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Introduction

Introduction

Z’huile d’olive est le produit mediterranéen par excellence. On la retrouve a travers

I’histoire, depuis la civilisation grecque jusqu’a nos jours. Elle est la principale source
de matieres grasses. Ce type de régime a souvent été associeé a une meilleure résistance

a certaines maladies: cardio-vasculaires et dégénératives [1].

Si I’huile d’olive est un produit intéressant d’un point de vue nutritionnel, c’est tout

d’abord pour sa composition en acides gras, sensibles au phénomene d’oxydation, et ses
composés minoritaires tels que les composés phénoliques ou polyphénols. L’intérét de ces
substances actives réside dans leur forte capacité antioxydante, qui pourrait avoir un role
majeur dans I’amélioration de la stabilité de I’huile d’olive [2]. Cependant, ils sont présents en
faible gquantité, puisque 98% de ses composes phénoliques sont perdus lors du procédé de
fabrication. Ces pertes sont dues d’une part a leur faible affinité pour la fraction lipidique [3],
mais aussi aux procédés de blanchiment appliqués aux olives avant le broyage et le

pressurage.

Z’oxydation des lipides d’huile d’olive est considérée comme l'une des réactions majeures

correspondantes a la dégradation de sa qualité organoleptique, non seulement par la formation
d'odeurs rances mais également par la diminution de sa qualité nutritionnelle. Cette derniére

se manifeste a travers la formation de radicaux libres [4].

De ce fait, la lutte contre I'oxydation d’huile d’olive au cours de la transformation

technologique, du stockage et de la distribution s'impose. Parmi les diverses solutions
possibles, I'addition d'agents antioxydants aux huiles et aux aliments riches en lipides [5] est
pratiquée depuis fort longtemps. Toutefois, les antioxydants synthétiques comme le
butylhydroxytoluéne (BHT) et butylhydroxyanisol (BHA), présentent des effets néfastes sur
la santé humaine [6]. L'ampleur de ce probléme a fait que des antioxydants naturels
deviennent de plus en plus recommandés. Dans cette démarche, la stabilisation des huiles
végétales (huile d’olive, tournosol, soja...etc.) [5], a fait l'objet de nombreuses recherches
ayant opté pour I’enrichissement de ces huiles a base de matrices végétales: I’origan, la

sauge, le romarin, les épinards, le choux, les feuilles d'olivier...etc. [7]
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Dans cette perspective nous sommes intéressés a un déchet liquide du secteur oléicole

(margines), pour le valoriser en tant que source d’antioxydants naturels, vu sa richesses en

composés phenoligues, par incorporation direct dans I’huile d’olive vierge.

~Zfin de mieux cerner cet objectif, notre étude est subdivisée en deux parties :

- Ze premier volet est consacré a une revue bibliographique, décrivant les données

essentielles surles margines, ainsi qu’un apercu des travaux antérieurs sur la

supplémentation de I’huile d’olive ;

- ZXe deuxiéme volet est voué a I’étude expérimentale, traitant I’optimisation de

I’enrichissement de I’huile d’olive vierge par les molécules bioactives des margines. A
cet égard trois parameétres ont été analysés I’effet de la température, du ratio ainsi que du
temps d’agitation. Pour ce faire la méthode des plans d’expériences du type surfaces de
réponse (RSM), a été appliquée en se basant sur la détermination quantitative des
polyphénols totaux. Enfin la mesure du pouvoir antioxydant des huiles étudiées (brutes et

enrichies) et un test d’analyse sensoriel ont été effectués.

7 la lueur des résultats recélés, proposer différentes investigations et perspectives de
recherche.



Revue
bibliographique
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I.1. Secteur oléicole en Algérie

L’industrie oléicole dont D’activité principale est la production d’huile d’olive, est
concentrée principalement dans les pays du bassin méditerranéen, qui tiennent
approximativement 95% de la production mondiale [8], dont 1% produit par I’Algérie en

2001 [9].

L’ Algérie fait partie des principaux pays méditerranéens dont le climat est des plus propices
a la culture de ’olivier. Elle se positionne apres I’Espagne, 1’Italie, la Grece et la Tunisie qui
sont par ordre d’importance, les plus gros producteurs d’huile d’olive [10]. Le patrimoine
oléicole Algérien est estimé a 32 millions d’oliviers, ce qui représente 4,26% du patrimoine
mondial. La production annuelle en huile a atteint 35.000 tonnes et celle de I’olive de table

80.000 tonnes [11].

1.2. Technologie d’extraction de I’huile d’olive

L’extraction d’huile d’olive se fait par des moyens purement mécaniques (par pression ou

centrifugation). Il existe en général deux procédés (Fig. 01):
1.2.1. Procédé discontinu ou systéme a presse

Ce sont les systemes classiques par pression avec broyeurs. Le broyage des olives suivi du
malaxage se font sous des meules. Une pate est obtenue au bout d’'une demi-heure environ,
Elle est composée de grignon et un mott contenant 1’huile et les margines. La séparation des
deux phases solide-liquide se fait par simple pression, alors que I’huile est séparée des

margines par décantation naturelle [6].

1.2.2. Procédé continu ou par centrifugation

Cette conception moderne d’extraction remplace le pressage traditionnel. Elle utilise des
centrifugeuses horizontales appelées «décanteurs», qui permettent I’amélioration des

rendements et de la productivité des huileries.
On distingue deux systémes :

» Le systéme a deux phases ;

» Le systéme a trois phases.
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a). Systéme a deux phases

Ce systeme appelé également systéme écologique, il permet 1’¢laboration de I’huile d’olive
sans qu’il soit nécessaire d’ajouter de 1’eau dans le décanteur, ce qui fait que ce dernier sépare
I’huile et le mélange grignon-eau de végétation en une unique phase de consistance pateuse
appelée grignon humide ou grignon a deux phases, ce qui limite la production de margine

[12].

b). Systéeme a trois phases

Les centrifugeuses horizontales a trois phases ont été les premieres a étre développées. La
pate, une fois malaxé, modérément fluidifiée avec de I’eau tiede, passe dans une centrifugeuse
horizontale ou s’effectue la séparation entre 1’huile, la phase aqueuse et les grignons. Pour une
bonne séparation huile-eau et margine-huile, la phase huileuse et la phase aqueuse subissent

chacune une centrifugation verticale [12].
1.3. Sous-produits de I’oléiculture

L’industrie oléicole, en plus de sa production principale qui est I’huile (I’huile d’olive
vierge et ’huile de grignon), engendre la production de deux résidus: margines et grignons

[14].

1.3.1.Grignons

Les grignons ou tourteaux d’olive sont des résidus solides issus de la premiere pression ou
centrifugation, ils sont formés des pulpes et des noyaux d’olives. Ce produit peut étre
transformé en un produit destiné a 1’alimentation animale ou en huile dite: grignons d’olive

apres extraction chimique [15,16].

1.3.2. Margines
Les margines ou eaux de végétation, parfois nommés alpechine, sont des effluents liquides
générés lors de la fabrication de I'huile d’olive. Généralement 40 % a 50 % de ces eaux

provient du fruit et le reste de 1’eau ajoutée lors de la trituration [14].

A Torigine, les margines se présentent comme un liquide résiduel aqueux, de couleur
brune rougeatre, qui se transforme en margine de couleur noir en fonction de 1’état de
dégradation de ses substances chimiques notamment les composées phénoliques [12,17]. Elles
présentent un aspect trouble, une odeur spécifique d’huile et elles sont caractérisées par un

pH acide (4,5- 5,5) [18,19] et une trés grande conductivité électrique [20,21].
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I.4. Caractéristiques microbiologiques et chimiques
1.4.1. Caractéristiques microbiologiques

Dans les margines, seuls quelques microorganismes arrivent a se développer. Ce sont
essentiellement des levures et des moisissures. Dans la plupart des cas, il y a absence de

bactéries pathogénes et ils ne posent alors aucun probléme de point de vue sanitaire [14].

1.4.2. Caractéristiques chimiques
En général, les composées fondamentaux des margines sont I’eau (83%) et une variété de
composés organiques (15%) et minéraux (1,8%), de nature et de concentration tres

différentes. Cette variation est due essentiellement aux facteurs suivants :

e La qualité et le degré de maturité des olives;

e Le systéme d’extraction;

e Les conditions climatiques;

e La durée de stockage des olives avant la trituration;

e La qualité d’eau rajoutée lors de la phase d’extraction de 1’huile [22,23, 24].

a)- Fraction minérale

La margine contient des quantités significatives de sels minéraux [20], dont 80% sont
solubles (phosphates, sulfates et chlorures) et 20% insolubles (carbonates et silicates).
Les ¢éléments les plus représentatifs sont le potassium (47%), les carbonates (21%), les

phosphates (14%) et le sodium (7%) [25,26].

b)- Fraction organique

La margine est trés riche en substances organiques composées essentiellement de sucres,
lipides, composés azotés, vitamines, acides organiques et composés phénoliques [27]. Cette
composition résulte de la dégradation des tissus de 1’olive au cours de la trituration et de
I’extraction [28]. Cette richesse en matiéres organiques explique les demandes chimiques et
biologiques en oxygene relativement élevées (DCO= 50 a 200 g d’O,/L et DBOs= 12 2 60 g
d’Oy/L) [29]

1.5. Composées phénoliques des margines

Les composés phénoliques ou polyphénols sont des métabolites secondaires du régne
végétal [30,31]. Ces composés ont tous en commun la présence d’un ou de plusieurs
cycles benzéniques portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles (Fig.02) [32,33]. La

structure des polyphénols naturels varie depuis les molécules simples (acides phénoliques
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simples) vers les molécules les plus hautement polymérisées (tanins condensés) [34], Ils
résultent bio-génétiquement de deux voies synthétiques principales: la voie des shikimates et

d’acétate [35].

OH

Figure 02: Structure du noyau phénol [36].

- Prés de 10000 structures phénoliques identifiées [37,38]. Ils sont divisés en plusieurs

catégories [39] :

» Les acides phénoliques et les alcools phénoliques (monomeéres phénoliques);

» Les flavonoides et les tanins (polymeéres phénoliques).

Le fruit de I’olive est trés riche en composés phénoliques mais seulement 2% du contenu
total du fruit passe dans la phase huileuse. Le reste se trouve dans la phase liquide (53%) et

dans le grignon (45%) [40,41].

La richesse des margines en polyphénols, de nature humique [42], plus grande que celle de
la phase huileuse, résulte des propriétés amphiphiles, mais essentiellement hydrophiles de ces
composés [43]. Ce qui explique leur concentration ¢élevée dans les margines (5,5 a 12 g /L de
margine) [44,45]. Ils proviennent de I'hydrolyse enzymatique des glucosides et des esters de

la pulpe des olives, au cours d’extraction de I'huile [46]. Plus de 50 composés phénoliques ont

été identifiés [47, 48].

1.5.1. Monomeres phénoliques
Plusieurs monomeres ont été identifiés dans les margines. Ils sont représentés par des

acides et des alcools phénoliques ce qui explique leur acidité élevée.

1.5.1.1. Acides phénoliques
Ce terme s’applique a tous les composés organiques, possédant au moins une

fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique [49]. Ils appartiennent a deux groupes

[50]:
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> Les acides hydroxybenzoiques

Les acides phénoliques en dérivés hydroxylés de 1’acide benzoique (Fig.03) sont trés

commun aussi bien sous forme libre que combinée, a I’état d’ester ou d’hétéroside [51, 52].
» Les acides hydroxycinnamiques

La plus part des acides phénoliques en C¢-Cs sont dérivés de 1’acide cinnamique (Fig.03),
ils ont une distribution trés large, dont les plus abondants sont I’acide caféique et 1’acide

férulique [53, 54].

Les principaux acides phénols des margines sont: acide cinnamique (105 mg/L), acide p-
coumarique (117 mg/L), acide caféique (140 mg/L) [40], acide férulique (95 mg/L) [55, 56]

acide vanillique (20 mg/L) [57]. Ces composés sont représentés dans la figure ci-dessous:

0 COOH
X OH OH

Acide cinnamique Acide hydroxybenzoique

o OH o
HO

(@) HO
OH

Acide vanillique

Acide caféique

0

H;C
3CO AN OH

HO

Acide férulique

0
X" 0H

HO

Acide p-coumarique

Figure 03: Principaux acides phénoliques des margines [55, 56]
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1.5.1.2.Alcools phénoliques

Un alcool phénolique est un composé organique possédant au moins un alcool aliphatique
et un hydroxyle phénolique. Le tyrosol (4-hydroxyphenylethanol) et I’hydroxytyrosol (3,4-
dihydroxyphenylethanol) (Fig.04), sont les principales molécules des margines avec une

concentration de 210.6 mg/L et 315.9 mg/L respectivement [40].

OH (H

OH
COH OH

(a) (b)
Figure 04: Structure chimique d’hydroxytyrosol (a) et tyrosol (b) [55, 56]
1.5.2. Polymeres phénoliques
1.5.2.1. Flavonoide

Le nom flavonoide proviendrait du terme flavus (jaune) [58]. Ils ont tous la méme
structure chimique de base (Fig.05), un carbone de propane diphényliques et deux noyaux
aromatiques (benziniques), liés entre eux par une chaine linéaire de trois carbones. La
chaine de trois carbones forme un noyau de pyranne fermé avec 1’'un des deux noyaux

benziniques un «O-heterocycle» (C) [59, 60].

Figure 05: Structure de base des flavonoides [59]
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- Il a ¢été montré que les margines contiennent un ensemble de flavonoides tel que :
Lutéoline, lutéoline-7-glucoside [40], I'hespéridine, la catéchine, les glycosides de cyanidine

[48]. Ces derniers sont représentés dans la figure ci-aprés:

OH
OH
HO N 0]
&
OH O
Lutéoline-7-glucoside Lutéoline (Flavone) Cyanidine (Anthocyanidine)
(Flavone)
0\
OH
HO O
OH HO O “\\‘
i OH
OH O OH
OH
Hespéretine (Flavanones) Quercétine (Flavonols) Catéchine (Flavanols)

Figure 06: Structures chimiques des flavonoides des margines [61]
1.5.2.2. Tanins

Les tanins sont des composés résultant de la condensation de certaines formes
simples évoquées précédemment. De ce fait, toute classification chimique des tanins est
forcément arbitraire. Cependant, on se référe souvent a une distinction entre tanins

hydrolysables et tanins condensés [62].
» Tanins hydrolysables

Ils sont constitués par une molécule de sucre estérifiée par 1’acide gallique ou un de ses

dérivés (Fig.07). Ils sont facilement hydrolysables par voie chimique ou enzymatique.
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» Tanins condensés

Ce sont des produits de la polymérisation de flavan-3-ols et flavan-3,4-diols (Fig.07). Ils
sont aussi désignés aussi sous le nom de «tanins catéchiques» et ne sont hydrolysables que

dans des conditions fortement acides [45,63].

or
HO 0
OH
N OH
HO | HO %O@oj\
~ /O\ ~ OH 0 O o
| 1 OH OH
HO 7 = //o'\\ o \\_4’//
“\ j\ J\ HO OH oH
T Ry
on R OH OH
(a) (b)

Figure 07: Structure chimique (a) d’un tanin condensé (proanthocyanidol) et (b) d’un tanin
gallique (1,2,3-tri-O-galloyl-B-D-glucose) [64, 65].

- Le pigment catécholmélaninique est un « flavotanin », il est le plus répandu et en quantité
la plus ¢levée dans les margines. Ce composé ne se retrouve pas dans les olives mais se forme
pendant le broyage des olives a partir des ortho-diphénols dont la pulpe est riche, sous

l'action des polyphénol-oxydases (enzymes inactives dans les drupes enticres) [66].
1.6. Effets biologiques des margines

Les margines possedent des propriétés thérapeutiques diverses: antioxydante

antimicrobienne, cytotoxique, neurotoxique...etc.

1.6.1. Activité antioxydante

Le monde des sciences biologiques et médicales, est envahi par un nouveau concept,
celui des antioxydants. Le terme " antioxydant" recouvre un ensemble d'activités diverses
ou plusieurs especes sont habiles a ralentir ou a empécher 1’oxydation des substrats
biologiques [67]. La plupart des antioxydants sont synthétisés au moyen de processus
physiologiques naturels, tandis que les autres proviennent de I’alimentation, notamment les

composés phénoliques [68]




Synthése bibliographique Les margines

1.6.1.1. Pouvoir antioxydant des polyphénols

Les polyphénols suscitent depuis une dizaine d’année une attention et un engouement
considérable et plusieurs de leurs propriétés biologiques font 1’objet de nombreuses études
[69, 70] particuliérement 1’effet antioxydant, par leur implication dans la prévention de
diverses pathologies associées au stress oxydatif (maladies cardiovasculaires, cancers...etc.)

[71]
1.6.1.2. Mode d’action des polyphénols

Leurs intervention se fait assez souvent a plusieurs niveaux : piégeages de radicaux libres
[72] chélation de métaux prooxydants par les groupements hydroxyles et par inhibition de

certains enzyme [73]
> Piégeage des radicaux libres

Les perspectives de recherche sur les polyphénols ce sont associées aux Espéces
Oxygénées Réactive (EOR), tels peroxyles (ROO®), alcoxyles (RO®) superoxydes (02°) et
hydroxyles (OH°). Les EOR peuvent attaquer des cibles bioactives telles les protéines
(alternant ainsi les récepteurs cellulaires et les enzymes), glucides, lipides et les acides
nucléiques favorisant la survenue de mutation délétéres (1’origine de divers cancers) [74]. Les
EOR peuvent apparaitre lors du métabolisme oxydatif de ’oxygeéne, I’inflammation et

I’auto-oxydation des lipides [75].
» Chélation des ions métalliques

Les polyphénols ont la capacité de chélater les ions métalliques (tels les ions du fer et du
cuivre) largués a partir de leurs protéines de fixation ou de transport. Ces ions métalliques
renforcent les effets nocifs du stress oxydant en stimulant la production des radicaux
hydroxyles (OH®) [76]. Les polyphénols en chélatant ces ions, forment des complexes

insolubles empéchant, leurs interactions avec les intermédiaires lipidiques [77]
» Inhibition des enzymes

Les composés phénoliques sont capables d’affecter et d’inhiber le systéme enzymatique de
nombreux enzymes ; décarboxylase, 1’aldose réductase, la NADPH oxydase, la protéine
kinase C, des enzymes de I’inflammation telles la cyclooxygénase, la lipooxygénase et la

phospholipase A, [78].
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- Plusieurs travaux ont mis en évidence [’activité antioxydante des polyphénols des margines,

elle est due essentiellement a 1I’hydroxytyrosol et au tyrosol [79, 80]
1.6.2. Activité antimicrobienne

Le pouvoir antimicrobien des margines est lié¢ essentiellement a I’action exercée par les
phénols monomériques et les pigments bruns ou catécholmélaninique [81]. Ces effluents
agissent sur les bactéries en dénaturant les protéines cellulaires et en altérant les
membranes [82]. Ils peuvent inhiber également I’activité des bactéries symbiotiques
fixatrices d’azote en inhibant 1’activit¢ des enzymes [83]. Les substances phénoliques
contenues dans les margines sont potentiellement toxiques et inhibent le développement des
bactéries tel que : Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli et Pseudomonas

aeruginosa, les bactéries Gram" sont plus sensibles que les Gram' [84].
1.6.3. Activite cytotoxique

Des ¢études épidémiologiques indiquent qu’un régime riche en métabolites secondaires,
comme les polyphénols, réduit le risque neuro-dégénératif li¢ a I'dge. En effet une étude est
réalisé pour déterminer 1’effet cyto-protecteur des polyphénols de margine (hydroxytyrosol) ;
des neurones de rat ont ét¢ émergé dans un extrait d’hydroxytyrosol, apres une durée de 30
minutes, ces derniers ont été exposés 4 un stress oxydatif (facteur de stress Fe*") pendant 18h.
La cytotoxicité a été évaluée en mesurant l'activité déshydrogénases, les niveaux d'ATP
cellulaires et le potentiel membranaire mitochondriale en absence et en présence de
I’hydroxytyrosol. Les résultats ont révélé que cette molécule est fortement corrélée a la

protection des cellules nerveuses par piégeage de 1’ion métallique (Fe*") [85].
1.7. Valorisation des margines

Les margines sont des eaux considérées trés polluantes car fortement chargées en maticres
organiques, elles affectent particuliérement la qualit¢ des eaux dans lesquelles elles sont
déversées. Ces rejets liquides causent de sérieux dégats environnementaux. Les mauvaises
odeurs, introduites par les margines, provoquent une pollution considérable de I’air par les gaz
produits surtout lors du traitement. Ainsi la teneur élevée en polyphénols dans les margines
participe fortement a la pollution de 1’environnement [86], d’ou la nécessité de les valoriser.

Compte tenu de la richesse des margines en substances chimiques. Enrichies,

mélangées a d’autres résidus agricoles, concentrées, séchées et/ou purifices, elles
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peuvent é&tre valorisées et employées pour la production de certains composants de

valeur ajoutée. Elles peuvent faire I’objet de plusieurs types de valorisation:
1.7.1. Production de biogaz

L’application de processus de digestion anaérobie effectuées par deux types de bactéries
acidogeénes et méthanogénes aux margines a permis de transformer par des réactions

biochimiques environ de 80% des substances organiques en biogaz pour donner 65- 70% de

méthane [87]

1.7.2. Production d’antioxydants

La récupération des polyphénols des margines pour les valoriser en tant qu’antioxydants
naturels; parmi les composés les plus récupéres on distingue ’acide caféique, le tyrosol et
I’acide 4-hydroxybenzoique. Ces derniers sont des précurseurs tres utilisés dans les industries

agro-alimentaires et pharmaceutiques [89].

1.7.3. Production d’enzyme
Les margines peuvent servir aussi comme milieu favorable pour la production d’enzymes

par des micro-organismes. Les principales enzymes sont: pectinases [90] et laccases [91].

1.7.4. Production de compost

Le compost s’obtient principalement par dégradation aérobie-anaérobie de margines qui a
pour but essentiel de fixer les éléments fertilisants sur un substrat carboné pour les restituer au
sol en fonction des plantes. L’avantage du compost formé a partir des margines est 1’absence
des métaux lourds et des microorganismes pathogenes avec des concentrations élevées en

¢léments minéraux nutritifs [92].
1.8. Enrichissement d’huile d’olive

L’huile d’olive est considérée la meilleure de toutes les huiles comestibles par rapport a
ses caractéristiques organoleptiques et sa composition chimique, mais ne renferment que de
faibles teneurs en antioxydants [93]. De ce fait, elle est instable et sujette a une oxydation
rapide durant le stockage ou lors des préparations culinaires [94]. En effet, sa faible résistance
a la détérioration oxydative est due a 1’élimination d’une grande quantit¢ de composées
phénoliques (98%) durant le processus d’extraction [3]. Cette résistance a 1’oxydation peut

étre améliorée par ajout des antioxydants synthétiques, tels que le BHA et le BHT, ayant
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¢été employés comme additifs alimentaires [89]. Cependant ces composés ont révélé des
effets néfastes sur la santé humaine (cancer) [95], d’ou la nécessité de rechercher des
molécules naturelles. L’une des approches les plus appropriées est I’enrichissement de ’huile
d’olive avec des extraits végétaux : thé vert, thym, feuille d’olivier, romarin, tomate,

origan... [96, 79, 98, 99].

L'enrichissement de 1'huile d’olive est réalisé selon trois manieres différentes: la premicre
est I’extraction par solvant, ou I’extrait est ajouté dans 1’huile (extraction liquide-liquide) [96]
I'autre méthode dans laquelle 1'extrait purifi¢ et séché est partiellement dissous dans I'huile

(extraction solide-liquide) [100], la troisiéme est la combinaison de ces deux procédures.

Le développement de méthodes rapides pour enrichir I’huile d’olive avec les polyphénols
peuvent étre aussi d'un grand intérét. A cet égard, le processus phénol-transfert peut étre
accéléré par des énergies auxiliaires comme les ultrasons et les micro-ondes (Fig.08), qui
permettent d’augmenter le rendement, diminuer la quantité de solvant nécessaire et /ou le

temps de traitement [100, 101].

Figure 08: Réacteurs de laboratoire d’extraction assistée par (a) ultrasons et (b) par micro-

ondes [100, 101].

Plusieurs études d’enrichissement des huiles végétales avec différentes matrices ont

été proposées, en utilisant différentes techniques. Le tableau I résume quelques travaux.
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Tableau | : Les travaux antérieurs de I’enrichissement de 1’huile d’olive

Matrice
végétale

Analyte

Conditions d’enrichissement

Thym et
grignon

Composés
phénoliques

-Extraction liquide-liquide
2,5g d’extrait /100g d’huile
- PT de I’huile d’olive vierge (74 mg /kg d’huile).
- PT I’huile enrichie grignon (365 mg /kg d’huile).
- PT I’huile enrichie thym (268 mg/100g d’huile)
Le pouvoir antioxydant du thym sec est de 131.10° a 139,
4.10° pmol TE/100g. calculé par le test de rancissement
[96]

Feuilles
d’olivier

Composés
phénoliques

Extraction (liquide-solide)

Les feuilles d’olivier séchées a 22°C puis émergés dont
I’eau (1%,5%,10%, Variant les températures de 40 a 70°C
pendant 24h).

I’optimum est (10%, 22°C, 24h)

- Oleuropeine: 539 mg/kg d’extrait.

- Hydroxytyrosol : 200 mg/kg d’extrait [102]

Romarin, le
thym et
I'origan

Composés
phénoliques

Enrichissement direct de la matiére végétale
S5g/ 100 ml huile avec agitation a des T° (de 35 a 40°C)/
190 jours
Les analyses sont effectuées a chaque 1, 8, 30, 51, 77,
165, 246h. la méthode électrophorese capillaire permet la
séparation et la détermination des composés phénoliques.
I’optimum de 1’acide rosmarinique a T° ambiante et a

35°Cestde:

- 4,94mg/L (romarin).

- 10,53mg/L (origan).

- 0,86mg/L (thym) [97]

Feuille d’olivier

Composés
phénoliques

Extraction (liquide-liquide)

Macération 50mg/ 250ml de méthanol pendant 3 jours
100u1/10g d’huile d’olive/ 2 min

-PTmg (94 —»299) CAE/kg d’huile, le % DPPH de

I’huile d’olive est de 86 % [95]

Feuille d’olivier

Composés
phénoliques

Enrichissement direct par méthode conventionnelle :
342,5+1,7mg d’oleuropein/kg d’huile de polyphénols
totaux (soit une augmentation de 60,5mg par rapport a
I’huile témoin) et 50,7 += 1,7mg d’O/kg d’huile
d’oleuropein. Avec un %DPPH de 65,0 £+ 0,8%.

- Enrichissement avec ultrasons (60w, 16°C, 45min)
414,3 + 3,2mg O/kg d’huile de PT (soit une augmentation
de 132mg par rapport a I’huile témoin) et 111,0 + 2.2mg
O/kg d’huile d’oleuropéine. Avec un %DPPH de 86,2 +
0,2% [100]

Tomate

Caroténoide

Enrichissement direct (solide-liquide).
(0,5(E1) et 1,0 (E2) mg lycopéne dans 100ml d’huile)
Extraction (liquide-liquide) : 2g d’huile d’olive (E3)
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(lycopéne) ajoutés dans le solvant méthanol/eau
- PT (mg/kg d’huile): E1 (410), E2 (450), E3 (500)
- Teneur a-tocophérol (mg/kg d’huile): E1 (116), E2
(119), E3 (119)
-Concentration de lycopene (mg/100kg d’huile) :
E1 (0,37+0,01), E2 et 3(0,56 £0,02)
% d’inhibition DPPH de E2 et E3 est plus élevé par
rapport a E1 [98]
Extraction (solide-liquide) : (méthode ultrason- irradiation
Composés 20 kHz. 450W)
Feuille d’olivier phénoliques 14 mg/L oleuropeine et 2mg/L apigenine-7-glucoside,
luteoline-7-glucoside et verbascoside [103]
Enrichissement direct (liquide-liquide) par la méthode des
micro-ondes
Poudre de Thé vert/banc (2g/250ml d’eau distillé)
Thé vert Composés additionné a I’huile d’olive (1mg/ml) :
Thé blanc phénoliques - PT huile (524.6 mg CAE/kg)
- PT Huile enrichis thé blanc (580.55 mg CAE/kg)
- PT huile enrichis thé vert (636.5 mg CAE/kg)
- Le % DPPH de I’huile enrichie thé vert est de : 87,7% et
58.4% exposé au micro-onde pendant 1 et Smin
respectivement [94].
Feuilles de Extraction (solide-liquide)
Salvia (0.1, 0,01 mg E/100g d’huile d’olive), 60°C et 180°C
officinalis L et Acide - Tyrosol : 11.4 mg/kg
Rosmarinus carnosique - Hydroxyterosol : 10.8 mg/kg
Enrichissement direct (solide-liquide)
- Meéthode conventionnelle :
Huiles 150g/1L—» Linalool =1.66mg/L, Eugenol= 0.3 1mg/L
Feuilles de essentielles - Méthode ultrason 1W/ecm?, 25 kHz
basilic (Linalool, 150mL/L—p Linalool = 3,68mg/L, Eugenol= 1,34 mg/L
Eugenol) [109]
Romarin, Enrichissement direct (solide-liquide)
Lavande, Chlorophylle | 5g/100ml d’huile d’olive ,15 jours.
Sauge, Menthe, Polyphénol - Chlorophylle (2.14— 3.89 mg/kg d’huile)
Basilic, zeste Caroténe - Caroteéne (2,85 — 6,81mg/kg d’huile)
de Citron et le - Polyphénol (50 = 1000mg/kg d’huile) [106]
thym
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II. Matériels et méthodes

Cette ¢étude vise a valoriser un sous-produit d’oléicole « margine ». Cette valorisation s'est
réalisée grace a l'incorporation de ces substances, sous forme naturel, dans I'huile d’olive pour

diminuer son oxydation.

Les margines sont considérées comme une source trés riche en composées phénoliques
(antioxydants), A cette raison, les chercheurs ont propos¢ de les extraire pour les valoriser
en tant qu’antioxydants naturels. Parmi les composés les plus utilisés on peut citer I’acide
caféique, le tyrosol et I’acide hydroxytyrosol. Ils ont, a cet effet, de trés larges applications
industrielles (pharmaceutique, cosmétique, alimentation, santé, cuisine) [89]. Par ce choix, on
vise, d'une part, a remplacer l'utilisation d'antioxydants synthétiques par des antioxydants
naturel, et d'autres part, a valoriser des margines, souvent rejetées dans la nature et rarement

utilisées dans l'alimentation animale.

A cette égard, les margines peuvent étre utilisé comme matrice pour enrichir I’huile
d’olive, en utilisant une méthode toute naturelle qui est ’enrichissement direct par
macération. Cette méthode a été testée afin d’éliminer 1’utilisation des solvants et de faciliter

sa mise en place pour les professionnels de I’huile d’olive.
I1.1. Echantillons biologiques
II.1.1. Margine

Les margines ayant fait I’objet de cette étude proviennent de la trituration des olives de la
variété «Chemlal », récoltées au cours de la saison oléicole 2012/2013. Ces eaux de
végétation ont été obtenues aupres d’une huilerie d’olive, moderne, située dans la région de
Takarietz (Wilaya de Bejaia). Une fois au laboratoire, ils sont stockés a 1’obscurité dans un

environnement non oxygéné et au frais.
I1.1.2. Huile d’olive

L’huile d'olive vierge est un jus obtenu par des moyens exclusivement mécaniques
(pression), a partir du fruit de 1'olivier (Olea europaea L), ¢’est I’un des types d’huiles ne
nécessitant pas de raffinage, mais simplement lavage, filtration, décantation ou centrifugation,

avant la consommation [108, 109].
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I1.2. Procédure d’enrichissement d’huile d’olive par des substances actives des margines

Le but de notre étude est I’optimisation d’enrichissement de 1’huile d’olive avec les
molécules bioactives des margines (polyphénols), a cet égard trois paramétres ont été

optimisés ; la température, ration et temps d’agitation en appliquant le plan d’expérience
(Fig.09).

Huile d’olive + margine ]

A4
Etude préliminaire J

h 4
Plan d’expérience

v

Optimisation de trois parameétres

v v

v
Effet de température Effet de charge | Effet de temps
k4

Extraction des polyphénols des huiles olive enrichies

v
Quantification des composés phénoliques

A 4
Application des conditions optimales

Pour ’enrichissement d’huile d’olive avec les margines

h 4
Evaluation du pouvoir antioxydant (Test DPPH®)

v
Analyse sensorielle des huiles

Figure 09 : Représentation schématique des étapes de 1’étude réalisée.




Etude expérimentale Matériels et méthodes

» Etude préliminaire

Avant de passer a I’enrichissement d’huile d’olive, des essais préliminaires ont été menés
afin de déterminer les conditions nécessaires qui permettent d’accélérer le transfert des
composées bioactives des margines a 1’huile d’olive mais aussi pour déterminer les bornes a
appliquer au plan d’expérience. Un ensemble de parameétres sont a prendre en compte dans
notre étude : température, ratio et temps d’agitation. Le choix de ces paramétres n’est pas
aléatoire, cela a été démontré par plusieurs auteurs [96, 97, 98]. Pour cela des enrichissements

ont été réalisés sous des conditions différentes :

v’ Ration : 15%
v Température ambiante : 25°C

v Temps d’agitation : 1h, 2h, 4h et 8h.
I1.2.1. Extraction des composés phénoliques
11.2.1.1. Huile d’olive

La méthode d’extraction des polyphénols totaux d’huile d’olive (brute et enrichies) est
réalisée selon le protocole proposé par Tsimidou et al [115], c’est une extraction liquide-

liquide (Fig.10).

10g d’huile d’olive (brute, enrichie) + 10 ml d’hexane

k 4
3X Extraction des polyphénols par 10 ml
I méthanol-eau (60/40)
v

ﬁ} Lavage avec I’hexane et filtration

k 4
Extrait méthanolique riche en polyphénols

k 4
Stockage a 4°C pour Analyse J

Figure 10 : Procédé¢ d’extraction des composés phénoliques de 1’huile [110].
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1.2.1.2. Margine

Les composés phénoliques contenus dans les margines sont déterminés en utilisant le

protocole proposé¢ par Elena De Marco et al [40],

(Fig.11)

20ml margine acidifiée avec HCI (pH=2)

v
Centrifugation a 3200 g

A 4
Extraction des lipides

v

10 ml de la phase aqueuse d margine + 20 ml
d’hexane + agitation a 15min

v

Margines délipidées

v
Extraction des polyphénols __J

v

4,5 ml de margines délipidée + 6 ml d’acétate d’éthyle

Centrifugation 3000 rpm/5 min

k 4
Evaporation de surnageant a 40 °C
—
v

Extrait méthanolique

c’est une extraction liquide-liquide

Elimination le Surnageant
riche en Lipides

Figure 11 : Méthode d’extraction des polyphénols des margines [40].
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I1.2.2. Quantification des polyphénols

Les polyphénols présents dans les extraits méthanoliques étudiés, sont quantifiés par
spectrophotométrie, basée sur des réactions d’oxydoréduction en utilisant le réactif Folin-

Ciocalteu (FC) comme oxydant [111].
» Principe

L’estimation quantitative des polyphénols, est réalisée a [’aide du réactif FC. Ce
dernier est constitué d’un mélange d’acide phosphotungstique (H3;PW2040) et d’acide
phosphomolybdique (H3PMO;,049) qui est réduit lors de 1’oxydation des phénols, en
me¢lange d’oxydes bleus de tungsténe (WgO»3) et de molybdene (MogO»3). La coloration
bleue produite posséde une absorption maximale aux environs de 760 nm. Elle est

proportionnelle aux taux de composés phénoliques présents dans la solution [63].

> Protocole

La teneur en polyphénols totaux de 1’extrait des huiles d’olive (brute et enrichies) et de
margine, a ¢été déterminée par la méthode décrite par Negi et al [112] (Fig.12). La
concentration des polyphénols dosés est exprimée en mg équivalent d'acide gallique par kg

d’huile (mg EAG/kg d’huile), en se référent a une courbe d’étalonnage (Annexe 01).

0,4ml d’extrait + 2 ml de FC a 1 N (diluée 1/10)

I—
v
1,6 ml de carbonate de sodium (Na,CO; a 20%) |
I
K\f}

Incubation pendant 30 min a ’obscurité et a
température ambiante

v

Mesure de I’absorbance a A= 760nm

Figure 12: Etapes du dosage des polyphénols totaux [112].
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I1.3. Plan d’expérience théorie et application

Les plans d’expériences sont issus de méthodes mathématiques et statistiques appliquées
a Pexpérimentation. Les premiers scientifiques, avoir posé le probleme de 1’organisation des
essais, sont des agronomes. Ils avaient en effet beaucoup de parameétres a étudier et n’avaient
pas la possibilit¢ de multiplier le nombre d’expériences. De plus, la durée des expériences
constituait une contrainte supplémentaire forte [113]. C’est Fisher qui, pour la premiére fois
en 1925, proposa une méthode avec laquelle on étudiait plusieurs facteurs a la fois. Cette
méthode fut reprise, puis développée par des statisticiens et des mathématiciens qui définirent
des tables d’expériences permettant de réduire considérablement le nombre d’expériences a

effectuer sans diminuer la pertinence de la campagne d’essais [114].

\

Les grandes entreprises se sont vite intéressées a cette méthodologie dans le cadre de
I’approche qualité a la suite des travaux du Docteur Taguchi, qui a fortement contribué¢ a
I’expansion de I’utilisation des plans d’expériences en milieu industriel au Japon dans les
années 1960. Au cours de ces derni¢res années, cette méthodologie, du fait de la pertinence

des informations apportées, s’est développée dans la plupart des secteurs d’activités [115].
» Principe

Il consiste a faire varier simultanément les niveaux d’un ou de plusieurs facteurs, qui sont
les variables, discrétes ou continues, a chaque essai. Ceci va permettre de diminuer fortement
le nombre d’expériences a réaliser tout en augmentant le nombre de facteurs étudiés, en
détectant les interactions entre les facteurs et les optimaux par rapport a une réponse.
L’objectif principal de cette méthode peut étre résumé par la devise : « Obtenir un maximum
d’information avec un minimum d’expériences » [115]. Il existe différent type de plans

d’expérience, mais le plus utilis¢ est le plan de surface de réponse.

» Terminologie

Réponse : Grandeur physique étudiée ;

Facteurs : Sont les variables qui peuvent modifier la réponse ;

Niveau d’un facteur : La valeur donnée a un facteur pour réaliser une expérience ;

Domaine d’étude: Domaine expérimental délimité par les niveaux inférieurs et supérieurs

des facteurs étudiés;
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Plan d’expérimentation : Matrice déclinant ’ensemble des conditions expérimentales,
imposées aux variables naturelles pour la réalisation des différents essais, dans le cadre du
plan d’expériences choisi;

Matrice d’expériences : Indique les niveaux pris par les variables codées aux différentes

expériences.
» Plans de surface de réponse

La méthode des surfaces de réponse (MSR) est une technique d'analyse statistique
puissante, bien adapté a la modélisation des processus complexes ou la réponse est influencée
par plusieurs variables et dont 1'objectif est d'optimiser cette réponse. Box et Wilson sont les
premiers a avoir introduit la théorie de la MSR en 1951, et aujourd'hui elle est la méthode la

plus couramment utilisée pour l'optimisation des processus.

Les MSR peuvent étre utilisées pour modéliser et prédire l'effet des différents parametres
expérimentaux sur une réponse bien définie, ainsi que 1’identification des interactions entre
les paramétres expérimentaux que d’autres techniques peuvent négliger. La MSR a été
largement employée dans le domaine de l'ingénierie et de la fabrication ou de nombreux
paramétres sont impliqués dans un processus. Pour ce modele, il existe différents types de
plans, dont les plus connus et les plus utilisés sont les plans composites centrés, les plans de

Box-Behnken, les plans de Doelhert et les plans hybrides [115]

Le modele mathématique utilisé dans la MSR est un mod¢le du second degré [115] :

k k k

y=»+ Zﬂixi +Zﬁiixi2 "‘Z jjXiX; t€
i=1 i=1 i=l

Ou

v : La réponse (la grandeur d’intérét).

X;, x;: Les variables.

Bo, Bi, Bj, Pii: Les coefficient de régression

€ : L’erreur aléatoire.

n : Le nombre de facteurs

ietj: Les indices des facteurs
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- Le logiciel de calculs statistiques permet d'effectuer différentes opérations fondées sur
I'analyse de la variance. Ce dernier permet d‘évaluer si les valeurs obtenues pour une
variable quantitative donnée sont significativement différentes. Un test de significativité
des effets linéaires, quadratiques de chaque paramétre et des interactions est réalisé et
représenté par le diagramme de Pareto. L’adéquation du modéle par rapport aux
mesures expérimentales est exprimée par un coefficient de régression R? Enfin, les
représentations graphiques de cette équation sont réalisées sous forme de surfaces de

réponse.

» Application du plan d’expérience

Le traitement des résultats est réalis¢ a l'aide du logiciel STATGRAPHICS . Le
logiciel nous a permis de développer un plan d’expérience de type composite centré. Dans ce
type de plan trois parametres peuvent étre testés, a savoir, la température, le temps d’agitation
et le ratio et sont schématiquement représentés sur un graphique en trois dimensions (Fig.13).
Chaque paramétre étant borné sur la base de I’étude préliminaire effectuée, I’ensemble du
domaine d’analyse peut étre représenté dans un cube virtuel, les angles de ce cube

correspondant aux bornes des parametres.

Dans ce type de plan, 20 manipulations doivent étre menées afin de tester les trois
parametres (température, temps d’agitation et le ratio) sur I’enrichissement d’huile ainsi que

la fiabilité du systéme.

.1‘-l

Figure 13 : Représentation du plan d’expérience sous forme d’un cube virtuel [115]
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I1.4. Mesure du pouvoir antioxydant

L’activité antioxydante des huiles brutes et enrichies est évaluée par la méthode « Test du

DPPH? (1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl) ».

La mise en évidence du pouvoir antiradicalaire des extraits obtenus, via le test DPPH® est

effectuée par la méthode décrite par Achat et al [105] (Fig.14).

1 ml de chaque extrait }

2 ml DPPH® (2.10* M)

—

Incubation a ’obscurité pendant 30mn

Lire I’absorbance a A= 517nm

Ss—

Figure 14 : Etapes du test de DPPH® [105].
» Principe

Le DPPH® est un radical libre stable par vertu de la délocalisation de 1’¢lectron
disponible, qui provoque une couleur violette profonde [116]. Il réagit avec des groupements
thiols, les amines, les phénols, les acides, les composés hydro-aromatiques ...etc. Cette
propriété est largement recommandée et utilisée dans la pratique analytique; quand la
solution du DPPH est mélangée a celle d’une substance qui peut donner un atome
d’hydrogeéne ou un électron , alors ceci provoque la forme réduite (1,1-diphenyl-2-(2, 4,6-
trinitrophenyl) hydrazine (DPPH2 ), avec la perte de la couleur violette et apparition
d’une couleur jaune pale résiduelle, due a la présence du groupement picryle. Le radical
DPPH® a un maximum d’absorbance aux environs de 517 nm, qui diminue quand le
radical est réduit. la méthode DPPH® est décrite comme étant simple, rapide et
commode indépendante de la polarité d’échantillon [105]. Les absorbances ont été converties

aux taux de radical-balayage de DPPH selon 1’équation ci-aprés :

% d’inhibition du DPPH = (AC - AE / AC) X100
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AC : Absorbance du controle
AE : Absorbance de 1’échantillon
II.6. Evaluation sensorielle

Actuellement 1’analyse sensorielle est largement répandue et développée au sein des
industries agroalimentaires. Elle repose sur la dégustation des produits et sur 1’analyse des
réponses sensorielles données par un groupe de sujets (jury), pour décrire le profil d’un

produit en se basant sur une liste de vocabulaire [117].

Dans le but de déterminer les propriétés organoleptique de nos deux types d’huile d’olive
vierge (HOV) codées respectivement 1 et 2 (HOV et HOV enrichie), nous avons opté
d’établir a chacune d’elle un profil sensoriel (carte sensorielle) afin de mettre en évidence

I’avis du consommateur (Annexe 02)

L’évaluation des propriétés sensorielles de ’'HOV et de ’HOV enrichie a été réalisée
selon la méthode de Lalas et al [102]. Le panel a été¢ formé de douze dégustateurs, choisis a
partir du personnel du laboratoire BBBS. Les sujets sont invités a se prononcer sur les
caractéristiques : 1'acceptabilité globale de chaque échantillon (tenant compte de tout mauvais
gott), en utilisant une échelle numérique allant de 1 a 5 (1= non acceptable, 5= extrémement
bon), ainsi que l'amertume, le rancissement et autres (épreuve descriptive) et sur leur

préférence [100].




Résultats

et discussion
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III. Résultats et discussions
II1.1. Extraction des composées phénoliques
e  Huile d’olive

L’extraction par solvant est une technique trés utilisée pour extraire les composés bioactifs
a partir du matériel végétal. C’est un processus destiné a séparer les principes actifs solubles
par diffusion [40]. L’extraction des polyphénols contenus dans les huiles étudiées, brute et
enrichie, a été réalisée avec deux solvants, hexane et méthanol. D’aprés la littérature la
solubilité¢ des composés phénoliques dépend de la polarité du solvant utilis¢€, c’est pour cela
que nous avons opté pour le méthanol étant plus polaire par rapport a 1’éthanol,
I’acétone...etc, qui présentent une faible affinité vis-a-vis de ces substances [118]. Apres
avoir libérer les phénols, I’hexane permet la bonne séparation des deux phases non miscibles;
une phase hexanique, renfermant tout ce qui est lipidique et une phase, méthanolique,

renfermant les polyphénols extraits de I’huile.
e Margine

L’extraction liquide- liquide avec 1’acétate d’éthyle est 1'une des techniques les plus
efficace pour I’extraction des polyphénols des margines, 1'acétate éthylique a été choisi pour
sa grande puissance d’extraction des polyphénols par rapport a d’autre solvant, tels que

méthyle, méthanol, éthanol.

Avant de procéder a I’extraction des composés phénoliques a partir des margines, elles
doivent au préalable, subir une acidification par HCI dans le but d’augmenter la force
ionique du milieu et empécher I’oxydation des composés phénoliques [40]. En effet, les
travaux d’Elena De Marco et al [40], ont révélé que 1’acidification permet d’extraire un taux
plus élevé de polyphénols : une concentration de 2702 mg/kg margine ave acidification contre

seulement 1150 mg/kg de margine sans acidification.
IIL.2 Quantification des polyphénols totaux

La technique colorimétrique de Folin-Ciocalteau est 'une des méthodes désignées pour la
détermination quantitative des composées phénoliques dans 1’huile d’olive et aussi bien pour
les margines. Une couleur bleu est observé apres 1’ajout du réactif de FC et du monohydrate

de carbone sodique aux extraits méthanoliques des huiles, ce qui confirme la présence de
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polyphénols dans les extraits. L’intensité de la coloration produite, est proportionnelle a la

quantité totale des composées phénoliques présentes dans les échantillons [108]

Les résultats du dosage colorimétrique des extraits méthanoliques d’huile d’olive et de

margine, sont consignées dans le tableau ci-apres :

Tableau II: Teneur en composés phénoliques des huiles étudiée (brute et enrichie)

Matrice Huile d’olive Margine
Teneur des polyphénols 56 £ 4,3 3414 £ 22
totaux (mg EAG/kg)

- Comme premiére appréciation, la concentration des polyphénols des margine est nettement
tres élevée, 62 fois plus grande, que celle d’huile d’olive. Ce qui confirme que sauf 2% du
contenu total des phénols du fruit de 1’olive passe dans I’huile, au cours de son extraction, le
reste se trouve dans la margine (53%) et dans le grignon (45%) [40, 41]. Cependant la
quantité des composés phénoliques des margines (3,414 g/L) est vraisemblablement proche

de celles obtenues dans plusieurs études (2,7 a 12 g /L) [23, 40, 44, 45].

En revanche, pour la teneur en composés phénoliques de 1’huile d’olive vierge (56+4,3
mg EAG/kg), reste difficile a la comparer a celle estimée dans des travaux antérieurs

(Tableau III).

Tableau III : Taux de polyphénols totaux dans d’huile d’olive de différents travaux [118]

Teneurs en phénols Standard A (nm)
(mg/kg d’huile)
119-139 Acide gallique 765
73-265 Acide gallique 765
44-157 Acide caféique 725
52-356 Acide caféique 725
20- 339 Acide caféique 725

- En Effet, d’aprés ces résultats, nous constatons une variation importante du taux de
polyphénols d’un échantillon & un autre. Cette différence est probablement due d’une part

aux conditions expérimentales dans lesquelles la réaction de FC est réalisée, notamment la
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nature des composés de référence utilisés. Pour le méme échantillon, la concentration des

phénols totaux de I’huile avec douze étalons différents, varient de 70 a 380 mg/kg [118].

- D’autre part la différence entre notre résultat et ceux du tableau ci-dessus, peut étre
expliquée aussi par le changement des conditions climatiques, la variété, le degré de
maturation des olives et la durée de stockage de ce fruit avant la trituration ainsi que le

procédé d’extraction de I’huile.
II1.3 Enrichissement de I’huile d’olive

La méthode d’enrichissement effectuée dans notre travail est un enrichissement direct
[97, 100], ou une quantité de margine est ajoutée a I’huile d’olive. L’ensemble est soumis a
une agitation, une étape préliminaire de solubilisation directe des polyphénols, suivie

d’une extraction au méthanol

L’enrichissement de 1’huile d’olive par les margines présente un intérét vu leur richesse
en antioxydant naturels notamment les polyphénols [40]. A cet égard le processus de transfert
des polyphénols peut-étre amélioré en optimisant certains parametres tels que le temps
d’agitation, la température et la charge mais tout en préservant la qualité nutritionnel d’huile.
Pour cela et avant la réalisation de cette étape, des essais préliminaires doivent étre menés

afin de déterminer les bornes a appliquer au plan d’expérience.
I11.3.1 Etude préliminaire

Avant d’avoir recours a un plan d’expérience, différents parametres sont a prendre en
compte dans notre analyse: la température, le ratio et le temps d’agitation, qui sont
éventuellement des conditions influengant le transfert des composés bioactive des margines

vers I’huile d’olive :
a)- Le choix du temps d’agitation

Ce parametre doit €tre testé lors des études préliminaires afin de déterminer les bornes
temporelles du temps d’agitation. De ce fait une série d’essais a différents temps d’agitation
est réalisée, a savoir 1 heure, 2 heures, 4 heures et 8heures (Tableau IV). Ceci a conduit a la
conclusion suivante : plus on augmente le temps d’agitation, plus le transfert est meilleur mais
a partir de 6 a 8 heures, on a tendance a avoir une constance, c’est pourquoi, les bornes du

temps d’agitation sont prises entre 1 heure et 8 heures.
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Tableau IV: Taux de polyphénols totaux de I’huile enrichie en fonction du temps

Température | Ratio (%) | Temps (H) | Taux de polyphenols
(°O) (mg EAG/kg d’huile)
25 15 1 98 £ 6
25 15 2 184 + 4
25 15 4 178 £16
25 15 8 148+ 9

b)- Le choix de la température

Travaillant dans 1’huile d’olive, la température ne peut pas étre descendue au-dessous
de 10°C car sinon une partie de cette huile peut figer ce qui altérerait ’homogénéité de notre
mélange. L huile d’olive étant un produit sensible a la température, nous avons décidé de
nous arréter a 40°C afin d’éviter la détérioration et donc de ne pas influencer le résultat du
plan [100, 105, 107].
¢)- Le choix du ratio

Dans I’optique de ne pas avoir de problémes de colmatage, qui géne 1’homogénéisation

de I’huile, ni de perte d’huile par saturation, la charge est bornée entre 4% et 25%[100, 107]

- D’une part les résultats de I’étude préliminaire que nous avons mené pendant la premicre
étape de notre travail et d’autre part les données des travaux rapportés dans la littérature, nous
ont permis d'identifier comment les divers parametres sélectionnés sont importants et

d'estimer leur champ de variation que nous devrions étudier dans le plan d’expérience.

II1.4. Conditions optimales

Les plans d’expériences sont trés utilisés dans les études industrielles en recherche et
développement. Ils permettent une meilleure compréhension des phénoménes impliqués dans
la conception d’un nouveau produit et d’appréhender une variable réponse rapidement. Cette
analyse statistique intervient dans de nombreux domaines industriels (chimie, pharmacie,
agro-alimentaire...etc) afin d’étudier, d’optimiser, de comparer ou d’estimer divers critéres.
Les plans d'expériences s'inscrivent dans une démarche générale d'amélioration de la qualité
[35]. A cet effet une étude composée de 20 expériences, a été conduite et nous a permis

d’avoir les résultats représentés dans le tableau V .
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Tableau V : Tableau récapitulatif des expériences et résultats du plan d’expérience

N° d’essai | Température | Temps Ratio polyphénols totaux
¢C) (H) ) (mg EAG/kg d’huile)
1 25 4 15 117 +2
2 25 4 4 9% + 1
3 10 4 15 83+1
4 16 2 21 85+1
5 16 7 21 162 £2
6 34 7 21 91 +1
7 25 0,47 15 1311
8 34 2 21 70+ 6
9 25 4 15 117 +2
10 34 2 9 87+3
11 25 4 15 143+3
12 25 4 25 95+3
13 16 2 9 83+2
14 25 4 15 116 +2
15 25 8 15 1371
16 25 4 15 162 +1
17 25 4 15 155+9
18 25 7 9 142 +1
19 16 4 15 55+1
20 40 7 9 751

- Notons que l'ordre de réalisation de ces différentes

manipulations est de facon

aléatoire, comme il a été proposé¢ par le logiciel Statgraphics. La variable analysée dans

notre cas est la teneur en polyphénols totaux (PT) dans 1’huile d’olive enrichie par les

molécules bioactives

des margines.

- D’aprés les résultats de la présente étude, la teneur en PT d’huile enrichie varie entre 55 et

162 mg EAG/kg d’huile, ce qui confirme I’influence des parameétres sélectionnés (temps,

température et ratio) sur le taux d’enrichissement de 1’huile par les polyphénols des margines.

IILS5. Traitement des données par Statgraphics

IIL.5.1. Analyse de la variance des polyphénols totaux

Une analyse de la variance (ANOVA) a été réalisée sur les résultats obtenus (Tableau V).

Cette analyse permet de tester la pertinence des variables impliquées dans le model étudié, si

les valeurs obtenues pour une variable quantitative donnée sont significativement
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différentes, et de représenter graphiquement I’importance de chaque facteur sur la réponse

étudiée, en 1’occurrence la teneur des PT (Tableau VI).

Tableau VI : Analyse de la variance des polyphénols totaux

Source Somme des Ddl | Carrés moyens | Ratio-F Valeur-p
carrés
Effet linéaire
A: Température 2663,53 1 2663,53 8,30 0,0164*
B: Temps 1651,96 1 1651,96 5,15 0,0467%**
C: Ratio 81,5443 1 81,5443 0,25 0,6252
Effet d’interaction
BC 350,594 1 350,594 1,09 0,3206
AB 2227,79 1 222779 6,94 0,0250%*
AC 60,5 1 60,5 0,19 0,6734
Effet quadratique
AA 7848,39 1 7848,39 24,45 0,0006 ****
BB 0,167003 1 0,167003 0,00 0,9823
CC 2717,36 1 2717,36 8,46 0,0156*
Total error 321041 10 321,041
Total (corr.) 20105,2 19
Lack-of-fit 1008,41 5 201,682 0,46 0,7942

R> = 84%, R (ajusté a Ddl) = 70%

Erreur standard= 18; Erreur absolue =11

- Les données de I’analyse de la variance (ANOVA), nous ont permis de deduire que les
facteurs influents préférentiellement sur 1’enrichissement de ’huile d’olive en antioxydants
des margines, sont la température, le temps et le ratio avec une valeur-p inférieur a 0,05 au

niveau de confiance de 95%. Ceci est bien illustré dans le diagramme de Pareto (Fig. 15).

- L’efficacité d’ajustement globale est exprimée par le coefficient de régression R?, Dans la
présente étude, la valeur de R* est de 84%, ce qui signifie que uniquement 16% des
variations ne sont pas expliquées par le model. De plus, la valeur du coefficient de
détermination ajusté est élevée (Rzajusté 70%), ce qui confirme la haute significativit¢ du
model. De plus p-value de lack of-fit = 0,7942 est supérieur a 0,05 ce qui est témoin de la
validité de ce plan et semble étre suffisant pour nos résultats expérimentaux a un niveau de

confiance 95%.
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I11.5.2 Analyse de surface

A partir de I’analyse ANOVA, un diagramme de Pareto (Fig.15) représentant les
différents effets de maniére standardisée, a pu étre dressé afin de déterminer quels sont les
paramétres influencants de fagon significative, par ordre d’importance pour chaque variable

(effets linéaires, interactions entre facteurs et effets quadratiques).

Standardized Pareto Chart for polyphénols totaux

AA

CC
Artemperature
AB

B:temps

BC

Cratio

AC

BB

|
]

1 2 3 4 5
Standardized effect

-~ mm

Figure 15 : Diagramme de Pareto pour la concentration en polyphénols totaux.

- 1l peut étre remarqué sur ce diagramme que ’effet quadratique de la température (A?), est la
variable quantitative présentant I’influence la plus importante sur la concentration de PT, avec
une probabilité p = 0,0006 et un coefficient négatif (CN) de 1’ordre de - 48, qui est suivi par
le facteur ratio (C%) (p = 0,0156 et CN = -26). L’effet linéaire de la température (A), de
I’interaction température-temps (AB) et I’effet linéaire du temps (B), ont montré aussi des
effets singnificatifs, par ordre d’importance, qui sont respectivement : p = 0,0164 et CN=-28;
p = 0,025 et CN=-30; p = 0,0467 et CP =21. Ce résultat est en accord avec les travaux de
Achat et al. [100], ayant démontré I’influence significative de la température et du temps
d’agitation sur I’enrichissement de I’huile d’olive avec les polyphénols (oleuropeine) des

feuilles d’olivier. Par ailleurs les paramétres BC, C, AC et B* n’ont revélé aucun effet
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significatif. Ce Dernier suggere une absence totale d’interactions entre les variables dans le

domaine expérimental étudié.

- La modélisation de la réponse, taux de PT, en fonction des variables testées (température,
temps et ration) avec la MSR, a été réalisée afin de mieux ¢€lucider les conditions optimales de

cette réponse (Fig.16 et Fig.17).

Main Effects Plat for palyphendls totaux

17

nr

polyphenols totaux

tenperdure tenps ratio

Figure 16: Effet général des facteurs (température, temps et ration) sur les polyphénols totaux

- A I’image de ce graphe, nous constatons clairement une linearité pour le temps d’agitation ;
plus on augmente le temps de contact huile d’olive-margines, le transfert de polyphenols
s’accroit, qui est en accord avec le résultat obtenu au cours de I’etude préliminaire. Toutefois
I’influence des variables températures et ratio sur la teneur en PT, a donné une allure sous

forme de cloche ou de parabole, ou la valeur créte represente I’optimum.
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Figure 17: Surfaces de réponse de I’effet des différents facteurs: (a): Influence de la température et
du ratio a 4,25 H, (b): Influence de la température et du tempsa a 14,5%, (c) : Influence du temps et
du ratio a 25°C.




Etude expérimentale Résultats et discussionstt

- Dans I’absolu, le choix d’un plan d’expérience n’a pas de sens tant qu’il n’est pas
subordonné au choix préalable d’un modele mathématique. Les modéles les plus classiques
sont les modéles polynomiaux [106]. Le modéle prédit (optimum théorique) avec le plan
d’expérience de type composite centré, opté dans la présente étude, a été¢ décrit par une

équation polynomiale du second dégré ci-dessous:

Y =-179,624 + 16,9972 A + 16,8694 B + 10,0967 C - 0,293619 A* - 0,736738 AB -
0.0509259 AC - 0.0118047 A% + 0.437548 BC - 0.354562 C*

Ou:

Y: Concentration en PT (mg EAG/kg d’huile);

A: Température (°C);

B: Temps de sonication (H);

C: Ratio (%)

- De ce fait, les conditions optimales d’enrichissment identifiées, par 1’exploittation des

données traitées avec le logiciel Statgraphics, sont représentées dans le tableau ci-apres :

Tableau VII : Conditions optimales d’enrichissement de I’huile d’olive avec les margines

Paramétre Optimum
Température (°c) 17
Ration (%) 18
Temps (Heure) 8,0

- La valeur expérimentale, recelée lors de 1’application de ces conditions (optimum), du taux
polyphénols totaux est égale a 184 +29 mg d’EAG/kg d’huile, qui est proche de la valeur
prédite (173 mg d’EAG/kg d’huile). Ce qui confirme, le dégré de corrélation ¢levée entre les
données observées et les valeurs prédites du modéle de régression (R*> 84, R? aj> 70). Ceci
démontre 1’adéquation du modele pour les résultats expérimentaux, qui est confirmé par le

test du lack of fit ou la valeur-p > 0,05 (Tableau VI).

A la lumiére des résultats issus de cette analyse, il s’est avéré que :
- Le modele polynomial d’ordre deux peut modéliser correctement le phénomene

étudié;
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- Les conditions expérimentales optimales, c’est- a-dire celles conduisant au meilleur
transfert des polyphénols des margines vers 1’huile, sont obtenues au sein du domaine
expérimental :

Donc la modélisation des surfaces de réponse peut étre effectivement appliquée, pour
I’enrichissement de I’huile d’olive vierge par les principes actifs, particuliérment les

composés phénoliques des margines.

II1.6 Mesure du pouvoir antioxydant

Ces dernieres années, un intérét grandissant porté aux substances potentiellement
antioxydantes est apparu, en vue de prévenir notamment les effets déléteres des radicaux
libres. Paralléelement a cela, de nombreuses méthodes se sont développées permettant
d’évaluer les capacités antioxydantes des composés naturels, I’'une de ces méthodes,
couramment utilisée, est I’effet scavenger au radical libre et stable: le DPPH°. Ce test permet
alors d’obtenir des informations sur le pouvoir antiradicalaire direct de différentes substances
contenues dans les extraits d'huiles d’olive (enrichie et brute). Les résultats enregistrés sont

représentés dans la figure ci-apres :

40 -

30 +

20 +

10 -~

Activité scavenger au radical DPPH
(%)

Huile enrichie Huile brute

Huiles

Figurel8 : Activité scavenger du radical DPPH® de I’huile d’olive avant et apres

enrichissement

- Les données de la figure ci-dessus, montrent nettement que le pourcentage d’inhibition du
radical DPPH® par I’extrait méthanolique de 1’huile d’olive enrichie est plus ¢levé (45+0,02

%) que celle d’huile d’olive brute (33+0,01 %). En se basant sur ces résultats, nous pouvons
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conclure que cette variation pourrait principalement due a la présence de certaines molécules
potentiellement actives notamment les polyphénols. En effet, d’apres la littérature I’activité
antioxydante de I1’huile d’olive est liée a sa composition phénolique, le cas de
I'hydroxytyrosol et du tyrosol mais aussi a la vitamine E (a-tocophérol) [107], par contre le
pouvoir antioxydant important de 1’huile enrichie peut étre liée au transfert des polyphénols
des margines vers I’huile brute de 56 +4,3 mg/kg d’EAG/kg) a 184 £29 mg d’EAG/kg. En
effet la détermination du potentiel antioxydant des polyphénols des margines via le test

DPPH?®, a révélé une activité antiradicalaire importante [63, 64].

Le pi¢geage des radicaux libres par des antioxydants est tributaire de deux types de
mécanismes:
v la libération de I’atome d’hydrogéne du groupement hydroxyle (cinétique rapide
de certaines acides et dérivées phénoliques) ;
v’ la libération d’un électron (cinétique lente des dérivées glycosylées et des
anthocyanes) [3,18].
- Dans le cas des composés phénoliques, le mécanisme principal d’action est le
piégeage des radicaux libres par le transfert de ’atome H sur le DPPH® alors transformé en

une molécule stable DPPHH (Fig. 19) [30, 31] :

/_\OEN O,N

Ph Ph R
. 1Y N | ]
R\ N-N NO, —>  N-N NO,
Ph Ph
O,N O,N

Figure 19 : Structure du radical 1,1-DiPhényl-2-Picryl-Hydrazyl et de sa forme réduite [30].

II1.7 Analyse sensorielle

Une simple analyse chimique ne peut suffire pour déterminer la qualit¢ d’une huile. En
effet, les composés volatiles qui se développent au cours du procédé de fabrication de I’huile
puis pendant son stockage ou bien durant son enrichissement, sont capables de modifier
I’odeur et la saveur de I’huile. Pour cela une analyse sensorielle codifiée et détaillée a

été développée par le Conseil Oleicole Internationel (COI) et la Communauté Economique
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Européenne (CEE). Les attributs sensoriels d’une huile ont été classés en deux catégories,

les attributs positifs, le cas de I’amertume et les défauts comme le rancissement :

- Amer: Il est défini comme le golt ¢lémentaire caractéristique de 1’huile obtenue d’olives

vertes ou au stade de la véraison ;
- Rance : Flaveur des huiles ayant subi un processus d’oxydation intense [9]

- Afin de recenser les propriétés organoleptiques de 1’huile enrichie par les margines, nous
avons réalisé une évaluation sensorielle en 1’a comparant a 1’huile d’olive vierge, comme

référence, dont les résultats sont résumés dans le tableau suivant :

Tableau VIII : Résultats du test d’analyse sensorielle des huiles étudiées

Attributs Huile brute | Huile enrichie
Amer 1 1
Rance 1 1
Autres 1 3
Acceptabilité totale 3 4
Préférence totale 3 4

- D’apres les résultats présentés dans ce tableau, les caractéristiques sensorielles des huiles,
brute et enrichie, indiquent 1’absence de I’amertume et du rancissement pour les deux types d’
huiles avec le méme ordre de grandeur pour 1’acceptabilité globale et la préférence totale. Par
ailleurs la détection de sous-produits de ’olive a été pergue par les dégustateurs pour 1’huile
enrichie (Autres = 3), ce qu’est justifié par la présence de margine dans cette huile. Ceci n’a

pas empéché I’appréciation de cette huile par le jury.

- Toutefois, I'évaluation de cette huile par un panel de jury qualifié (compétences bien
particuliéres dans ce domaine et un environnement spécifique), est recommandée dans la

perspective du développement de ce nouveau produit.
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Conclusion:

SMaitriser I’oxydation est indispensable pour gérer I’évolution des systémes biologiques

dans leur complexité, en particulier dans le cas des aliments, notamment les huiles végétales
dont la dégradation peut avoir des conséquences en sécurité alimentaire. Les polyphénols sont
des substances bioactives qui suscitent actuellement I’intérét de plusieurs chercheurs en raison
des bénéfices santé qu’ils procurent & I’Homme, effet antioxydant. Ces molécules pourraient

lutter activement contre I’oxydation des lipides.

Ge modeste travail s’est attelé a I’investigation de I’optimisation de I’enrichissement de

I’huile d’olive vierge avec les principes actifs (antioxydants) de son sous-produit, margine,
par application d’une technique statistique, plan d’expérience. Elle est basée sur I’intégration
d’une méthode qui est la MSR, qui permet d’obtenir un maximum d’informations, avec un

minimum d’expériences.

Za détermination quantitative des composés phénoliques de I’huile d’olive vierge et des

margines, a révélé la richesse de ce déchet liquide en ces molécules: 3414122 mg EAG/ kg de
margine contre 56+4,3 mg EAG/kg d’huile. Ce qui confirme que sauf 2% du contenu total
des phénols du fruit de I’olive passe dans I’huile, au cours de son extraction, le reste se trouve
dans la margine (53%). Ce résultat renforce davantage I’idée de I’enrichissement et

I’utilisation des margines comme source naturelle d’antioxydants.

Z’analyse des données de I’étude préliminaire effectuée, a indiqué que plusieurs facteurs

(température, temps et ratio) semblent moduler, le taux d’extraction des polyphénols totaux
du mélange huile d’olive-margine. Elle nous a permet aussi de déterminer les bornes du plan

d’expérience adopté.

Zes résultats de I’analyse de la variance (ANOVA), réalisée pour les PT issus a partir du

plan d’expérience, ont confirmé les essais préliminaires. Ainsi les facteurs qui influencent
significativement I’enrichissement de I’huile d’olive en polyphénols des margines, sont la

température, le temps et le ratio avec une valeur-p < a 0,05 au niveau de confiance de 95%.

Za modélisation de la réponse, taux de PT, en fonction des variables testées (température,

temps et ration) avec la MSR, a été réalisée afin de mieux élucider les conditions
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expérimentales optimales de cette réponse. De ce fait I’optimum des parametres est dicté

comme Suit :

- Température de 18°C ;
- Ratio solide-liquide de 18% ;

- Temps d’agitation de 8 heures.

Ze taux de composés phénoliques obtenu, sous ces conditions est del84+29 mg EAG/kg

d’huile, qui s’aligne dans I’intervalle de prévision du plan d’expérience estimé a 173 mg
EAG/kg d’huile. Ce qui confirme, le degré de corrélation élevée entre les donnéees observées
et les valeurs prédites du modéle de régression (R* > 84, R? aj> 70). Ceci démontre
I’adéquation du modele pour les résultats expérimentaux, qui est confirmé par le test du lack
of fit ou la valeur-p > 0,05. Donc la modélisation des surfaces de réponse peut étre
effectivement appliquée, pour I’enrichissement de I’huile d’olive vierge par les polyphénols

des margines

¢ la lueur de I’évaluation de I’activité antioxydante, par la méthode du DPPH?, il s’est
avéré que I’huile d’olive enrichie détient la capacité la plus importante a piéger ce radical,
avec un pourcentage d’inhibition de I’ordre de 45+0,02% par rapport a I’huile brute
(33+0,01%0). Ceci peut refléter la quantité élevée d’antioxydants présente dans I’huile
enrichie. En effet le taux de polyphénols totaux était de 56+4,3 mg EAG/Kg d’huile et atteint
une concentration de 184+29 mg EAG/kg aprés enrichissement. Ce qui confirme la

supplémentation de I’huile par les antioxydants naturels ;

Ze test d’analyse sensorielle réalisé en vue de receler les propriétés organoleptiques de

I’huile enrichie par les margines, a indiqué I’appréciation des dégustateurs de ce produit.

Z’ensemble des résultats obtenus dans cette étude ne constitue qu’une ébauche dans la

recherche d’antioxydants naturels, afin de minimiser le processus d’oxydation des lipides, il
serait intéressant d’étayer ce travail par :

v' ZI’isolement et I’identification des substances polyphénoliques présentes dans les
huiles étudiées, qui sont responsables de I’activité antioxydante;

v/ I’évaluation des caractéristiques physicochimiques de I’huile d’olive vierge et
enrichie (indice d’acide, iode, saponification, peroxyde, couleur,...etc.) ;
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Ze suivi du processus oxydatif des huiles testées (test de friture, dosage des produits
d’oxydation) ;

‘Gomparaison de la macération conventionnelle aux nouvelles technologies (ultrasons
et micro-onde) ;

Une étude comparative de I’enrichissement de I’huile d’olive avec des margines
lyophilisées, pour bien maitriser le transfert solide-liquide;

&% application de I’enrichissement proposé aux huiles raffinées (soja, tournesol...etc.).
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Annexe 1 : courbe d’étalonnage

1,40

y = 8,5887x-0,0291
1,20 R?=0,9998

1,00
0,80

0,60

Absorbaces a 765 nm

0,40

0,20

- 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 0,14 0,16
Acide gallique (mg/ml)

Courbe d’étalonnage du dosage des polyphénols totaux a partir de I’acide gallique



Annexe 2 : Feuille de I’analyse sensorielle

Nom et Prénom : Date :

Feuille de profil : Analyse sensorielle de I’huile d’olive

Echantillon 1
Intensité de perception
Attributs
1 2 3 4 5
Amer
Autres

Acceptabilité totale

Rance

Préférence totale

Echantillon 2
Intensité de perception
Attributs
1 2 3 4 5
Amer
Autres

Acceptabilité totale

Rance

Préférence totale

Notes explicatives :

Rance : Propre aux huiles ayant subi un processus d’oxydation

Autres : Un gout qui rappelle les sous-produits de I’olive (feuilles, margines et grignon)
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