spectromeétre a 760 nm par rapport a une solution témoin (eau distillée)
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Annexe 5 :

Les rapports chromatographiques des étalons (acide gallique et phénol).
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Data File C:\CHEM32\1\DATA\2015-04-30\PHENOL DOSAGE-02 2015-04-30 16-41-59\PHENOLO0O0002.D

Sample Name: STD AG

Acq. Operator - DS Seq. Line : 2

Acq. Instrument : HPLCO7380 Location : Vial 2

Injection Date : 30/04/2015 17:04:31 Inj : 1
Inj Volume - 5.0 ul

Acq. Method
Last changed
Analysis Method
Last changed

30/04/2015 16:19:35 by DS
C:\CHEM32\1\METHODS\POLYPH_M
04/05/2015 11:02:38 by DS
(modified after loading)

C:\CHEM32\1\DATA\2015-04-30\PHENOL DOSAGE-02 2015-04-30 16-41-59\POLYPH.M

DADL1 A, Sig=254,4 Ref=360,100 (2015-04-30\PHENOL DOSAGE-02 2015-04-30 16-41-59\PHENOL000002.D)
mAU | §
50 — v-i
40
30
20
10
4 - —
O — —_—
I I I I I i I i I I i i
0 2.5 5 7.5 10 12.5 15 17.5 min
Area Percent Report
Sorted By : Signal
Multiplier: : 1.0000
Dilution: : 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DAD1 A, Sig=254,4 Ref=360,100

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
el B R |- |- |---———-- |
1 1.137 BB 0.0861 3.08312 5.78813e-1  1.2366
2 1.454 BB 0.0708 241.40453 51.36352 96.8239
3 1.737 BB 0.0474 4.83551 1.59283 1.9395

Totals : 249.32315 53.53516

HPLCO7380 04/05/2015 11:26:35 DS Page

1 of 1



Data File C:\CHEM32\1\DATA\2015-04-30\PHENOL DOSAGE-02 2015-04-30 16-41-59\PHENOL000024.D
Sample Name: STD PH MEOH

Acqg. Operator
Acqg. Instrument
Injection Date

Acq. Method
Last changed
Analysis Method
Last changed

DS

HPLCO7380

01/05/2015 00:52:11

Seq. Line
Location
Inj

Inj Volume

- 24

: Vial 24
: 1
5.0 ul

C:\CHEM32\1\DATA\2015-04-30\PHENOL DOSAGE-02 2015-04-30 16-41-59\POLYPH.M
30/04/2015 16:19:35 by DS
C:\CHEM32\1\METHODS\POLYPH_M
04/05/2015 11:33:24 by DS
(modified after loading)

DADL A, Sig=254,4 Ref=360,100 (2015-04-30\PHENOL DOSAGE-02 2015-04-30 16-41-59\PHENOL000024.D)
mAU 1 =
7 Q
7 N
175
15
12.5-
10
: [ee]
7.5 e
1 i
5-
2.5
0
T
0
Area Percent Report
Sorted By : Signal
Multiplier: : 1.0000
Dilution: : 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DAD1 A, Sig=254,4 Ref=360,100

Peak RetTime Type
# [min]

0.442 BB
1.190 BB
1.396 BB
BB
1.732 BB
2.016 BB
2.298 BB
2.453 BB

0O~NO UL~ WNEPR
=
a0
(9}
N

Width
[min]

0.2477
0.0615
0.0887
0.0792
0.0451
0.0761
0.0664
0.0579

Area
[mAU*s]

5.24544
7.88248e-1
1.14686
3.11476
3.34074
102.27415
25.72482
1.38390

HPLCO7380 04/05/2015 11:41:18 DS

Height
[mAU]

2.55336e-1
1.93466e-1
2.06862e-1
5.93631le-1
1.17719
19.84251
5.94894
4.04867e-1

65.6404
16.5104
0.8882

Page 1 of 2



Data File C:\CHEM32\1\DATA\2015-04-30\PHENOL DOSAGE-02 2015-04-30 16-41-59\PHENOL000024.D

Sample Name: STD PH MEOH

Peak RetTime Type

# [min]
9 3.137
10 3.639
11 4.674
12 6.642
13 7.128
14 7.749
15 9.825
16 11.219
17 14.933
18 17.285
Totals :

BB
BB
BB
BB
BB
BB
BB
BB
BB
BB

Width
[min]

0.1034
0.1309
0.0985
0.0743
0.1239
0.0972
0.0874
0.1166
0.1119
0.0426

Area
[mAU*s]

2.73425
2.89841
1.52405
4_78796e-1
1.25868
8.48222e-1
5.76422e-1
1.22155
9.76045e-1
2.74499e-1

155.80985

Height
[mAU]

3.56999%e-1
2.75164e-1
2.15615e-1
1.06820e-1
1.28980e-1
1.18949e-1
1.02768e-1
1.36196e-1
1.18697e-1
1.04820e-1

30.28781

*** End of

HPLCO7380 04/05/2015 11:41:18 DS

Report ***
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