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Résumé

L’industrie oléicole de I’huile d’olive nécessite lors de son extraction de grandes
quantités d’eau, ce qui en conséquence libére d’énormes quantités des eaux

résiduaires des moulins a huiles riches en molécules bioactives.

Le but de cette etude est I’extraction avec deux solvants différents des composés
phenoliques des sous-produits oléicoles de I’olivier, ensuite leur dosage dans les
extraits. Le dosage des phénols totaux a été réalisé par la méethode utilisant le
réactif FolinCiocalteuet I’acide galligue comme standard interne ; celui des
flavonoides par la technique qui repose sur la formation de complexes colorés

entre les flavonoides et le chlorure d'aluminium (AICI,)

Mots clés : SPO — Extraction — Solvants - Polyphénols — Flavonoides.



Abstract

The olive oil industry requires large quantities of water during its extraction,
which consequently releases huge quantities of wastewater from oil mills rich in
bioactive molecules. The aim of this study is the extraction with two different
solvents of phenolic compounds from the margins and then their dosage in the
extracts. In order to optimize the best fractionation yield, liquid-liquid extraction
with ethyl acetate and n-butanol was carried out. The dosage of total phenols
was carried out by the method based on Folin Ciocalteu reagent using gallic acid
as an internal standard; that of flavonoids by the technique which responds to

the composition of color complexes including flavonoids and aluminum chloride

(AICI3), Keywords: SPO — Extraction — Solvents — Polyphenols — Flavonoids.
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Introduction générale

Introduction générale

La culture de l'olivier (Olea europaea.) pour la fabrication de I'nuile d'olive est
I'une des activités agricoles les plus anciennes de I'humanité. L'huile d'olive est
un ingrédient essentiel du régime méditerranéen en raison de sa haute valeur
nutritionnelle et de ses bienfaits pour la santé. L olivier est principalement
cultivé dans la région méditerranéenne parmi dont notre pays I’ Algérie, I’Europe

et le Moyen-Orient (Sygouniet al., 2019).

Le processus de fabrication de I’huile d’olive génére généralement de grandes
quantités de deux résidus dits coproduits (déchets) ; I’un solide (grignons) et
I’autre liquide (eaux usées du moulin & huile) Sous-produit oléicole« SPO»
souvent produit 20 % d’huile, 30% de grignons et 50% de SPO(Visioliet al.,
1999).

Les sous-produit oléicoles (SPO) sont riches en composés phénoliques, ce qui
les rend potentiellement toxiques pour I'environnement, affectant I'air, les micro-
organismes et les plantes. La gestion appropriée de ces déchets constitue donc
un défi en raison de leur colt élevé et de leurs impacts environnementaux.
Cependant, il existe un intérét croissant pour la réutilisation durable des déchets
alimentaires, y compris les SPO. Les composés phénoliques contenus dans les
SPO posseédent des effets biologiques bénéfiques bien documentés, telles que
des proprietés anti-inflammatoires, anti-angiogénique. Par conséquent, la
récupération de ces polyphénols bioactifs a partir des sous-produits de la chaine
alimentaire représente une opportunité significative en termes de durabilité et de

valorisation des ressources(Cuffaroet al., 2023).

Le présent travail s’intéresse a la valorisation des sous-produitsoléicoles (SPO)
liquides par la préparation de différents extraits suite a I’utilisation de solvants
de polarités differenctes et I’évaluation de leur pouvoir antioxydant. Les
expériences ont été faites au niveau des laboratoires pédagogiques de la faculté
SNV-STU.
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CHAPITRE 1

Genéralité sur la production oléicole



I. Industrie oléicole
1. Lolivier

L'olivier, un arbre fruitier connu scientifiquement sous le nom (d'Olea
europaea). subsp. Europaea var. europaea), est largement reconnu pour ses
olives, des fruits polyvalents consommés de diverses manieres, notamment sous
forme d'huile d'olive, I'une des principales huiles alimentaires. Cultivée depuis
des millénaires, cette variété est principalement établie dans les régions au
climat méditerranéen, provenant d'une sous-espece d'Olea europaea, une espece

appartenant a la famille des Oléacées, qui comprend des arbres et des arbustes.

Classe parmi les fruits les plus riches en composés antioxydants, I'olive est
botaniquement une drupe, caractérisée par sa forme ellipsoidale et sa peau lisse.
Son mésocarpe, charnu et gras, enveloppe un noyau ligneux contenant une
graine, sa forme ovoide étant distinctive. Initialement verte, elle vire au noir a
pleine maturité dans la plupart des variétés. Dans I'hémisphére nord, elle atteint
sa maturité entre octobre et décembre. Les scientifiques et les économistes
portent de plus en plus d'attention a ce fruit et a son huile pour leur haute valeur

diététique et leur abondance en antioxydants phénoliques(Kader, 2002.)
2. Classification botanique

Tableau 1 :Situation botanique de I’espece Olea europea .(Kader, 2002).

Regne Plantae
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Lamiales

Famille Oleaceae
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Genre Olea

Espéce Olea europaea

3. La Production Oléicole dans le monde

Les oliviers s'étendent sur plus de 11 millions d'hectares dans 47 pays répartis
sur les cing continents. Ils sont cultivés dans les deux hémispheres, permettant
ainsi deux periodes de recolte : entre octobre et avril dans I'hnémisphere Nord, et
entre avril et juillet dans I'némisphere Sud. Malgré cette répartition, la majeure
partie, soit 98 % de la production mondiale, est concentrée dans le bassin
Méditerranéen. Environ 12 000 huileries existent a travers le monde, avec plus
de 80 % utilisant des systemes de centrifugation. L'huile d'olive est aujourd'hui

consommée dans plus de 160 pays.

En 2012, la production et la consommation d'huile d'olive ont atteint
respectivement 3,1 millions de tonnes, représentant 1,7 % des 184 millions de
tonnes de matiéres grasses comestibles (dont 24 millions de tonnes d'origine
animale). Ce secteur économique stratégique joue un réle de premier plan a
I'echelle internationale, caractérisé par des dynamiques spécifiques de
production et de consommation. (AnonymeEtude internationale sur les co(ts
de production de I’huile d’olive — 2015).
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4. La production oléicole en Algérie

L'Algérie est I’'une des principaux pays mediterranéens dont le climat est des
plus propices a la culture de l'olivier. La culture de I'olivier revét une grande
importance pour I'Algérie et elle constitue une source de subsistance pour

plusieurs familles.

Représentant 45 pour cent de la superficie totale des arbres fruitiers, ce qui la
place au premier rang national dans ce domaine, les capacités de production

étant réparties sur I'ensemble du territoire national.

La superficie plantée d'oliviers est de 440 mille hectares, avec une production
supérieure & 100 millions de litres d'huile d'olive pour la saison 2023. Ainsi,
I'Algérie occupe la quatrieme place mondiale en termes de production d'olives

de table et la septieme place en matiere de production d'huile d'olive

5. Méthode d’extraction d’huile d’olive

L’huile d’olive est trés appréciée pour sa flaveur caractéristigue qui est
fortement influencée par plusieurs parametres tels que : la maturité des olives, la

variété de ces derniéres, les techniques culturales et le mode d’extraction.
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Les différentes étapes de leur extraction comprennent comprend trois processus
principaux : le concassage, le malaxage et la centrifugation. Apres le lavage, les
olives sont broyées dans le seul but de faciliter la libération des gouttelettes
d'huile, qui formeront ensuite des gouttes plus grosses par le processus de
malaxage. Traditionnellement, la phase de malaxage consiste en un lent mélange
de la pate d'olive a des températures allant de 27 a 32 °C, pendant 30 a 60 min,
selon la matiere premiere, qui peut étre plus facilement séparée(Ferroet al.,
2023)

Le processus de production de I'huile d'olive génere généralement deux types de
résidus considérés comme des déchets : I'un est solide, appelé grignons, et I'autre
est liquide, connu sous le nom Sous-produit oléicole(SPO)(Visioliet al.,1999).
Ces résidus sont souvent produits dans les proportions suivantes : environ 20 %
d'huile, 30 % de grignons et50 % de SPO

(Figure 1).

Les grignons sont des residus issus soit du processus traditionnel de premiére
pression des olives, soit du processus continu de centrifugation. Ils sont
constitués de peaux, de résidus de pulpe et de fragments de noyaux, contenant
encore une certaine quantité d'huile appelée huile de grignons. Cette quantité
d'huile varie en fonction de la méthode d'extraction chimique utilisée
(Nefzaoui., 1991).
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Figure 1 : Processus d’extraction de I’huile d'olive et principaux sous-produits

obtenus

(Ayadiet al., 2014)

II. Sous-produit oléicole de I’olivier
1. Définition
Le SPO est un liguide brun foncé avec un pH variant entre 3 et 6. Il est constituée

d'une émulsion stable comprenant de I'eau végétative, de I'eau ajoutée lors du

traitement, des olives, des résidus d'huile et des fragments de pulpe d'olive.

La SPO, quant a elle, est principalement composée d'eau issue des olives (plus
de 50 % des fruits) ainsi que d'eau ajoutée pendant le processus d'extraction. Sa
composition varie selon la variété et le stade de maturité des olives, ainsi que
selon le systéme utilisé pour l'extraction (pressage ou centrifugation). Par
exemple, dans le processus d'extraction le plus courant, qui est la centrifugation
dans les moulins a olives en trois étapes, la composition de la SPOpeut-étre
influencée. En moyenne, les eaux usees traitéees contiennent environ 83,2 %
d'eau, 1,8 % de sels inorganiques et 15 % de composants organiques, dont 7,5 %
de sucres(Bottinoet al., 2020).

Les eaux usées des moulins & huile sont un résultat inévitable du processus
d'extraction de I'nuile d'olive, et leur production est saisonniére et croissante.
Leur volume a augmenté en parallele avec la hausse de la consommation
mondiale d'huile d'olive, passant d'environ 2,6 a 2,97 millions de tonnes
(Cuffaroet al., 2023).
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2. Caractéristiques physico- chimiques

La SPO se caractérisent par une teneur élevée en mineraux salins (0,4 a 2,5 %).
Géneéralement, les SPO sont constitués de 2 a 15 % de la teneur totale en
polyphénols, de 0,03 a 1,1 % de lipides et de 4 a 16 % de composés organiques,
tels que des glucides (2 a 8 g/100 g), de la pectine, la lignine et les tanins.

Malheureusement, ces déchets aqueux représentent un probleme
environnemental crucial et ont été les déchets les plus polluants produits par les
moulins a olives de la région méditerranéenne au fil des années. Souvent
éliminés dans des bassins d'évaporation ou dans divers récepteurs
environnementaux, les SPO provoquent des odeurs fortes, une infertilité des
sols, une inhibition de la croissance des plantes, une pollution des cours d'eau
naturels et de graves effets sur les eaux souterraines, la faune aquatique et I'état

écologique.

Les composes phénoliques sont la principale cause de toxicité en raison de leur
faible poids moléculaire. Seuls 1 a 2 % du total des composés phénoliques
produits lors du broyage de la pulpe d'olive restent dans la phase huileuse. En

comparaison, environ 98 % sont perdus dans les SPO.

Cependant, ces composes phenoliquespossédent des effets biologiques
bénéfiques bien documentes, tels que des propriétés anti-inflammatoires, anti
angiogéniques et chimio-préventives. Par consequent, la récupération de ces
polyphénols bioactifs a partir des sous-produits de la chaine alimentaire
représente une opportunité significative en termes de durabilité et de valorisation

des ressources(Al-hmoudet al., 2020).
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CHAPITRE 2 les composés phénolique

. Généralité
1. Définition
Les composés phénoliques sont des composés naturels exclusivement
synthétisés par les plantes, connus par leur composition chimique basee sur les
substances phénoliques et par leurs proprietés antioxydantes. Ils sont
principalement trouves dans les fruits, les Iégumes, le thé vert et les céréales

complétes. Ces molécules sont constituées d'au moins deux cycles phényle et de

substituants hydroxyle, formant un groupe varié de composés phénoliques.

Les polyphénols sont classées en deux grandes catégories : les flavonoides et les
nonflavonoides, chacune comprenant plusieurs sous-classes définies par leur
structure moléculaire, le nombre d'unités phénoliques et les types de liaisons
entre ces unités. Dans les plantes, les polyphénols sont largement distribués dans
les tissus végetaux, principalement sous forme de glycosides. Les flavonoides,
parmi les polyphénols, sont le sous-groupe le plus significatif, partagent tous
une structure de base de diphénylpropanes (C6-C3-C6), pouvant étre se
présentant sous forme de glycosides ou d’aglycones dans leur état
naturel(Singlaet al., 2019).

2. Classification

Ace jour,environ 8 000 de type de polyphénols ont été repertoriés dans la
littérature scientifique. Ces composée se classent en diverses catégories, telle
que les acides phénoliques (acide hydroxy-benzoides et hydroxy-cinnamique),
les flavonoides (flavanols, flavones, isoflavones, anthocyanes,flavanones), les
stilbénes (comme le resvératrol et le picéatannol, les lignanes comme le
sésamol, le pinorésinol, le sinol et lentérodiol, ainsi que d’autre comme les

tannin (hydrolysables, et non hydrolysables et condenseés), les lignines, les
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xanthones, les chorones, et les anthraquinones. (La figure 3)illustre la

classification des polyphénols.

Ces composés, abondamment présents dans notre alimentation, sont des
métabolites secondaires dérivés principalement de l'acide phénolique, des

catéchines, des flavones et des isoflavones(Shwetaet al., 2021).

Composés
phénoliques

| Lignans I

’©/§VCUOH
HO

Phenolics
i, co. 5y COOH Stilbenes l
HDI;/\/ Flavonoid

OCH:;

e

OH

OH
OH OH
HO @ HO. @
H I H
R

el

\ 4+
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Figure 3 :Classification des composés phénoliguesmajeurs.

Il.  Les composés phénoliques majeur des SPOs

Les polyphénols jouent un rdle crucial dans le maintien de la santé en régulant
divers aspects tel que le métabolisme, I’obésité, les maladies chroniques et la
croissance cellulaire. L’huile d’olive de SPOs contient au moins 30 types de

polyphénols, parmi lesquels :

» Hydroxytyrosol (HT) : Parmi les polyphénols les plus abondants dans
les SPO, il agit comme un puissant antioxydant avec des effets bénéfices

sur I’inflammation, la protection cardiovasculaire et neuroprotectrice.
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» Tyrosol (TYR) :Un composé phénolique présentant des propriétes
antioxydantes, anti-inflammatoire et antimicrobiennes, étant un procureur
de I’HT.

> Oleuropéine : Un sécoiridoide glycosylé qui possede des propriétés
antioxydantes, anti-inflammatoires et antimicrobiennes.

> Verbascoside : Un glycoside phenylproparoides reconnu pour des
propriétés antioxydants, anti inflammatoire et neuroprotectrices.

> Ligstroside : Un polyphénol qui agit comme un antioxydant et anti-
inflammatoire, soutenant également la santé cardiovasculaire.

> Lutéoléine: une flavone ayant des propriétés antioxydantes, anti-

inflammatoire et anticancéreuses documentés.

En outre, le SPOs peut contenir d’autrepolyphénols tels que I’acide vanilline,
I’acidecaféique, I’acide p-coumarique, I’acide chlorogénique, I’acide férulique et
I’acide linoléicole qui contribuent également a ses propriétés bénéfiques sur la
sante(Albiniet al., 2023).
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Figure 4 :Structures des composés phénoliques présents dans les SPOs.
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1. ROole des polyphénols

Les composés phénoliques peuvent agir comme agents chimio-préventifs en
influencant plusieurs mécanismes cellulaires essentiels. Ils modulent le cycle
cellulaire, favorisent I’induction de I’apoptose (mort cellulaire programmée), et
régulent des processus épigénétique. Ces actions sont cruciales pour la
prévention des diverses maladies notamment en contribuant a la protection
contre les dommages cellulaires et favorisant la santé globale & long terme en
raison de leurs interactions avec des nombreuses enzymes et de leurs propriétés

antioxydantes

Spécifiquement, on attribue aux flavonoides des propriétés variées:
veinotonique, antitumorale, anti-radicalaire, anti-inflammatoire, analgésique,
antiallergique, antispasmodique, antibacterienne, et hépato-protectrice.(Lecciet
al., 2021).Les flavonoides favorisent la relaxation vasculaire en augmentant la
production d’oxyde nitrique, ce qui aide a maintenir la pression sanguine
normale et a la prévenir la formation de caillots sanguins. De plus, leur capacite
a limiter I’oxydation des lipides sanguins contribue a réduire la formation de
plaques d’athérome dans les arteres, aident ainsi a prévenir I’athérosclérose et

les complications associées comme la thrombose(Abu Bakaretet al., 2009).
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IV. L’effet anti oxydant

Les propriéetés antioxydantes des polyphénols et des métabolites secondaires
dépendent de la construction chimique des groupes fonctionnels attachés, plus
précisément, de la permutation des groupes fonctionnels autour de la structure
nucléaire. Le nombre de résidu hydroxyle affecte grandement I'activité
antioxydante en piégeant les RL et en perturbant la chélation des ions
métalliques (Heim et al., 2002 ; Liu et al., 2019).

V. Leffet anti inflammatoire

L'effet de modulation immunitaire des polyphénols est soutenu par
différentesétudes : Certains polyphénols ont un impact sur les populations de
cellulesimmunitaires, modulent la production de cytokines et I'expression de

genes pro-inflammatoires.

Les polyphénols répriment les macrophages en inhibant la cyclooxygenase-
2(COX-2), l'oxyde nitriqgue synthase inductible (iNOS), réduisant ainsi la
production deTNF-a, d'interleukine-1-béta (IL-1-p) et d'expression d'IL-6 (De
plus, lespolyphénols, tels que le gingérol et la quercétine(Varricchio E et al
2019).

De méme, I'EGCG blogue I'activation xdeB Nfans les cellules
épithélialeshumaines et régule a la baisse I'expression de I'NOS, la production

de NO dans lesmacrophages, ce qui entraine son immuno-modulation.
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1. Inflammations

L'inflammation est une réponse naturelle de I'organisme a une agression, régulée
pour protéger les tissus. Cependant, une régulation défectueuse peut conduire a
un état inflammatoire chronique, souvent observé dans des pathologies comme
I'obésité, le diabete de type I, les maladies cardiovasculaires et le cancer, qui
ont toutes une composante inflammatoire. Les études montrent que les
polyphénols peuvent diminuer les marqueurs de l'inflammation et agir sur

plusieurs cibles moléculaires au cceur des voies de signalisation inflammatoires.

Les polyphénols sont traditionnellement reconnus pour leurs propriétés
antioxydantes, mais des recherches récentes ont mis en lumiere leur réle en tant
que modulateurs des voies de signalisation de l'inflammation. Des études sur des
sujets en bonne santé ont montré qu'un régime riche en fruits et légumes est
associé a une réduction des marqueurs inflammatoires comme la CRP et I'lL-6
dans le plasma, tandis que la consommation d'anthocyanes est liée a une
diminution des cytokines circulantes telles que I'lL-8, I'lL-13 et I'lFN-a(Lenoir,
2011).

Des recherches in vitro ont spécifiguement montré que des flavonoides comme
la lutéoline et I'apigenine inhibent la production de cytokines comme I'lL-4, I'lIL-
5 et I'lL-13, que la quercétine inhibe la productionde TNF-a par des
macrophages stimulés par le lipopolysaccharide (LPS), et que le kaempférol
diminue I'expression et la sécrétion de TNF-a, IL-1p et IL-6 dans les
mastocytes. De plus, il est maintenant établi que les polyphénols exercent leur
activité anti-inflammatoire en inhibant I'activation du facteur de transcription

NF-kB, a la fois in vitro et in vivo (Varricchio e, et al.,2019).
2. Le diabete

De nombreuses plantes médicinales sont traditionnellement utilisées pour traiter
le diabete, et les polyphénols qu'elles contiennent sont considérés comme
responsables de leurs effets thérapeutiques. Des études ont montré que
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I'administration aigué ou chronique de polyphénols peut influencer la glycémie
de plusieurs maniéres : en inhibant I'absorption du glucose au niveau intestinal
et en améliorant son assimilation par les tissus périphériques.Les anthocyanes
diacylés, par exemple, sont connus pour induire une baisse de la glycémie.
Divers composés comme la (épi)catéchine, I'épigallocatéchine, le gallate
d'épicatéchine, les isoflavones du soja et I'acide chlorogénique ont été étudiés
pour leur capacité a inhiber les glycosidases intestinales, réduisant ainsi le
transport intestinal du glucose.Des recherches in vitro ont également montré que
les polyphénols peuvent augmenter I'absorption du glucose par les tissus
périphériques. Par exemple, I'acide caféique ainsi que des extraits de thé vert et
de thé noir ont démontré cette capacité. Les polyphénols peuvent agir sur les
tissus périphériques de diverses maniéres pour réduire la glycémie, notamment
en inhibant la gluconéogenése, en modulant la réponse adrénergique a
I'absorption du glucose, ou en stimulant la libération d'insuline par les cellules 3

du pancréas(Senani O et al.,2016).
3. Les pathologies neurodégénératives

Les pathologies associées au vieillissement cérébral, telles que la maladie
d'Alzheimer, diverses formes de demence et la maladie de Parkinson, sont
caractérisées par plusieurs changements cellulaires et moléculaires. Ces incluent
une diminution du fonctionnement des mitochondries, I'apoptose des neurones,
I'accumulation de protéines agrégees et le stress oxydant. Les antioxydants,
notamment les polyphénols, pourraient jouer un rdle bénéfique dans ces
maladies. Des études indiguent que des interventions alimentaires améliorent la
mémoire et la cognition. Cependant, les propriétés antioxydantes seules des
flavonoides présents dans ces aliments pourraient ne pas expliquer entierement
leurs effets bénéfiques sur le cerveau, surtout étantdonné leur faible
concentration a ce niveau. Les polyphénols pourraient également aider a

prévenir diverses pathologies cérébrovasculaires. Des recherches récentes
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montrent une corrélation entre la démence et la diminution du flux sanguin, avec

une étude montrant qu'une consommation de flavanols de cacao augmentait le

flux sanguin cérébral chez I'homme. En outre, la dégénérescence neuronale et

I'inflammation sont également impliquéesdans ces maladies. Ainsi, le potentiel

protecteur des polyphénols dans le cerveau semble résider dans leur capacité a

protéger les neurones contre les neurotoxines et I'inflammation, a activer la

signalisation synaptique et a stimuler le flux sanguin. (Casamenti F.,2019).

Tableau 2 : Implication des polyphénols en
(Bennetau P.,2014).

pathologies nutritionnelles

Pathologies Composés phéenoliques Alimentations
L’ Inflammation Lutéoline- I'apigénine- Feuille d’olive-SPO -
Quercétine Oignon
Baies - Celeri.
Le diabéte Acide chlorogénique -acide  Feuille d’olive - SPO-
cafeique Pomme - l'avoine - café.
Les pathologies Acideshydroxy-benzoiques- Feuille d’olive- huile
neurodegenérative | rasvératrol-Curcumine- d’olive
Myrtilles Thé vert - raisin rouge
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1. Echantillonnage

LesSPOs utiliseés dans cette expérimentation ont été réceptionnés a I'état liquide
(aqueux et huileux) et stockée a -18°C jusqu'a son utilisation, afin d'éviter la

polymérisation des composés phénoliques et I'auto-oxydation de I'échantillon.

Photo 1 : SPO-M 1 Photo 2 : SPO-M 2

Photo 3 : SPO séche
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2. Extraction des composés phénoliques

2.1 Extraction des composés phénoliques a partir du sous-produit oléicole
M1

Le sous- produit oléicole de type 1 SPO-M1) (Photo 4) pendant 15 min a 6500

tour/min,suivie d’une filtration..

La phase aqueuse de cet extrait subit un premier lavage a I’acétate d’éthyle
(AE), (v/v) pendant 30 minutes. Ainsi la phase AE est séparée de la phase
aqueuse et est concentrée a I’évaporateur rotatif pour I’analyse des composés

phénoliques.

Un deuxiéme lavage de la phase aqueuse est réalisé avec le n-butanol (But, v/v)
pendant 30 minutes afin de récupérer la phase butanol pour I’évaluation des

composeés phénoliques a son niveau (Figure 5).

2.2 Extraction des composés phénoliques a partir du sous-produit oléicole
M2

Le sous- produit oleicole -M2 d’une filtration. Ensuite I’extrait filtré fait I’objet
d’une délipidation a [I’hexane (v/v), pendant une décantation de 30
minutes(Photo 5b). (Figure 6).
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Photo 5 : Phases de decantation des deux sous-produits : SPO1 (a) et SPO2 (b)
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3. Analyse phytochimique
3.1 Dosage des polyphénols totaux
3.1.1 Le principe

Le dosage des phénols totaux est déterminé par le réactif de Folin-Ciocalteu
selon la méthode de (Singleton et Rossi, 1965). Le réactif est réduit lors de
I'oxydation de phénol, I’absorption est mesurée a I'aide d'un spectrophotometre a
700nm.

3.1.2 Mode opératoire

Une prise de 100 pl de I'extrait SPO let 2 (AE et B) dilué a éte introduite dans
des tubes a essais, additionné de2mL de carbonate de sodium (Na, CO; ) a2%.
Les tubes sont agités et incubés durant5 min a l'abri de la lumiere et a
température ambiante, ensuite 100 ul du réactif du Foliln-Ciocalteu dilué une

fois est ajouté suivi d’une incubation durant 5 min.

L'absorbance est mesurée a700 mm contre le blanc a l'aide d'un

spectrophotometre.

Une courbe d'étalonnage est réalisée en utilisant I'acide galliqgue comme controle
positif afin d'exprimer les teneurs en milligramme (mg) équivalents d'acide

gallique par gramme de la matiére seche (mg EAG /g MS).

3.1.3 Préparation des solutions

Carbonate de sodium (Naz COs ) 2% : 2g + éthanol complété a 100mL.
Acide galligue : 5 mg + éthanol complété a 10 mL.

Le réactif de Folin-Ciocalteu : 1mL de folin + 1mL eau distillé.
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SPO-1 & SPO-2

SPO-1 AE SPO-1B SPO-2 AE SPO-2B

L/

100 pl de chaque extrait
+

‘ 2 mL de carbonate de sodium
(Naz COa )E‘i 2%

Incubation de 5 min a I’abri de la lumiére et
a température ambiante.

Ajout de 1OOLIde réactif de
folin-Ciocalteu

~

Incubation de 5 mina I’abri de la lumiere
eta température ambiante

1

Mesure de I’absorbance a
700 nm
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Figure 7 : Protocole utilisé pour le dosage des polyphénols totaux.
3.2 Dosage de flavonoide
3.2.1Principe

Selon le travail d’Ardestani&Yazdanparast (2007),cette méthode repose sur
la formation de complexes colorés entre les flavonoides et le chlorure
d'aluminium (AICIs). La couleur du complexe dépend du type de flavonoide
présent. L'intensité de la couleur est mesurée a l'aide d'un spectrophotométre
UVlvisible, ce qui permet de déterminer la quantité de flavonoides dans

I'échantillon.
3.2.2 Mode opératoire

La mesure de I'absorbance se faitpar spectrophotometre en utilisant un blanc a

une longueur d'onde de 510 nm.

Dans les mémes conditions opératoires, une gamme d'étalonnage de la catéchine
a été réalisée en paralléle a différence concentration. La teneur en flavonoides
est exprimée en milligramme (mg) equivalents de catéchine par gramme de la

matiere seche (mg EC/g MS).

3.2.3 Préparation dessolutions
Catéchine :5 mg ajusté 10mL eau distillée.
AICl; : 10g ajusté a 100 mL eau distillée.

NaNO, : 15g ajusté a 100 mL eau distillée.
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SPO-1 & SPO-2

SPO-1AE SPO-1B SPO-2 AE SPO-2B

\ extrait + 2mL eau distillée /

+150pl de (NaNO, ) 15%.

|

Incubation pendant 6 min a température
ambiante.

|

AICl; (10%)

Incubation pendank 6 min a température
amblante.

NaOH (4%)

Ajust&r aeau
distillée (200 ul)

|

Mesure de I’absorbance a
510 nm

Figure 8 : Protocole utilisé pour le dosage des flavonoides.
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4. Evaluation de I’activité antioxydante
4.1 Evaluation de I’activité antioxydante par la méthode de FRP

L activité antioxydante a été évaluée par la méthode du pouvoir réducteur de

I’extrait connu par Ferricreducing power (FRP).
4.1.1 Principe

La méthode de réduction de fer « FRP» est une technique qui permet de
mesurer la capacité des extraits testés a réduire le fer ferrique (Fe**) présent dans
le complexe KsFe (CN)g en fer ferreux (Fe?")(Oyaizu, 1986).

4.1.2 Mode opératoire

La lecture de I'absorbance du milieu réactionnel se fait a 700 nm a l’aide
d’unspectrophotometre UV-VIS avec un blanc préparé semblablement en

remplacant I’extrait parl'éthanol.
4.1.3Préparation des solutions
Solution tampon de phosphate 0,1M ; pH=6,6:
e llitre d’acide NaH2PO4, 0,1M ; 1 litre de Na2HPO4, 0,1M (v/v)
Solution de ferricyanure de potassium K3Fe (CN)6 a 1%
Solution de I’acide trichloracétique TCA a 10%

Solution aqueuse de chlorure ferrique FeCl3 a 0,1%

26



SPO-1 AE SPO-1B SPO-2 AE SPO-2 B

N \ /I~

extrait AE/B

~_

l

ferricyanure de potassium

\él%/
}

[ Incubation a 50°C pendant 20min ]

|

acide trichloracétique (TCA)

N—_ _
!

surnageant +FeCl3 a 0,1%

~
}

27




DEUXIEME PARTIE Méthodologie de recherche expérimentale

Lecture spectrométrique a 700 nm

Figure 9:Protocole d’évaluation du pouvoir antioxydant (FRAP).
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1. Présentation du produit objet de I’étude

L’aspect des extraits objet de I’étude est représenté sur la photo ci-dessous.
L’extrait des SPOs brutes est tres riche en lipides et est de couleur brune a

violette avec un aspect fluide.
1.1. Rendement industriel du sous-produit

Selon les statistiques, la productivité moyenne globale pour les dix derniéres

anneées des industries oléicoles souligne :

% Olives a I’huile est

¢ Huile d’olive

% Grignons

% SPO

% Le taux de production de SPOs par année est representé dans la figure 10.

1.2 Extraction liquide- liquide

Cette derniere consiste a utiliser des solvants d’extraction de polarités
différentes Le rendement moyen des extractions en % est représenté dans le

tableau 3.
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Figure 10 : Taux de production de SPOs par année au niveau

de la wilaya de Tlemcen

Tableau 3 : Rendement moyen des extractions liquides-liquides des extraits

Extrait Extrait M1 (mg)
1-M1 0.666 + 0.23
2-M1 1,000 + 0.26
3-M2 68.833 + 0.98
4-M2 47.300 +1.08

2. Analyse quantitative des composés phénoliques dans les extraits M1
et M2

La détermination de la teneur en composés phénoliques est obtenue par la
méthode colorimétrique utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu, selon I’équation
de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage établie en utilisant I’acide
galligue comme Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent d'acide

galligue par gramme de matiere seche (mg EAG /g MS) (Figure 11).

Figure 11 : Courbe d’étalonnage a I’acide gallique pour dosage

des phenols totaux
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La figure 12 met en lumiére les différentes concentrations en phénols totaux
dans les extraits M1 de SPOs. Analyse quantitative des flavonoides dans les
extraits M1 et M2

Le dosage des flavonoides était déterminé par la méthode de. La courbe
d’étalonnage est réalisée dans les mémes conditions opératoires en utilisant la
catéchine comme contrdle positif. Les résultats sont exprimés en milligramme
équivalent de catechine par gramme de matiere seche (mg EC /g MS) (Figure
14).

Les résultats obtenus pour les flavonoides montrent que leurs niveaux dans les
extraits fluctuent selon la nature du solvant d’extraction. La figure 15 traite les

différentes concentrations de ces derniers dans les extraits M1 de SPOs.

Figure 12 : Teneurs en phénols totaux dans les extraits M1 en fonction
des solvants utilises (EAC : Equivalent en acide gallique, MS : matiére séche)
Figure 13 : Teneurs en phénols totaux dans les extraits M2 en fonction
des solvants utilisés (EAC : Equivalent en acide gallique, MS : matiére séche)

Figure 14 : Courbe d’étalonnage a la catéchine pour dosage des flavonoides

Figure 15 : Teneurs en flavonoides dans I’extrait M1 en fonction

des solvants utilisés (EC : Equivalent en catéchine, MS : matiere seche)

Figure 16 : Teneurs en flavonoides dans I’extrait M2 en fonction

des solvants utilisés (EC : Equivalent en catéchine, MS : matiere seche)
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Il est a remarquer que la teneur en polyphénols et flavonoides au niveau de ces
sous-produits liquides de I’industrie oléicole de I’olivier a fait I’objet de résultats
divers dans les études antérieures. Il faut souligner I’impact de la race
botaniques des olives et également la localisation géographiques (montagnes,
pleines), résultats argumentés par Leouifoudiet al., (2015) et EI Mouddenet al.,
(2022).

Figure 17 : Variation d’absorbance du pouvoir réducteur du fer en fonction
des concentrations de I’extrait Acétate d’éthyle —-M1
Figure 18 :Variation d’absorbance du pouvoir réducteur du fer en fonction

des concentrations de I’extrait Acétate d’éthyle —-M2

Figure 19 : Variation d’absorbance du pouvoir réducteur du fer en fonction

des concentrations de I’extrait n-butanol -M1
Figure 20 : Variation d’absorbance du pouvoir réducteur du fer en fonction
des concentrations de I’extrait n-butanol -M2

4.6. Calcul de la concentration efficace 50 (ECx)

Figure 21 : Variation d’absorbance du pouvoir réducteur du fer en fonction

des concentrations de I’Acide ascorbique
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Conclusion

Conclusion

Ce travail nous a permis de réaliser une étude phyto-chimique des sous-produits
liquides de I’industrie oléicole de I’olivier communément appelésSPOs obtenus
a partir de I’extraction de I’huile d’olive. Cette étude a été consacrée a la
quantification des composés phenoliques et des flavonoides totaux en utilisant

deux solvants différents.

Les SPOs sont des effluents liquides acides tres polluantes pour la nature et
riches en composés bioactifs tels les polyphénols. Les solvants d’extraction ont
une influence sur leur concentration en polyphénols et en flavonoides, due a leur
polarité. Sur la base de tests en laboratoire et études antérieures, les solvants

choisis étaient I’acétate d’éthyle et le n-butanol.

Hormis I’aspect polluant préoccupant la communauté scientifique, les SPOs
représentent une source biologique de composés phénoliques naturels et
d’antioxydants, il est conseillé de les exploiter dans les industries

pharmaceutiques, cosmétiqueset alimentaires.
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Résumé

L’industrie oléicole de I’huile d’olive nécessite lors de son extraction de grandes quantités d’eau, ce qui
en conséquence libére d’énormes quantités des eaux résiduaires des moulins a huiles riches en molécules
bioactives.

Le but de cette étude est 1’extraction avec deux solvants différents des composés phénoliques des sous-
produits oléicoles de I’olivier, ensuite leur dosage dans les extraits. Afin d’optimiser le meilleur
rendement de fractionnement, une extraction liquide-liquide avec de l'acétate d'éthyle et du n-butanol a
¢été réalisée. Le dosage des phénols totaux a été réalisé par la méthode utilisant le réactif Folin Ciocalteu
et I’acide gallique comme standard interne ; celui des flavonoides par la technique qui repose sur la
formation de complexes colorés entre les flavonoides et le chlorure d'aluminium (AlCI3) en utilisant la
catéchine comme contrdle positif.

A priori, selon les statistiques de la DSA de Tlemcen, I’année 2022 représente le taux le plus élevé en
eaux résiduaires de I’industrie oléicole. Les résultats de I’analyse phytochimiques soulignent des teneurs
importantes en phénols totaux (106 = 3,11 mg EAG/g MS ; 44 + 0,28 mg EAG/g MS versus 6 = 1,50
mg EAG/g MS pour les fractions M1 d’acétate d’éthyle et du n-butanol respectivement. Les teneurs en
flavonoides varient dans I’extrait M1 de 4,96 + 1,52 mg EC/g MS pour acétate d’éthyle versus 24,87 £
8,82 mg EC/g MS pour le n-butanol et, de 74,66 + 9,98 mg EC/g MS pour acétate d’éthyle vs 120,09 +
22, 89 mg EC/g MS pour le n-butanol.

Mots clés : Sous-produit oléicole (SPO) — Extraction — Solvants - Polyphénols — Flavonoides.

Abstract

The olive oil industry requires large quantities of water during its extraction, which consequently
releases huge quantities of wastewater from oil mills rich in bioactive molecules. The aim of this study
is the extraction with two different solvents of phenolic compounds from the margins and then their
dosage in the extracts. In order to optimize the best fractionation yield, liquid-liquid extraction with
ethyl acetate and n-butanol was carried out. The dosage of total phenols was carried out by the method
based on Folin Ciocalteu reagent using gallic acid as an internal standard; that of flavonoids by the
technique which responds to the composition of color complexes including flavonoids and aluminum
chloride (AICl3), using catechin as a positive control. A priori, according to the statistics of the DSA of
Tlemcen, the year 2022 represents the highest rate of wastewater from the olive industry. The results of
the phytochemical analysis highlight significant contents of total phenols (106 + 3.11 mg EAG/g DM;
44 £ 0.28 mg EAG/g DM vs 6 = 1.50 mg EAG/g DM for the M1 fractions of ethyl acetate and n-butanol
respectively. The flavonoid contents vary in the M1 extract from 4.96 + 1.52 mg EC/g DM for ethyl
acetate vs 24.87 + 8.82 mg EC/g DM for n-butanol and from 74.66 + 9.98 mg EC/g DM for ethyl acetate
vs 120.09 £+ 22.89 mg EC/g DM for n-butanol.

Keywords: SPO (oleic by-product)— Extraction — Solvents — Polyphenols — Flavonoids.
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