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Introduction

L’industrie oléicole est I'une des activités importantes pour I’homme a cause de sa
production d’huile d’olive. Elle se concentre principalement dans les pays du pourtour
méditerranéen, dont la production représente 94% de la production mondiale (Sbai et
Loukili, 2015).

En paralléle; I’industrie oléicole, laisse deux sous-produits principales, 1’industrie
oléicole génére deux résidus, 1’un liquide (les eaux de lavage d’huile d’olive ou les margines)
et autre solide (les grignons). Dans les unités de trituration modernes, le processus de
production génére plus de 1500 kg de I’eau de lavage (margine) par tonne d’olive traitée

(Vitolo et al., 1999).

L’industrie oléicole génére de larges quantités des eaux de lavage d'huile d’olive qui
se caractérisent par la présence des substances bioactives particulierement les biophénols

ayant des propriétés antioxydantes intéressantes (Obeid et al., 2005; Gongalves et al., 2009).

Les eaux de lavage d’huile d’olive présentent un sérieux inconvénient pour 1’écologie
locale et I’environnement des pays producteurs d’huile d’olive et trouver un moyen pour y’est
valoriser devient nécessaire. Les eaux de lavage d’huile d’olive sont souvent épandues de
maniére incontrélée sur les sols agricoles ou stockées dans des bassins d’évaporation a
proximité des huileries, exposant ainsi les systémes eau-sol- plante a une pollution
inéluctable. Les traitements physico-chimique et biologique des eaux de lavage d’huile
d’olive, qui consistent a réduire leur impact sur les ressources en eau, restent encore
insuffisants et colteux (Yaakoubi et al., 2009). Selon Iboukhoulef (2014), le rejet des eaux
de lavage d’huile d’olive reste jusqu’a présent un probléme écologique prépondérant, pour les

pays producteurs d’huile d’olive.

D’aprés Jardak (1999), ces problémes environnementaux sont attribués a la richesse

de ses effluents en matiére organique et en particulier en polyphénols.

Pour pallier a ce probleme environnemental, de nombreux travaux sont menés sur le
traitement et la valorisation d’eau de lavage des huile , (Nefzaoui, 1988; Zenjari et
Nejmeddine, 2001; Abichou, 2003; Benyahia et Zein, 2003; Hamza et al., 2010; Dakhli et
al., 2014; Gharby et al., 2014; Ouabou et al., 2014; Fedila et Tibarious, 2016). Ils

recherchent les meilleurs stratégies et technologies, de valorisation, de minimisation ou
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d’élimination basées sur le traitement biologique, physico-chimique ou thermique (Aktas et
al., 2001).

L’Algérie est confrontée a la problématique de 1’élimination des eaux de lavage
d’huile d’olive avec une production de 200.000 tonnes d'eau de lavage des huiles / an. Dans le
souci de réduire les codts des différents traitements appliqués au eau de lavage d’huile d’olive
et de rationaliser la gestion de leurs rejets, des recherches sont orientées sur leur valorisation

dans divers domaines: agriculture, cosmétique et méme dans 1’industrie pharmaceutique.

Les composés phénoliques comptent actuellement parmi les molécules les plus
largement étudiées de par leurs multiples propriétés biologiques et fonctionnelles. Leur
présence a des taux significatifs dans les sous-produits oléicoles notamment les eaux de

lavage d’huile d’olive justifie le choix de leur valorisation.

Ainsi, les molécules d’origine naturelle connaissent depuis toujours un intérét
considérable qui ne cesse d’augmenter face a la méfiance grandissante du consommateur a
I’égard des produits de syntheése qui présentent parfois des effets secondaires parfois trés
graves pour la santé humaine. On a choisir dans ce contexte, la valorisation de sous-produits
issus ( eau de lavage des huiles) car I'eau de lavage d’huile d’olive est trés riches par des
composés phénoliques ; et a des caractéristiques.

Dans ce contexte, 1’étude de l'activité biologique des eaux de lavage d’huile d’olive
particulierement I'évaluation de son potentiel oxydant, présente une approche idéale pour la
valorisation des eaux de lavage des huiles oléicole.

Le présent travail est subdivisé en deux parties :

_Une partie bibliographique portant sur une généralité sur oléiculture et les sous
produits généré par l'industrie oléicole, et la valorisation des eaux de lavage d’huile

d’olive.

Une partie expérimentale dans laquelle nous avons présenté le protocole

expérimentale, le matériel et les méthodes utilisées.
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Chapitre 1 Industrie oléicole

I.1.- Production oléicole en Algérie

L’oliveraie occupe 45% du verger arboricole total et compte 32 millions d’arbres dont
80% sont destinés a la production d’huile d’olive (Mendil, 2009), estimée & 55.000- 70.000
tonnes/an (Vossen, 2013). L’Algérie fait partie des principaux pays méditerranéens dont le
climat est des plus propices a la culture de I’olivier. Elle se positionne aprés I’Espagne,
I’Italie, la Gréce et la Tunisie qui sont par ordre d’importance, les plus gros producteurs

d’huile d’olive (Tsagariki et al., 2007).

Le patrimoine oléicole algérien représente 4,26% du patrimoine mondial. La
production annuelle en huile a atteint 35.000 tonnes et celle de 1’olive de table 80.000 tonnes

(Bensemmane, 2009).

Selon les statistiques de I'Institut Technique des Arbres Fruitiers et de la Vigne
Algérien (ITAFV, 2009), l'oleiculture Algérienne a enregistré, entre 1999 et 2014, une
croissance de 130% en termes de superficie passant de 165.000 hectares a 380.000 ha, tandis
que la production d'huile d’olive est passée de 19.000 tonnes a 45.000 tonnes, avec des pics
atteignant 74.000 tonnes. L'entrée en production des nouvelles plantations (215.000 ha)

devrait hisser la production a 120.000 tonnes d'huile a I'horizon 2020.

La production d'huile d’olives est une activité traditionnelle en Algérie. L'activité
compte pres de 1650 huileries, dont seulement 165 huileries modernes (Vossen, 2013).
L’Algérie vise a moderniser le secteur de ’huile d’olive afin d’améliorer la qualité et la
quantité du produit. Actuellement cette filiere se concentre dans certaines willayas comme
Bejaia, Tizi —Ouzou et Bouira qui ont produit, a elle seules en 2008, 179180 hectolitres sur
une superficie de 102893 ha soit 51% de la production nationale et environ 44% de verger
national oléicole. Ces trois willayas sont spécialisées beaucoup plus dans la production de
I’huile. Durant la campagne 2009/2010, la production oléicole algérienne était de 50000 tonne

d’huile soit 1,7% de la production mondiale. (Conseil oléicole international, 2009a).
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Figure 01.- Répartition des superficies d’oliviers par wilaya (Statistiques Agricoles, 2003)
1.2.- Huile d’olive

L’huile d’olive est désigne exclusivement I’huile extraite du fruit de I’olivier
(Oleaeuropaea L), & I’exclusion des huiles obtenues par solvant et/ou réestéfication. La
dénomination huile vierge est réservée a 1’huile obtenue par le procédé mécanique et a des
températures qui ne détériorent pas ses caractéristiques intrinseques. La dénomination huile
raffinée correspond a I’huile dont le procédé d’obtention permet de conserver sa structure

triglycérique (COl, 2015).

L’huile d’olive est une des principales composantes du régime dit «méditerranéen »,
connu pour son action bénéfique sur la santé. Elle est caractérisée par sa composition
particuliére en acides gras, en composés mineurs appartenant a la fraction insaponifiable des
huiles végétales (COI, 2009).

1.3.- Olive

L’olive est une drupe a noyau a mésocarpe charnu, indéhiscente (ne s’ouvrant pas). Sa
forme est ovoide ou ellipsoide. Ses dimensions sont trés variables suivant les variétés. La
paroi de ce fruit est constituée: de 1’épicarpe (peau) solidement attaché a la pulpe. A
maturation, I’épicarpe passe de la couleur vert tendre (olive verte), a la couleur violette ou

rouge (olive tournante) puis a la coloration noiratre (olive noire) (Henry, 2003).
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Figure 02.- Fruit de I’olivier (Amouretti et Comet, 2000)

1.4.- Composition chimique d’olive

Les composés chimiques se répartissent différemment dans les trois parties de ’olive.
Ce fruit renferme de nombreux constituants en particulier des lipides qui lui donnent son fort

pouvoir énergétique (Labdaoui, 2017).
Le tableau 01donne la composition chimique du fruit.

Tableau 01.- Composition chimique de I’olive (Labdaoui, 2017)

Composition Teneur (%)
Eau 48%
Polysaccharides (hémicellulose, cellulose, pectines) 27%
Huile 21%
Mono et Disaccharides 3%
Cires, Triterpenes, Phénols 1%
Autres composés: Alcanes, Alkyls, Esters... etc. Traces

La grande partie de I’huile (96 a 98%) se trouve au niveau mésocarpe. Dans la cellule,
I’huile d’olive se trouve sous deux formes: Une forme libre & I’intérieur des vacuoles
cellulaire et une autre forme liée a I’intérieur du cytoplasme. Cette forme d’huile est difficile a
extraire et peu entrainer des pertes. Toutefois, 1’olive contient aussi d’autres composés a

savoir :
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v" Une concentration faible en sucre (2- 4%);

v Une quantité de tanins qui diminue avec la maturité du fruit et atteint 0.24 % de 1’extrait
sec des olives mdres;

v" Présence d' amidon (0,21 %) et qu’elle varie avec 1’époque et la variété;

v" Présence d’une substance amére (I’oleuropéine) particuliére de I’olive (Labdaoui,

2017).
Le tableau 02 illustre les variations de composition chimique des différents types d’olives.

Tableau 02.- Composition chimique des différents types d’olives

Partie Matiere Azotes | Matiere Cellulose | Matiére Extractif non
totales (%0) Grasses(%) | brute(%o) | Minérales (%) | azoté(%)
Epicarpe 9,8 3,4 2,4 1,6 82,8
Mésocarpe 9,6 51,8 12,0 2,3 24,2
Endocarpe 1,2 0,8 74,1 1,2 22,7

l. 5.- Technologie de fabrication d’huile d’olive
I. 5.1.- Synoptique de fabrication d’huiles d’olive

L'huile d’olive est une huile obtenue a partir du fruit de I'olivier, a I'exclusion des
huiles obtenues par extraction avec des solvants, par des procédures de ré -estérification, ou
par n'importe quel mélange avec d'autres types d'huiles . A la différence des autres huiles
végétales, I'huile d'olive ne requiert aucune étape de raffinage ni aucune transformation
chimique. Grace a cette simplicité procédurale, I'nuile d'olive a pu étre fabriquée depuis
I’antiquité. La technique a subi de nombreuses évolutions au cours du temps qui peuvent étre
regroupées en deux grandes catégories: les évolutions relatives au broyage des olives et les
évolutions relatives a la séparation des différentes phases. Entre ces deux grandes étapes, la
pate d'olive est malaxée afin d'étre homogénéisée et de permettre la coalescence des
gouttelettes d'huile (Veillet, 2010).

1.5.1.1.- Opération préliminaire (nettoyage et effeuillage)

Les olives sont pesées puis passent géneralement dans un systeme de laveuse-

effeuilleuse qui va les nettoyer et permettre d’en retirer les impuretés (terre, cailloux,
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feuilles...). Celles -ci peuvent d'une part, altérer les propriétés organoleptiques de 1’huile

(couleur, odeur, gott) et d’autre part, user les broyeurs métalliques. (Veillet, 2010).

Figure03.- Appareil de lavage et défeuillage (Morillo, 1992)

1.5.1.2.- Broyage

Le broyage (ou trituration) des olives a pour but de détruire les cellules des olives afin
que celles-ci puissent ensuite libérer leur contenu. A ce stade du procédé, les olives sont

réduites en une pate plus ou moins homogéne qui devra étre malaxée. (Veillet, 2010).

Figure 04.- Broyeur a meule (GHEZLAOUI, 2011)

1.5.1.3.- Malaxage

Le malaxage permet la coalescence des gouttes d’huile: les microgouttelettes d’huile
qui viennent d’étre libérées de leurs lipo vacuoles cellulaires vont se regrouper afin de former

des gouttes de plus grande taille qui seront plus faciles a extraire de la pate. (Veillet, 2010).
1.5.1.4.- Séparation des phases
v/ Séparation des phases liquides — solides

La pate malaxée se sera alors pressée ou centrifugée horizontalement afin de separer
les phases solides et liquides. La phase solide contient les restes comme des noyaux ainsi que

la peau et la pulpe des olives dépourvue de son huile. Cette phase solide s'appelle "grignons"
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et constitue I'un des deux principaux sous produits de la fabrication de 1'huile d’olive (Veillet,

2010).
v Séparation des phases liquides -liquides

La phase liquide est un mélange d'eau et d'huile qu’il faut séparer. Cela se fait soit par
simple décantation gravitationnelle, soit par centrifugation. Dans les deux cas la phase
aqueuse appelée "eaux de lavage des huiles" est séparée de I'huile et constitue le second
coproduit de la fabrication de I'huile d'olive (Veillet, 2010).

1.5.2.- Procédés d’extraction d’huile d’olive

Au vu du développement du secteur oleicole, les systemes traditionnels discontinus
(lavage des olives, broyage mécanique, malaxage) sont actuellement remplacés par des
équipements modernes. Ce perfectionnement, moins onéreux, permet d’extraire 1’huile en
continue a travers des phases successives et la séparation par centrifugation de I’huile des

eaux de végétation ( Francesco, 1993).

Trois systémes d’extraction sont a présent utilisés: procédés discontinus ou systémes a
presses et procédés continus ou systéemes a centrifugation . Ce dernier se déroule soit selon un
procédé continu a trois phases ou en un procédé continu a deux phases (procédé écologique)
(Morillo et al., 2009).

1.5.2.1.- Procédés en discontinue ou systeme a presse

Le procédé¢ ancestral d’extraction de | huile d olive se fait par extraction discontinue et
ne sépare que deux phases par pression ou centrifugation. La phase liquide est ensuite filtrée
[séparation de I'huile des eaux de veégeétation (eaux de lavage des huiles)] et permet 1’obtention
de I'huile. Cette méthode entraine la formation d un seul sous-produit, une pate plastique
grignon (pas de formation d'eau de lavage des huiles) mais a un rendement peu élevé. Elle
reste donc une méthode peu appropriée aux régions fortement productrices (Benyahia et
Zein, 2003).
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1.5.2.2.- Procédés en continue ou systeme a centrifugation

Cette conception moderne d’extraction remplace le pressage traditionnel. Elle
utilise des centrifugeuses horizontales appelées «décanteurs », qui permettent 1’amélioration

des rendements et de la productivité des huileries.
On distingue deux systéemes

¢+ Systéme a deux phases ;

%+ Systeme a trois phases ;
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1.5.2.2.1.- Systéme d’extraction par centrifugation 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 de bonne qualité¢ sans production d’effluents d’huileries d’olive 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 d'eau de lavage des
huiles (Roig et al., 2006).

1.5.2.2.2.- Systéme d’extraction par centrifugation a trois phases

L’extraction de I’huile d’olive se fait a travers des phases successives contrairement au
procéde discontinu. Les centrifugeuses horizontales a trois phases ont été les premiéres a étre
développées. La pate, une fois malaxé, modérément fluidifiée avec de 1’eau tiéde, 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 (Roig et al., 2006).

Certaines huileries font appel a un cycle de double pression, aussi appelé "systéeme
super presse”. Le procédé marche sans ajout d'eau. Les margines sont alors constituées
principalement des eaux de végétation, auxquelles s'ajoutent les eaux de lavage. Ce procédé

conduit aux margines les plus concentrées (Veillet, 2010).

1.5.3. Avantages et inconvénients d'extraction traditionnelle et industrielle
1.5.3.1.- Extraction traditionnelle

Avantages

Meilleur rendement d'olive ;
Bonne qualité des grignons d'huile ;

Faible consommation d'eau et d'énergie;

YV V V V

Huile d'olive riche en polyphénols permettant de la conserver convenablement
(Hammadi, 2006).

> L'utilisation des meules tournantes, l'utilisation de cuves de décantation fait appel aux
aspects traditionnels de la fabrication de I'huile d'olive. Ce critére peut constituer un

argument de vente s'il est mis en valeur par le moulinier (Veillet, 2010).
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Inconvénients

» Les operations de broyage et de pressage conduites en pleine air, peuvent entrainer
I'altération des huiles. En effet, I'auto-oxydation de I'huile, déclenchée par la présence
de l'air, provoque la dégradation des acides gras insaturés et par conséquent la
formation des hydro peroxydes qui peuvent se décomposer et donner lieu a des
produits volatils (aldéhydes, cétones, ...) conduisant a un état de rancissement oxydatif
de I'huile;

» Une huile d'olive peut étre déclassee par les propriétés organoleptiques, surtout le
défaut du critére de godt lié au godt "Scourtin” et le godt "eaux de lavage des huiles "
(Hammadi, 2006).

1.5.3.2.- Extraction industrielle
Avantages

» Reéduire les colts de transformation et la durée de stockage des olives, avec comme
conséquence, une production oléicole de moindre acidité (Hammadi ,2006).

» Faible temps de contact entre la pate d'olive et l'air ambiant, ce qui limite les
phénomeénes d'oxydation de la pate et donc de I'huile d'olive;

» En effet, les centrifugeuses horizontales travaillent plus rapidement que la presse,
prennent moins de place et surtout sont beaucoup plus faciles a intégrer dans un
moulin en continu;

» Le temps de séparation des phases, en effet I'huile n'a besoin que de passer quelques
secondes dans la centrifugeuse pour étre séparée des eaux de lavage des huiles
(Veillet, 2010).

Inconvénients

» L'huile extraite se trouve appauvrie en composés aromatiques et en composés
phénoliques avec comme conséquence une résistance plus faible a I'oxydation étant
donné les apports élevés en eau chaude (Hammadi, 2006).

» L'investissement reste plus lourd que celui pour la simple décantation car dans ce cas,
seules des cuves avec une ou deux sorties sont nécessaires (Veillet, 2010).

» Consommation d'eau chaude élevée;

» Perte en huile sur margines non négligeable;

12
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» Importation du matériel et des pieces de recharge;
» Risque d'affectation de la qualité de I'nuile d'olive avec l'eau chaude et perte par

dissolution des vitamines et des éléments Iégers (Nizar, 2000).
1.6.- Les sous produits génerés par I'industrie oléicole

L’industrie oléicole, en plus de la production d’huile d’olive engendre deux types de
sous -produits, 1’un liquide, représenté par des eaux de lavage des huiles ou margines et
I’autre solide représenté par les noyaux d’olives ou grignons. En outre, 1’olivier, a travers la

taille génére des feuilles, des brindilles et du gros bois (Nefzaoui, 1991).

Les olives contiennent environ 20% d’huile, 30% de grignons et 50% d'eau de lavage
des huiles (DiGiovacchino et al., 1989). Ces derniéres résultent de I’eau contenue dans le
fruit (olives) et I’eau de fabrication ajoutée au cours du processus de trituration (Achak et al.,

2009).

400000
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50000 45000
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Figure 06.- Bilan annuel des produits et sous-produits de I’industrie oléicole en Algérie
(Khodja, 2011)

1.6.1.- Grignons

C’est un sous-produit du processus d’extraction de I’huile d’olive, issus de la premicre
pression ou centrifugation (Nefzaoui, 1987). C’est un résidu solide composé des peaux, des
résidus de la pulpe et des fragments des noyaux. Il est composé par une fraction riche en
lignine provenant des fragments de noyaux, et I’autre renfermant principalement des glucides,
comme la cellulose et I’hémicellulose et, dans une moindre mesure, des protéines et de 1’huile

résiduelle qui dépend de la technique d’extraction (Nefzaoui, 1984).
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Figure 07.- Grignon Figure 08.- Extraction du gringnon
(Ghezlaoui, 2011) ( Ghezlaoui, 2011)

Figure09.- Séparation des phases Figure 10.- Sortie des margine
(Ghezlaoui,2011) (Ghezlaoui,2011)

1.6.2.- Eaux de lavage des huiles (margine)
1.6.2.1.- Définition

Les eaux de lavage des huiles appelées aussi margines sont des sous-produits de la
production de I’huile d’olives, se présentent comme un liquide aqueux de couleur brune
rougedtre a noire due de la présence de polyphénols, d’aspect trouble, une odeur spécifique
d’huile d’olive et d’un gout amer; sa couleur et Sa composition organique varie en fonction du
stade de maturation des olives, du processus d'extraction, des conditions climatiques et de la

variété de I'olivier (Aissam, 2003) .
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La margine est composé des eaux de végétation du fruit de 1’olivier, des eaux du
process (lavage et traitement) et une portion de la pulpe et de I’huile résiduelle (Lanciotti et
al., 2005).

h

Figurell.- Bassin de stockage des margines Figurel2.- Bassin de décantation
(Ghezlaoui,2011) (Ghezlaoui, 2011)

1.6.2.2.- Origine

Les eaux de lavage des huiles sont obtenues lors de I’extraction de I’huile d’olive a
partir de I’eau contenue dans le fruit et de I’eau ajoutée au cours du broyage et des étapes de
trituration (Galanakis et al., 2010).

La margine, ’ensemble de déchets liquides, est constitué¢ en fonction du systeme de
séparation utilisé dans I’opération d’extraction, a savoir :

% Eaux de lavage du fruit: La quantité utilisée varie entre 80 et 120 litre par tonne
d’olives et qui dépend du type de produit qui arrive de la compagne. Elles sont constituées de
particules de poussiére ou de terre, ainsi que des petites quantités de matiere grasse issus du
fruit plus ou moins abimés. Ces eaux sont facilement recyclables par simple opération de
décantation ou de filtrage en raison de leur faible contenu organique (centre d’Activités
Régionales pour la Production Propre, CAR/PP, 2000).

+ Eaux de rincage de trémies de stockage,

+ Eaux ajoutées au cours du malaxage,

% Eaux de nettoyage d’huile: Ce sont les eaux issues de derniére centrifugation de
I’huile ou on ajoute de proportions d’eau chaude. Elles représentent I’ensemble des déchets
aqueux contenus dans 1’huile d’extraction et de 1’eau chaude ajoutée. Ce déchet est incorporé
traditionnellement au déchet liquide généré lors de I’extraction dans le premier pressoir ou le

premier décanteur et I’ensemble constituant la margine. Dans les huileries fonctionnant avec

15



Chapitre 1 Industrie oléicole

le systéme continu a deux phases, ces eaux constituent les seuls déchets liquides existants,
étant donné qu’il n’y a pas production de margine au cours de 1’extraction.

X/

s Eaux de végétation de I’olive elle-méme, tel que 40 a 50% d’eau provient du fruit

d’olive (Nefzaoui, 1991).
1.6.2.3.- Composition chimique des eaux de lavage des huiles

Les eaux de lavage des huiles présentent une composition chimique tres complexe et
hétérogene. Elles contiennent une variété de composés organiques et minéraux, de nature et
de concentration trés différentes. Cette variation est due essentiellement aux facteurs suivants
(Aissam H. 2003):

Stade de maturation des olives;

Conditions climatiques;

Variété des oliviers;

Systeme de culture;

Situation géographique;

Temps de stockage des olives avant la trituration;
Techniques et lieu de stockage;

Nature de conservation des olives;

VvV V V V V V VYV V V

Procédé d’extraction d’huile d’olive qui représente 1’élément le plus important .

Tableau 03.- composition chimique général de I'eau de lavage des huiles (Benyahia et
Zein,.2003)

Composant Teneur (%)

Eau 83-88 (%)
Matiere organique 10,5-15 (%)
Matiére minérale 1,5-2 (%)
Matiere azoté total 1,25-2,4 (%)
Matiére grasse 0,03-1 (%)
Polyphénol 1-1,5 (%)
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1.6.2.3.1.- Fraction minérale

Les eaux de lavage des huiles contiennent des quantités significatives de sels minéraux
(Ranalli, 1991) 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%) (Fiestas Ros De Ursinosj Et
Borja R, 1992) et (Tsagariki et al, 2007).

Tableau04.- Composition minérale des eaux de lavage des huiles (Hamdi, 1993)

Elément Concentration (mg.I™)
Orthophosphates (PO43-) 800,6
Chlorures (Cl-) 270,2
Sulfate (SO42-) 16,68
Sodium (Na+) 5370,9
Potassium (K+) 15295,5
Calcium (Ca2+) 1167,6
Magnésium (Mg2+) 410,3
Fer (Fe) 103,4
Aluminium (Al) 8,34
Chrome (Cr-) 0,66
Nickel (N) 3,36
Cobalt (Co) 1,33
Manganese (Mn) 1,66
Cadmium (Cd) 0,83
Oxyde de silicium (Si0O2) 41,7
Zinc (Zn) 10,0

1.6.2.3.2.- Fraction organique
Les eaux de lavage des huiles comportent deux fractions organiques:

» Une fraction insoluble constituée essentiellement de pulpes d’olives qui représente la

matiére en suspension et colloidale.
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» Une fraction soluble dans la phase aqueuse qui contient les sucres, les composés
azotés, les vitamines, les acides organiques, les lipides et les composés phénoliques
(Fki et al., 2005).

1.6.2.4.- Caractéristiques physico-chimiques de I'eaux de lavage des huiles

Ces effluents ont une forte charge saline et sont trés acides, riches en matiéres
organiques et en polyphénols peu biodégradables (Ait Baddi et al., 2003). Ces eaux sont
caractérisées par un pH de 4,5 & 5 et une conductivité de 1’ordre de 10 mS/cm, due surtout aux
ions Potassium, Chlorure, Calcium et Magnésium. La DCO (demande chimique en oxygene)
peut varier de 50a 220 g/l (Anderson et al., 2003).

Elles sont caractérisées par un pH acide variant de 4 a 5, une conductivité élevée, et

approximativement 90 % d’eau (Sifoun ,2008).
1.7.- Impact des eaux de lavage des huiles sur I’environnement et traitement

L’industrie oléicole engendre I’huile d’olive comme produit principal, mais elle
présente I’inconvénient de générer d’importantes quantités de sous-produits. Les grignons ne
posent pas de problémes particuliers pour I’environnement car ils sont réutilisés en agriculture
et en industries, en revanche, les eaux de lavage des huiles sont rejetées directement dans les
égouts (Larid et Elaichi, 2019).

Les critéres de pollution des eaux de lavage des huiles se limitent a trois facteurs

principaux :

« L’acidité,

¢ La conductivité élevée due a I’ajout du sel lors du stockage des olives avant
leur trituration,

%+ La concentration élevée en matiere organique représentée essentiellement par les

composés phénoliques qui sont responsables de la toxicité et de la coloration brune

rougeéatre a noire des eaux de lavage des huiles.
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1.7.1.- Impact des eaux de lavage des huiles sur I’environnement

L’impact des eaux de lavage des huiles sur ’environnement se caractérise par 1’effet

des eaux de lavage des huiles sur les différents compartiments de 1’environnement.
1.7.2.- Pollution du sol

L’épandage directe des eaux de lavage des huiles sur le sol est I’origine de nuisances
diverses, leur pH acide, leur salinité élevée ainsi que leur abondance en composes phénoliques
provoquent la destruction de la microflore du sol et induisent des effets toxiques aux cultures
végétales (Fiestas Ros, 1981). Ceci entraine la stérilisation du sol et le déséquilibre de la

symbiose entre la microflore du sol et les plantes (Morisot, 1986).
1.7.3.- Pollution de I’air

La décharge des eaux de lavage des huiles dans les bassins d’évaporation a ciel ouvert,
sur les terres ou dans les eaux naturelles génére des processus de fermentation et 1’émission de
plusieurs gaz, notamment le méthane, le dioxyde de carbone et le sulfure d’hydrogene

(Niaounakis et Halvadakis, 2006) .Ce qui conduits au dégagement d'odeurs désagréables.
1.7.4.- Pollution des eaux

Les résidus métalliqgues et organiques, la demande biologique et chimique en
oxygene constituent une source de pollution de I’eau qui se transmet vers les eaux
souterraines et superficielles du globe terrestre (Oumaima, 2015). Le rejet de ces effluents
dans les rivieres et les égouts sans aucun traitement préalable pose de sérieux problemes pour
le systéme aquatique. Leur effet nocif dérive en grande partie de leur contenu en composés
phénoliques qui peuvent inhiber la croissance des micro-organismes, spécialement les

bactéries (Capasso et al., 1995) ce qui diminue la décomposition biologique naturelle.
1.8.- Valorisation de I'eau de lavage des huiles

Les eaux de lavage des huiles sont riches en éléments nutritifs minéraux et organiques.
Ce critére a amené les chercheurs a mettre au point de nombreux procédés de leur valorisation
aussi biena 1’échelle de laboratoire qu’a 1’échelle industrielle (Abu Khayer et al., 2013).

Cette valorisation d’une part, a pour objectif d’éliminer les composés phénoliques et d’autre
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part, d’utiliser les margines dans les domaines de la biotechnologie, de la chimie, de

I’agriculture et voire méme du génie civil (De La Casa et al., 2009; El-Abbassi et al., 2017).

L’utilisation des eaux de lavage des huiles comme fertilisant pour les sols et les
cultures est une pratique courante qui permet de résoudre partiellement le probléme de leurs

élimination (Roig et al., 2006).

La valorisation agricole des eaux de lavage des huiles par compostage a pour but
essentiel de fixer les éléments fertilisants sur un substrat carboné au cours d'un processus

aérobie, pour les restituer au sol en fonction des besoins des plantes (Roig et al., 2006 ).

Les eaux de lavage des huiles peuvent servir aussi comme milieu favorable pour la

production d’enzymes par des micro-organismes (Aguilera et al., 2008).

Plusieurs techniques de traitement des eaux de lavage des huiles par voie anaérobie
peuvent étre améliorées pour permettre la valorisation des sous-produits de traitement.
Cependant, I’effet antioxydant des polyphénols reste le facteur limitant pour ces procédés de
valorisation, ce qui nécessite une étape de prétraitement afin d’extraire les composes
phénoliques (Hamdi, 1996; De Marco et al., 2007). Par ces procédes, les eaux de lavage des
huiles peuvent donc étre revalorisées en eau d’irrigation (eau traitée), en bioénergie tels que la
production de biométhane (Blika et al., 2009), de bioéthanol (Sarris et al., 2014), de
biohydrogene (Eroglu et al., 2009), et en alimentation de bétail (Molina Alcaide et
Nefzaoui, 1991).

Certains d’entre eux sont tres récents, il s'agit en particulier de la récupération des
composés aromatiques et phénoliques, et des polysaccharides pour leur utilisation comme
source de fibres alimentaires, ainsi que 1’étude des propriétés biologiques de composés
phénoliques tels que 1’activité antibactérienne (Obied et al., 2007), I’activité anti-oxydante de
I’oleuropéine et I’hydroxytyrosol (Lafka et al., 2011).Les champignons comestibles comme
Pleurotus ostreatus et Lentinula edodes sont capables de se développer en utilisant les

margines comme source de nutriments (Lakhtar et al., 2010).
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11.1.- Activités anti-oxydantes

Le monde des sciences biologique et médicales, est envahi par un nouveau concept,
celui des antioxydants. Le terme « antioxydant » recouvre un ensemble d’activités diverses ou
plusieurs espéces sont habiles a ralentir ou a empécher 1’oxydation des substrats biologiques
(Ames et al., 1993). La plupart des antioxydants sont synthétisé au moyen de processus
physiologiques naturels, tandis que les autres proviennent de I’alimentation, notamment les
composes phénoliques (Marc et al,.2004). Halliwell (1995) a donné une définition large du
terme antioxydant: « toute substance qui, présente a faible quantité comparée a celle du

substrat oxydable, retarde ou prévient d’'une maniere significative I’oxydation de ce substrat.
I1. 2.- Antioxydants
» Antioxydants d’origine naturelle

La vie en aérobiose se traduit au niveau cellulaire par I'existence d'une chaine
respiratoire mitochondriale nécessaire au stockage de I'énergie sous forme d'adénosine
triphosphate (ATP). La chaine respiratoire est une succession de phénoménes
d'oxydoréduction au cours desquels il existe des transferts d'électrons. Ces électrons peuvent
réagir avec une molécule avoisinante pour aboutir a la formation d'un radical libre. Parmi les
antioxydants naturels; les composés phénoliques, et plus particulierement les acides
phénoliques et les flavonoides, suscitent un intérét grandissant. Ce sont des composeés,
naturels, qui permettent de ralentir le phénomene d'oxydation qui favorisent le vieillissement
cellulaire en interrompant le passage du stress oxydatif et interceptant le « message » de

I’apoptose (mort cellulaire programmée) (Macheix et al., 2005), et parmi :

¢ L’acide ascorbique (vitamine C) est une molécule hydrosoluble. Lors de son oxydation
en acide d’hydro ascorbique, elle passe par une forme intermédiaire qui est le radical
ascorbyl capable de capter certaines espéces radicalaires (radicaux OH) (Boutabet,
2007). La vitamine C est abondante dans les agrumes, les fruits rouges, les pommes,
les brocolis (Benbrook, 2005) ;

% Les tocophérols sont des CP de structure apparentée a celle de 1’a-tocophérol, le
contenu est fortement influencé par la variété d’olive, le stade de maturation et le
processus de fabrication des olives de table (Sakouhi et al., 2008). Ces additifs sont
apparentés a la vitamine E et sont contenus dans les lipides végétaux, les amandes, les

graines et les légumes a feuilles vertes (Bossokpi, 2002);
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% Le PB-caroténe qui apparait un piégeur efficace (radicaux hydroxyles et pyroxyles) et
captation de I’oxygéne singulet 102 (Hadi, 2004). Il est présent dans les légumes
verts, la salade, les carottes, I’abricot, le melon et les pinards (Bossokpi, 2002).

» Antioxydants d’origine synthétique

Dans [D’industrie alimentaire, les antioxydants synthétiques, tels que le
butylhydroxyanisole (BHA), butylhydroxytoluéne (BHT), gallate propylée (PG) et le
tétrabutylhydroquinone (TBHQ), sont largement utilisés parce qu’ils sont efficaces et moins
chers que les antioxydants naturels. Cependant, leur sécurité est trés discutée car ils génerent
un besoin de recherche comme matiére de substitution (Lisu et al., 2003). Cependant, il a été

montré que ces antioxydants de synthése pouvaient étre toxiques (Yu et al., 2000).

11.3.- Effets antioxydant des eaux de lavage des huiles

Si les eaux de lavage sont proprement gérées, elles seront moins chéres et une source
pertinente des antioxydants naturels (Niaounakis et Halvadakis, 2006) a cause de leur teneur
élevée en substances phénoliques, les polyphénols sont des composés organiques solubles
dans I’eau et ils sont abondants dans les eaux de lavage (Obied et al, 2007). Plus de quarante
molécules phénoliques ont été identifiées dans les eaux de végétation, avec I’hydroxytyrosol
qui est la principale molécule phénolique vue a sa forte capacité antioxydant (Tsimidou et al.,
1992).

En générale tous les composants phénoliques possédent un effet antioxydant, leur
action est 1’élimination des radicaux libres dans les cellules, ce qui leur permet la protection
contre I’oxydation a cause du stress appliqué sur les biomolécules comme les protéines,
lipides et ’ADN (Boskou, 2006). En plus comme des substances naturelles possédant un
grand potentiel antioxydant, elles présentent un bon prix de commerce, et leur vraie demande
est dans la cosmétique, la pharmacie et I'industrie des aliments. D’autre part, si les
polyphénols sont laissés sans aucun traitement, les eaux de lavage seront graduellement
oxydeés et/ou polymériser rendant les eaux de végétation plus toxiques (Chatzisymeon et al.,
2009b; Celano et al., 2008; Martirani et al., 1996).
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11.4.-Mode d’action des polyphénols ( antioxydant)

Leurs intervention se fait assez souvent a plusieurs niveaux: piégeages de radicaux
libres (Saint-Cricq et al.,1999) chélation de métaux pro-oxydants par les groupements

hydroxyles et par inhibition de certains enzyme ( Pulido et al.,2000) .
% Piégeage des radicaux libres

Les perspectives de recherche sur les polyphénols ce sont associées aux Espeéces
Oxygeénées Reéactive (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 (I’origine de divers cancers) (Ames et
al.,,1993). Les EOR peuvent apparaitre lors du métabolisme oxydatif de I’oxygéne,

I’inflammation et 1’auto-oxydation des lipides (Aurousseau, 2002).
% 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°®) (Pietta,2000). Les polyphénols en chélatant ces ions, forment des
complexes insolubles empéchant, leurs interactions avec les intermédiaires lipidiques (Lee et
Min, 2004).

¢ 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, (Middleton et al., 2000).
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Antioxydants et activités antioxydantes

11.5.-Méthodes d’évaluation de P’activité antioxydante

Les méthodes de I’évaluation du potentiel anti-oxydant sont nombreuses et variées. Le

tableau 05 reprend les méthodes d’estimation de 1’activité antioxydante.

Tableau 05.- Méthodes couramment utilisées pour estimer le pouvoir antioxydant

Méthode

Réaction

Auteurs

Méthode DPPH

Réduction du radical libre stable de 2,2-
diphényl picrylhydrazyl (DPPH.). La lecture
se fait a 517 nm.

Koleva et al ., 2002

Méthode FRAP
(Ferric Reducing
Antioxidant
Power)

Réduction de I’ion ferrique (Fe*+) en ion
ferreux (Fe?+) . évalue le pouvoir réducteur
des composés.

La lecture se fait a 700 nm.

Pulido et al, 2000;
Hinneburg et
al, 2006

Méthode ABTS

Le sel de ABTS (sel d’ammonium de 1’acide
2, 2- azino bis-(3-éthylbenzothiazoline-6-
sulfonique) perd un électron pour former un
radical cation (ABTSe +) de couleur sombre
en solution. En présence de lagent
antioxydant, le radical ainsi formé est réduit
pour donner le cation ABTS+, ce qui
entraine la décoloration de la solution. La
lecture se fait a 734 nm.

Re et al, 1999
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Matériel et Méthodes

|.1.-Principe d’étude

L’étude vise a valoriser un sous-produit d'oléicole « eau de lavage des huiles ». Les
eaux de lavage des huiles sont considérées comme une source tres riche en composees
phénoliques (antioxydants), pour cette raison, les chercheurs ont proposé 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 lI'acide hydroxytyrosol. Ils ont, a cet effet, de trés
larges applications industrielles (pharmaceutique, cosmétique, alimentation, santé, cuisine)
(Knupp et al.,, 1996). Par ce choix, on vise, dune part, a remplacer I'utilisation
d'antioxydants synthétiques par des antioxydants naturel, et d'autres part, a valoriser l'eau

de lavage, souvent rejetées dans la nature.

La valorisation des sous-produits d'oléicoles (eau de lavage des huiles) par les

analyses physico-chimique (bio-activité) qui s’articulent autour des étapes suivants:

v Analyse physique-chimique et biochimique des eaux de lavage des huiles
« margines ». caractériser différents parametres de margine: acidité (pH), la
conductivité matieres en suspension (MES), matiere seche (MS), demande
chimique en oxygene (DCO), demande biochimique en oxygéne (DBO5), azote
totale, les composés phénoliques,

v' Evaluation de l'activité antioxydant des eaux de lavage des huiles par des tests
de : test du piégeage du radical libre DPPH, test du pouvoir réducteur de 1’ion

ferrique (RP), test du piégeage du radical ABTS-+.
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1.2.- Matériel d’étude
1.2.1.-Echantillon

Les eaux de lavage des huiles utilisées sont de la variété chemlal proviennent d’une
unité industrielle moderne de trituration d’olives par centrifugation a trois phases, située dans
la région de ouargla au sud de I’Algérie, pendant la compagne oléicole 2019/2020. Les
échantillons ont été prélevés le mois de Mars 2020 et transportés dans des flacons de 1.5 litres

au laboratoire, puis ont été conservés a 1’abri de la lumiére a 4°C .

1.2.2.- Appareillage

Centrifugeuse pH meétre
DBO-métre Conductimetre
Four DCO Etuve

Appareil a distillation Dessiccateur

YV V. V V V
YV V. V VYV V

Spectrophotométrie Four a moufle

1.3.-Méthode d'étude
1.3.1.- Analyse physico-chimique

L'analyse physico-chimique est basée sur I’étude des parameétres suivants: acidité (pH),
conductivité, matiere seche (MS), matiére minérale (cendre), matieres en suspension (MES),
demande biochimique en oxygene(DBOS5), demande chimigque en oxygéne (DCO), azote

totale, les composés phénoliques. Chaque résultat représente une moyenne de trois essais.
1.3.1.1.-Détermination du pH
Principe

Le pH donne une indication sur l'acidité ou l'alcalinité du milieu, il est déterminé a
partir de la quantite d'ions d'hydrogénes libres (H) contenue dans I'eau de lavage AFNOR
(1983).
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Mode opératoire

Apres étalonnage du pH métre, 1’électrode de mesure est plongée dans un bécher
contenant un volume de 100 ml de I'eau de lavage des huiles bien homogéneisee et le pH
indigué est noté (Rejesek, 2003).

1.3.1.2.-Détermination de la conductivité

Principe

La conductivité est la capacité d’une solution a faire passer le courant électrique. Elle
est exprimée par microsiemens par centimetre (uS/cm) ou en millisiemens par centimeétre
(mS/cm) (Anonyme 6, 2013).

Mode opératoire

Apres étalonnage du conductimetre, la sonde est plongée dans un bécher contenant
100ml de l'eau de lavage des huiles bien homogénéisées. La valeur donnée par le
conductimetre correspond a la conductivité des margines en prenant en considération la

température a laguelle la mesure a été faite, elle est exprimée en mS/cm (Rejesek, 2003).

1.3.1.3.-Détermination de taux d’humidité et la matiere séche(MS)

Principe

Elle est déterminée en calculant la différence entre le poids de 1’échantillon humide et

celui de I’échantillon séché (Tovar et al., 2002).

Mode opératoire

Un échantillon de 100ml a été séché dans 1’étuve a 105 C° pendant 24h (Aissam H.
2003), puis refroidi dans un dessiccateur.

La teneur en eau est exprimée en pourcentage de masse

«L’analyse est effectuée en triple »

27



Matériel et Méthodes

Humidité(%)=(P-Ps)/(P-Po) MS(%)=100- Humidité(%)

» P: poids du creuset + échantillon avant séchage.
» Ps: poids du creuset + échantillon aprés séchage.

» Po: poids du creuset vide.
1.3.1.4.-Détermination de matiere minérale(MM) (les cendres): (AOAC, 1990)
Principe

La matiére organique correspond a la différence entre le poids sec et les cendres

(correspondant a la MM) qui en résultent.
Mode opératoire

100ml de I'eau de lavage des huiles séches ont été incinérées a 550°C jusqu’a une masse

constante dans un four a moufle (AOAC, 1990).

Apres incinération, il y’a obtention des cendres blanches ou grises claires. L’échantillon

est ensuite refroidi dans un dessiccateur et pesé dés qu’il atteint la température du laboratoire.

(%) cendre totale = M cendre x 100/M (prise d’essat)

1.3.1.5.-Teneur en matiere en suspension (MES): (Rodier ,1996)
Principe

Elle est déterminee par filtration sur des filtres de porosité 0,45 um de diamétre, soit

par centrifugation (2800 a 3200 g/15min).
Mode opératoire

Concernant les eaux de lavage des huiles filtrés ; la teneur en matiere en suspension
est déterminée par différence de poids avant et apres la filtration et séchage a I’étuve a

105°C pendant 24h.selon Rodier ,(1996).

28



Matériel et Méthodes

MES=PF-PS/PF

Dont :

» MES: Teneur en matiére en suspension
» PS: Poids de I'eau de lavage des huiles seché

» PF: Poids de I'eau de lavage des huiles filtré
Et concernant les eaux de lavage des huiles centrifugées:

Aprés centrifugation de 100 ml de les eaux de lavage des huiles a une vitesse de 3200
0/15 min, le liquide surnageant est séparé par aspiration a 1’aide d’une pipette en verre sans
perturbation du dépét, puis le culot déposé au fond du tube a centrifuger est transvasé dans
une capsule en porcelaine préalablement séchée et pesée. Le tube a centrifuger est aussi rincé
a I’eau distillée et les eaux de lavage des huiles sont recueillis avec le culot dans la capsule
puis sécher a I’étuve a 105 °C jusqu’a obtention d’une masse constante. Apres refroidissement

au dessiccateur, la capsule est a nouveau pesée.

Les opérations de séchage sont recommencées, refroidissement et pesées jusqu’a

stabilisation entre deux pesées successives (Rodier, 1996).

La teneur en MES est calculée par la formule suivante :

[MES] (g/1) = (M1-MO0)1000/VE

» MO: Masse de la capsule vide (g).
» ML1: Masse de la capsule pleine apres dessiccation a 105 °C (g).

» VE: Volume de I'eau de lavage des huiles (ml).
1.3.1.6.-détermination de La demande biologique en oxygene (DBO)
Principe

La demande biochimique en oxygéne (DBO) est mesurée par la consommation
d'oxygeéne a 20°C a l'obscurité pendant 5 jours d'incubation d'un échantillon préalablement
ensemencé, temps nécessaire a I'oxydation biologique des matiéres organiques carbonées
(Allouchef et al., 1999; Tekfi, 2006; Botta, 2001).
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Mode opératoire

La mesure de la DBOs de notre éechantillons a été faite par une méthode

respirométrique (Rodier et al., 2009) a I’aide d’un DBO-metre.

On préléve un volume de 2,5ml de les eaux de lavage des huiles (filtrée ou
centrifugée), et on dilue 100 fois avec de I'eau distillée. Au début, on corrige le pH de chaque
échantillon dans un intervalle de 6,5 et 7,5 par I'ajout de NaOH. On introduit chaque
échantillon dans une bouteille de DBOs-metre. Apres on régle la charge des bouchons a

250mg d'O2/I correspondante au volume introduit (250ml).

La dépression due a la consommation d'oxygéne et I'adsorption du gaz carbonique par
la potasse est mesurée a l'aide du manomeétre a mercure. Les valeurs de la DBO5 sont

exprimées comme suit :

DBO5(mg d'O2/1)= valeurs lues x facteur dilution

Les résultats sont exprimés en mg d’O2/1.
1.3.1.7.-Détermination de la demande chimique en oxygéne (DCO)
Principe

La DCO est la mesure de la quantité d’oxygeéne nécessaire pour la dégradation
chimique de toute la matiére organique biodégradable ou non contenue dans une eau. Elle est

exprimée en gramme d’oxygene par litre d’échantillon.
Mode opératoire

La détermination de la DCO est effectuée par la méthode de dichromate de potassium
[1]. Le principe de cette méthode est basé sur une oxydation des matieres réductrices par un
exceés de dichromate de potassium en milieu acide (H2SO4), en présence du sulfate d’argent

comme catalyseur, du sulfate de mercure comme complexant des chlorures.

La DCO est évaluée par une prise d’essai de 2 mL de I'eau de lavage des huiles diluées 100

fois qu’on mettra dans un tube DCO contenant les solutions citées auparavant. L’ensemble est
mis dans un four DCO (MERCK TR 320) a 150°C pendant 2 heures. La DCO des eaux de

lavage des huiles est obtenue par spectrophotométrie a une longueur d’onde de 620 nm. La
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courbe d’étalonnage est tracée avec le biphtalate de potassium. La concentration de la

demande chimique en oxygeéne est exprimée en mg/l O,.
1.3.1.8.-Détermination de la matiere azotée totale par Kjeldhal (Boudoukhana,2008)
Principe

L’azote total est dos¢ par la méthode de Kjeldahl. Cette méthode comporte deux

étapes :étape de minéralisation et I'étape de distillation et de neutralisation.
Mode opératoire

% Prendre pm de I’échantillon et l'introduire dans le matras de Kjeldhal.
Minéralisation

% Ajouter 1 g du catalyseur mélange de (CuSOA4Sulfate de Cuivre, + Sulfate de potassium
K2S04, et Sélénium Se), agiter, puis

¢+ Ajouter 10 ml d' Acide Sulfurique H,SO,4 concentré.

% Ajouter 10 mL d’eau oxygénée 30% (H202); utilisé comme anti-moussant.

%+ Ajouter quelques billes de verres (anti-choc).

+ chauffer jusqu'a ébullition, continuer a chauffer jusqu'a I'obtention d'un liquide clair et
limpide.

+¢+ Poursuivre le chauffage encore 20 minutes.
La distillation

» Laisser refroidir, ajouter de I'eau distillée (50ml), transvaser la solution dans une fiole,
ajouter de I'eau distillée.
1. Monter l'appareil a distillation, ajouter a la solution un volume de soude 35%.
2. plonger I'extrémité du tube réfrigérant de I'appareil a distiller dans I'erlenmeyer
contenant une solution d'acide chlorhydrique 0,1M (en exces).
3. Chauffer jusqu'a distillation (30minutes).

Neutralisation

Titre I'exces d'acide chlorhydrique HCI par une solution de soude 0,1M jusqu'au

virage de l'indicateur.
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% d'azote N=1,4*[N' V'(HCI) - NV

» P:poids de la prise d'essali
» N': (normalité de la solution d' HCI)
» V' (volume d'HCI utilise)
» N: (normalité de la soude)
>

V: (volume de la soude)
1.3.2.-Evaluation de I’activité antioxydante

Les antioxydants sont des molécules qui, lorsqu‘elles sont présentes a faible
concentration par rapport au substrat oxydable, retardent ou stoppent le processus
d‘oxydation, et ainsi régulent 1'équilibre redox cellulaire (Aruoma, 1996). Les antioxydants
les plus connus sont le B-carotene (provitamine A), 1’acide ascorbique (vitamine C), le
tocopherol (vitamine E) ainsi que les composés phenoliques. En effet, la plupart des
antioxydants de synthése ou d’origine naturelle possédent des groupes hydroxyphénoliques
dans leurs structures et les propriétés antioxydantes sont attribuées en partie, a la capacité de
ces composes naturels a pieger les radicaux libres tels que les radicaux hydroxyles (OHe) et

superoxydes (O2¢) (Boudet, 2007; Rice-Evans et al., 1997).

La capacité antioxydante des molécules peut étre évaluée soit in vivo ou in vitro, en
utilisant des tests qui miment le phénomene physiologique. Pour évaluer [D’activité
antioxydante in vitro d‘extraits naturels, différentes méthodes ont été développées. Ces
méthodes impliquent le mélange d‘espéces oxydantes, tels que des radicaux libres ou des
complexes métalliques oxydés, avec un échantillon qui contient des antioxydants capable
d‘inhiber la génération de radicaux. Ces antioxydants peuvent agir selon deux mécanismes
majeurs (Prior et Schaich, 2005): soit par transfert d‘atome d‘hydrogéne, soit par transfert
d“¢lectron. Les méthodes basées sur le transfert d‘atome d‘hydrogéne mesurent la capacité
globale d‘un antioxydant a réprimer les radicaux libres par donation d‘un atome d‘hydrogene,
alors que les méthodes basées sur le transfert d‘électron mesurent la capacité d‘un antioxydant
a transférer un ¢lectron qui réduira n‘importe quel composé, incluant les métaux, les
carbonyles et les radicaux. Ainsi, compte tenu des différents facteurs impliqués, tels que les
propriétés physicochimiques des molécules, le type de test employé ou 1‘état d‘oxydation des
substrats, il est recommandé d’utiliser au moins deux tests pour confirmer une activité

antioxydante (Prior et Schaich, 2005; Frankel et Meyer, 2000).
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1.3.2.1.-Test du piégeage du radical libre DPPH
Principe

Le test DPPH (diphenylpicrylhydrazyl) est une méthode largement utilisée dans
I’analyse de l’activité antioxydante. En effet, le DPPH se caractérise par sa capacité a
produire des radicaux libres stables. Cette stabilité est due a la délocalisation des électrons
libres au sein de la molécule. La présence de ces radicaux DPPH donne lieu a une coloration
violette foncée de la solution, qui absorbe aux environs de 517 nm. La réduction des radicaux

DPPH par un agent antioxydant entraine une décoloration de la solution (Molyneux, 2004).

QO OO

|
N+ + A-OH —>p NH + A-O

ON NO;z O3N NO;
Antioxydant
NO» NO;
DPPH DPPH-H
Forme oxydé Forme réduite
(Violet) (Jaune)

Figl3.- Mécanisme réactionnel d’un antioxydant avec le DPPH (Brand- Williams et al.,
1995)

Mode opératoire

L’effet piégeur ou le pouvoir anti-radicalaire des échantillons étudies vis-a-vis du
radical DPPHe est évalué selon la méthode décrite par Brand-Williams et al. (1995). Les
mélanges reactionnels utiliser contenant 100 ul de chaque échantillon avec les concentrations
suivante préparées dans le méthanol (10-100 pg/ml), d'échantillon et 2 ml de solution de
DPPHe. (6x10-5 MDPPH, dissous dans le méthanol, préparée le jour de l'analyse) ont été
incubés 60 min a I'abri de la lumiére. L'absorbance a été mesurée a 515 nm contre un blanc

sans extrait.

L'étude de la variation de I'activité anti-radicalaire en fonction de la concentration des
extraits permet de déterminer la concentration qui correspond a 50 % d'inhibition (IC50), plus

la valeur de IC50 est faible ce qui correspond aussi a une faible absorbance plus I'extrait est
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puissant vis-a-vis des radicaux libre. Les résultats sont exprimés en pourcentage d'inhibition

du radical DPPH donné par la formule suivante:
IC 50 % (DPPH?) = [(AC- AE)/AC] X 100

AVec :

» 1C 50 % (DPPHe¢): pourcentage (%) de I'activité anti-radicalaire ;
» AE: absorbance de I'échantillon ou standard testes ;
> AC: absorbance du control sans extrait.

La concentration d’extrait (EC50) qui est concentration efficace, du produit brut ou de
I’antioxydant standards responsable de 50 % d’inhibition des radicaux DPPHe présents dans
le milieu réactionnel, est déterminée un graphique représentant le pourcentage d’inhibition du
DPPH" en fonction des concentrations des échantillons testés ou des antioxydants standards

utilisés.
1.3.2.2.-Test du pouvoir réducteur de I’ion ferrique (RP)
Principe

Cette méthode est basée sur I'aptitude des extraits a réduire de fer ferrique (Fe) en fer
ferreux (Fe2+) établit par OYAIZU (1988). Le mécanisme est connu comme étant un
indicateur de l'activité donatrice d'électrons, caractéristique de I'action anti-oxydante des
polyphénols.

Mode opératoire

Elle consiste a mélanger 1 ml de chaque solution de PM et d'EPM ou de I’antioxydant
standard (Trolox, acide ascorbique) a différentes concentrations (0 -50 pg /ml) avec 1 ml de
tampon phosphate (0,2 M, pH 6,6) et 1 ml d’une solution de ferricyanure de potassium
[K3Fe(CN)6] a 1 %). Le mélange obtenu est incubé a 50 °C pendant 20 min, puis 1 ml d'acide
trichloroacétique (CCI3COOH) a 10% sont ajoutés pour stopper la réaction. Le mélange est
centrifugé & 2000 g pendant 10 min. A 1 ml du surnageant sont additionnés 1 ml d'eau
distillée et 0,5 ml de chlorure de fer (FeCl3) a 0,1 %. Le milieu reactionnel est incubé a

température ambiante pendant 10 min. L absorbance du mélange réactionnel est lue a 700 nm
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contre un blanc qui contient tous les réactifs sauf le FeClI3.

L'augmentation de I'absorbance dans le milieu réactionnel indique une augmentation
du pouvoir réducteur des extraits testés. L'étude de la variation de I'activité réductrice du fer
en fonction de la concentration des extraits permet de déterminer la concentration qui
correspond a 50 % d'inhibition (IC50), plus la valeur de IC50 est faible, plus I'extrait a un
pouvoir réducteur important; I'IC50 est un indice utilisé pour comparer est exprimer la

puissance des capacités réductrices des substances bioactives.

L'activité de l'extrait est comparée a celle des antioxydants synthétique (acide
ascorbique, et le Trolox). Le pouvoir réducteur du fer des échantillons testés par rapport aux

standards utilisés est calculé selon la formule suivante :

Pouvoir réducteur de fer (%) = [(Ao - A1/A0)] X 100

> Ao: Absorbance de FeClI3.

» Al: Absorbance de FeClI3 en présence de I'extrait ou standard.
1.3.2.3.-Test du piégeage du radical ABTS-+
Principe

Cette méthode est basée sur la capacité des composés a piéger le radical-cationique
ABTS+, (sel d'ammonium de l'acide 2,2’-azinobis(3-éthylbenzothiazothiazoline)-6-
sulfonique), en réagissant avec le persulfate de potassium (K2S208), I'ABTS forme le radical
ABTS-+, de couleur bleue a verte. L'ajout d'un antioxydant provoque la réduction de ce
radical et ainsi la décoloration du mélange réactionnel (figurel4). Selon LIEN et al.,1999 ;La
décoloration du radical, mesurée par spectrophotométrie a 734 nm, le radical cationique
ABTS-+ est formé par arrachement d'un électron (e-) a un atome d'azote de I'ABTS. En
présence d'un antioxydant donneur de H+, I'atome d'azote concerné piege un H+, conduisant a

I'’ABTS+, ce qui entraine la décoloration de la solution.
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Figure 14.- Mécanisme réactionnel d'un antioxydant avec le radical ABTS-+ (DE Oliveira et
al., 2014)

Mode opératoire

Le protocole utilisé est adapté selon la méthode d'’ARNAO et al. (2001). Une solution
mere d'ABTS stable est préparé en mélangeant 7,4 mM d’une solution aqueuse d'ABTS avec
2,6 mM de persulfate de potassium. Le mélange est laissé a l'obscurité et a température
ambiante pendant 12 heures. Pour la réaction une quantité de cette solution 0,9 ml est ensuite
dilué avec I'éthanol (1 ml) afin d'obtenir une absorbance de 0,700 + 0,05 & 734 nm. A 950 pL
de cette solution, 50 pl de chaque solution PM ou d'EPM (20 pg/ml) ou standards (acide
ascorbique et Trolox) a la méme concentration sont ajoutées, aprés 1, 3 et 6 min on note
I'absorbance obtenue & 734 nm, en se reférant & un témoin sans extrait. Les résultats sont

exprimés en pourcentage d'inhibition (PI) du radical ABTSe+ donné par la formule suivante :
PI (ABTS<+) = [(AC-AE)/AC] X 100

Avec :
» PI (ABTSe+): pourcentage (%) d'inhibition (capacité du piégeage du radical)
» AE: absorbance de I'échantillon ou standard testés.

» AC: absorbance du contrble sans extrait.

36



CONCLUSION



Conclusion

Conclusion

Dans le bassin méditerranéen, le secteur de I’huile d’olive représente un secteur
économique important, actuellement la production est en constante croissance et se fait aux
dépends de I’environnement. L’¢tude menée permet de prendre conscience des divers
menaces engendrés par le déversement anarchique des eaux de lavage d’huile d’olive dans la
nature, tel que la dégradation de la qualité des eaux et la destruction de la microflore du sol
causée par la richesse de cet effluent en composés et en matiére organique qui se transforment

en acides organiques dépassant les normes de rejets des eaux usées domestiques ou urbains.

Apreés la lecture des études des travaux antérieures la plus part des analyse physico-chimique

montre que:

Le pH des margines est généralement faible due a la richesse des margines en acides
organiques, la conductivité peut étre forte due a la richesse naturelle des margines en sels
minéraux ou les olives sont conservées au niveau des usines dans le sel commercial ou peut
étre faible a cause leur grand teneur en composés organiques que les sels, la teneur de
matiére seche dépend a des paramétres climatiques et géologiques, a des variations
botaniques, au stade de maturation de 1’olive et au procédé d’extraction d’huile, la teneur des
cendres depend a le degré de maturation et la variété des olives et la méthode d’extraction
de T’huile d’olive. Et aussi la présence de sels minéraux, la teneur des matiéres en
suspension dépend a la dilution des pates d’olive (pulpe+noyau) avec de I’eau chaude, les
teneurs DCO et DBO5 expliqué par la richesse des eaux de lavage en substances

organiques tel que les polyphénols.

L’évaluation du pouvoir réducteur sur le ferrocyanure de potassium ainsi que le
potentiel anti radicalaire par le test au DPPH et le test ABTS+ a montré que les CP issus des
margines brutes étaient doués d’une activité anti-oxydante différente; Cette différence peut
s’expliquer par la différence de la composition phénolique de différente extraits des eaux de
lavage des huiles qui depend des caractéristiques structurelles d'olive et son stade de

maturation .
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Résumé

Les eaux de lavage d’huile d'olive ou les margines « effluents liquides » de 1’industrie huiliére ne
cessent de poser de grands problémes de pollution de I’environnement. Pour résoudre ces problemes de
pollution des études de valorisation de ces eaux de lavage d'huile d'olive ont été réalisées. Les margines sont
une source naturelle riche en substances bioactives entre autre les polyphénols. Ces derniers présentent de
nombreux avantages pour la santé et des effets pharmacologiques intéressants.

La présente étude, dans le but de déterminer les conditions optimales permettant un meilleur
abattement de la pollution, réduite les impacts négatif sur I’environnement par le colmatage des sols, la
pollution des eaux superficielles et souterraines et le dégagement de mauvaises odeurs. Le choix du procédé de
valorisation d' eau de lavage d'huile d'olive s’est porté sur la richesse de la composition biochimiques des
caux de lavages dont on s’intéresse particulierement sur 1’activité anti-oxydante des eaux de lavages et/ou son
extrait polyphénolique des composés bioactifs (antioxidants).

Mots clés : Industrie huiliére, Eaux de lavage d'huile d'olive (margines), valorisation d'eaux de lavage d'huile
d'olive , composés bioactifs (antioxidants).

Abstract

Olive oil washing water or "liquid effluent" vegetable water from the oil industry continues to pose major
environmental pollution problems. In order to resolve these pollution problems, studies have been carried out
to enhance the value of this olive oil washing water. VVegetable waters are a natural source rich in bioactive
substances, among other polyphenols. These have many health benefits and interesting pharmacological
effects.

Our study, with the aim of determining the optimal conditions allowing a better reduction of pollution,
reduced the negative impacts on the environment by the clogging of the grounds, the pollution of surface and
underground water and the release of bad odors. Olive oil washing water valuation process focused on the
richness of the biochemical composition of the washing water, of which we are particularly interested in the
antioxidant activity of the washing water and / or its polyphenolic extract of bioactive compounds
(antioxidants).

Keywords: Oil industry, Olive oil washing water (margine), Olive oil washing water valuation, bioactive
compounds (antioxidants).
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