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Introduction

La culture de I'olivier a une place important dans la production agricole car elle joue
un réle significatif dans le développement économique de beaucoup de pays des régions
méditerranéennes. Elle permettre d’augmenter la valeur des terres agricoles ou le sol est
impropre a d'autres cultures fruitiéres et 1’oléiculture présente une capacité a se développer sous
plusieurs conditions. L’olivier est 1'une des cultures fruitiéres qui peuvent se développer dans
un sol sablonneux en raison de sa capacité a tolérer fortement la sécheresse et les contraintes
du sol. (Acila, 2018).

L’industrie oléicole mondiale se concentre essentiellement dans le bassin
Meéditerranéen ou elle constitue une activité économique d’une grande importance via les deux
filiéres : celle de I’huile d’olive et celle des olives de table. La production d’huile d’olive des
pays du bassin méditerranéen représente 82,98% de la production mondiale. L’Algérie
constitue le 7éme producteur a 1’échelle mondiale avec une production d’environ 2,22% de la
production méditerranéenne. La conséquence de la production importante et croissante d’huile
d’olive est la production de grandes quantités de sous-produits oléicoles appelés eaux de lavage
des huiles et grignons d’olives. Les eaux de lavage des huiles correspondent aux effluents
liquides alors que les grignons correspondent aux sous-produits solides composés de résidus de
pulpe et de fragments de noyaux. Chaque année, I’industrie de I’huile d’olive géneére a I’échelle
mondiale pres de 30 Millions de m3 de margines et 20 millions de tonnes de grignons. L’ Algérie
produit a elle seule une moyenne de 200000 tonnes de margines et 90000 tonnes de grignons

d’olive chaque année. (Nadour, 2015).

Ainsi, comme les autres pays méditerranéens producteurs d’huile d’olive, I’ Algérie
est confrontée a la problématique de 1’élimination des margines et dans une moindre mesure
des grignons. Les eaux de lavage des huiles, comme tous les effluents agricoles liquides sont
trés toxiques et posent de sérieux problémes pour I’environnement a cause de leur forte charge
organique et de leur richesse en composes phénoliques peu biodégradables. Ces margines sont
souvent épandues de maniere incontrblée sur les sols agricoles ou stockées dans des bassins
d’évaporation et déversées dans les égouts d’assainissement et les riviéres. Or ces sous-produits
peuvent contaminer les sols, les nappes phréatiques, les cours d’eau et I’air. Les grignons sont
stockés généralement a c6té des moulins avant d'étre brdlés ce qui pose par conséguent moins
de problémes environnementaux. De ce fait, plusieurs stratégies visent au traitement et la
valorisation des sous-produits oléicoles. Ainsi, plusieurs procédés physicochimiques et

biologiques ont été proposés pour la prise en charge des margines avec comme principal objectif
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la réduction de leur teneur en composés phénoliques et leur valorisation. Le contenu non
négligeable des margines et des grignons d’olive en sucres, minéraux, acides volatils et en
lipides a conduit a leur prise en charge par plusieurs secteurs industriels ainsi qu’a leur
bioconversion. Ces différents traitements des sous-produits oléicoles englobent 1’utilisation en
agriculture comme engrais et compost, I’utilisation pour la production de bioénergies
(biohydrogéne, biométhane et du bioéthanol), la production de molécules d’intérét, 1’utilisation
comme substrats pour la production de mycétes comestibles, de polysaccharides microbiens,
ou encore d’enzymes industrielles. Cependant, ces différentes voies de valorisation souffrent
encore actuellement d’un faible degré de connaissances de ces sous-produits notamment en ce

qui concerne leur composition chimique complexe et leur variabilité. (Nadour, 2015).

Pour cela, les eaux de lavage des huiles feront I’objet de cette étude. Les grignons sont

réutilisés en agriculture et en industries, alors que les margines sont rejetées directement dans
les égouts. Les criteres de la pollution des margines se limitent a trois facteurs principaux :
-L’acidité.
-Une conductivité élevée due a 1’ajout du sel lors du stockage des olives avant leur trituration.
-Une concentration élevée en matiére organique représentée essentiellement par les composés.
Phénoliques qui sont responsables de la toxicité et de la coloration brune-rougeétre a noire des
margines (Halah, 2003).

Les composés phénoliques suscitent un intérét considérable dans le domaine de
I'alimentaire, de la chimie et de la médecine en raison de leur potentiel antioxydant prometteur
(Kalia et al., 2008). Les composés phénoliques ou polyphénols sont largement distribués dans
le régne végétal et sont les métabolites secondaires les plus abondants dans les plantes. Ces
métabolites comprennent de nombreuses classes de composés allant des acides phénoliques
simples aux flavonoides complexes (Nawaz et al., 2006).

La présente étude a pour but de caractériser différents parameétres d’eau de lavage des
huiles (pH, conductivité, acidité, humidité, matiere séche, matiere en suspension, DCO et
DBO). Est de quantifier les composés phénoliques et d’évaluer in vitro quelques activités
biologiques des extraits de polyphénol des margines de la region de OUED-SOUF. Par une

recherche bibliographique qui a révéle le degré de la toxicite d’extrait sur I’humaines.
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Notre recherche est axée vers 1’extraction des polyphénols, dosage de polyphénol
totaux, flavonoides, tanins condensée,
Pour cela, notre travail est subdivisé en 2 parties :
Partie bibliographique : généralité sur I’olivier, différents processus d’extraction, genéralité des
margines et leur composition, I’activite cytotoxique. (Bioactivité).
Partie expérimentale présente le matériel et méthodes utilisées pour effectuer les différents tests.
Des analyses physico-chimiques, extraction des polyphénols, des dosages, Evaluation de
’activite hémolytique par des tests hémolytiques et anti-hémolytiques
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Chapitre | Industrie oléicole

I.1.- Origine et histoire de I’olive

L'olive était I'un des premiers arbres fruitiers cultivés par I'hnomme. Son origine a été
le sujet de plusieurs débats, Son histoire se confond avec celle des civilisations qui ont vu le
jour autour du bassin Méditerranéen (Acila, 2018). Il existait déja sur le pourtour méditerranéen
des la préhistoire et 6000 ans avant J.C, il était signalé en Egypt. Dés 1200 ans avant J.C. Les
grecs, peuple de la mer, ont sillonné la méditerranée et faire connaitre la culture de I’olivier en
Espagne, en Sicile et Afrique du Nord. Les Romains ont permis ensuite une grande extension

des oliveraies et un essor des échanges d’huile d’olive (COI, 2006).

En Algérie, la culture de I'olivier remonte a la plus haute antiquité. En effet, I'huile
d'olive faisait I'objet d'un commerce intense entre Algérie et Rome, durant I'époque romaine et
constituait I'une des bases essentielles des activités économiques des populations rurales (Acila,
2018).

La voie de I’expansion des oliviers au cours du temps ne peut étre déterminée avec
certitude. Cependant, plusieurs hypothéses sont admises mais la plus fréquemment retenue
est celle de De Candolle (1883), qui situe le berceau de I’olivier cultivé sous une forme primaire
en Syrie et en Asie Mineure (Iran), il y a six millénaires. De la, de nombreuses civilisations
méditerranéennes se relayerent a travers 1’histoire pour propager la culture de cet arbre de I’Est

en Ouest, dans tout le Bassin circum —méditerranéen. (Oudina et Baziz, 2017).

AU Vleme, sa culture s’est étendue a tout le Bassin méditerranéen par les grecs d’abord,
puis par les romains qui I’ont utilis¢ comme arme pacifique dans leurs conquétes pour

I’établissement des villes en fixant les habitants des steppes. (Blazquez, 1997).

En Afrique du Nord, la culture de I’olivier existait déja avant I’arrivée des romains,
car les berberes savaient greffer les oléastres (Camps-fabrer, 1974). Cependant, les romains
ont permis I’extension des champs aux régions plus arides, considérées jusqu’alors comme peu
propices a cette culture. C’est le cas de la région de Sufetula, I’actuelle Sbeibla en Tunisie. De
plus, une foule de mosaiques trouvée en Tunisie et en Algérie témoigne de I’importance de

I’olivier dans la civilisation romaine (Camps-fabrer, 1974).

La colonisation frangaise a contribué a I’extension de 1’oléiculture en Afrique du Nord,

telles que I’oliveraie de Sfax en Tunisie, de Sig en Algérie. Et des oliveraies entre Meknes et
Fez, au Maroc (Mendil et Sbari, 2006).
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L’olivier a franchi les frontiéres de la méditerranée pour se répandre sur tous les
continents, excepté, en Antarctiques : on trouve en effet des oliveraies en Afrique du sud, en
chine et au Vietnam, en Océanie méridionale, en Amérique du Nord, en Amérique Centrale et
en Amérique du sud ; et la production mondiale d’huile d’olive nécessite d’augmenter depuis
1900. Cependant I’Italic et I’Espagne sont les deux plus grands producteurs d’huile d’olive au
monde ; derriére eux, on trouve la Gréce, la Turquie, la Tunisie et le Maroc (Oudina et Baziz,
2017).

1.2.- L°olivier

L’olivier cultivé est un arbre a tronc droit souvent fissuré a écorce grise et aux petites
feuilles Opposeées vertes argentées tout le long de I’année et sa forme varient avec les conditions
climatiques, I’exposition, la fertilité du sol et la variété, auquel le climat méditerranéen convient
parfaitement (hiver doux, automne et printemps pluvieux, été chaud, sec et une grande
luminosité). 1l est représenté par deux especes, sous une forme sauvage oléastre (Olea
europaea, variété Sylvestris) et sous une forme cultivée, olivier (Olea europaea, variété Sativa).

L’espéce (Olea europea L) est la seule espece dont les fruits sont comestibles (Iddir, 2020).

Il pousse dans le climat tempéré et il est également réputé pour sa grande rusticité lui
permettant de s’adapter facilement aux sols rocheux, ingrats, caillouteux et arides. Une autre
particularité de I’olivier est le grand développement de son port qui peut atteindre 15 a 20 m de
hauteur avec untronc de 1,5 a 2 m de diamétre. 1l a causé un intérét typique ces dernieres années
non seulement au niveau de la méditerranée, la principale région olé€icole a I’échelle mondiale,
mais aussi au niveau d’autres continents. L’olivier bénéficie d’une longue durée de vie, il peut
méme étre considéré comme immortel car si le tronc disparait, des rejets reconstituent
spontanément 1’arbre. Il se multiple trés facilement par voie végétative ou a partir de boutures
(Lousert et Brousse, 1978 ; Amoretti et Comet, 1985 ; Bruneton, 2009).

|.3.- Origine Botanique de I’espéce Oléa européa
L'olivier appartient a la famille des oléacées. Le genre est appelé "Olea" et comporte

30 especes différentes réparties sur la surface du globe (Khaled, 2013).
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Tableau 01.- La classification botanique de ’olivier selon (Guignard, 2004).

Embranchement : Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe : Dicotylédones
Sous classe : Astéridees
Ordre : Lamiales
Famille : Oléacéaes
Genre : Oléa
Espeéce : Oléa européa
Sous-espece : Olea europaea oleaster L. (oléastre)
Sous-espece : Olea europaea Sativa L. (olivier cultivé)

[ Figure 01.- Olea europaea L. (Acila, 2018). ]

1.4.- Fruit

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) (Bianchi, 2013).

Sa composition physique est :
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=  Un épicarpe 2 a 2.5 % : I’eau de I’olive. Elle est recouverte d’une maticre cireuse,

La cuticule, qui est imperméable a 1’eau.

= Un mésocarpe 71,5 a 80,5% : la pulpe du fruit. Elle est constituée de cellule dans
Lesquelles vont étre stockées 1’huile d’olive.

= Un endocarpe : 17,3 a 23,0% paroi du noyau 2,0 a 5,5% Amandes

Pour les composée chimiques de L’olive ils sont généralement de lipides, glucides, protides,

cendres et eau. (Maymone et al., 1961).

Pédoncule

Epicarpe ___ Tégument
(peau)
Mésocarpe Endosperme
(pulpe) (amidon)
Endocarpe
i du noyau
(paroi du noyau) Eribiyen

Figure 02.- Coupes schématiques d’un fruit d'olive (drupe) (Muzzalupo et Micali,
2015).

+ L’épicarpe : c’est la peau de ’olive qui est trés attaché au mésocarpe (ou pulpe). Elle est
recouverte d’une maticre cireuse ; la cuticule est imperméable a I’eau. A maturité, 1’épicarpe
passe de la couleur vert tendre (olive verte), a la couleur violette ou rouge (olive tournante), et

enfin a la couleur noiratre (olive noire), vers octobre novembre (Lousert et Brousse, 1978).

+ Le mésocarpe : c’est la pulpe du fruit, représentant la partie charnue. Elle est constituée de
cellules dans lesquelles sont stockées les gouttes de graisses qui formeront 1’huile d’olive durant

la lipogenese qui dure de la fin du mois d’aoit jusqu’a la véraison (Lousert et Brousse, 1978).
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L’endocarpe : est constitué par un noyau tres dur (osseux), géneralement fusiforme portant
une série de sillons longitudinaux. La morphologie et la dimension du noyau permet de
caractériser et d’identifier les cultivars d’oliviers L’endocarpe est formé de deux types de
cellules : ’enveloppe qui se sclérifie 1’été a partir de fin juillet et de I’amidon a I’intérieur du
noyau, contenant deux ovaires dont 1I’un est stérile et le second produit un embryon (Barranco
et al., 2000).

1.5.- Huile d’olive

Fait partie de la culture méditerranéenne. Si I'huile est constituée pour L’essentiel
d'acides gras liés au glycérol (> 95 %), c'est-a-dire de triglycérides, elle contient, par ailleurs,
un grand nombre d'autres composants, présents en faibles quantités. Ces composants dits
«mineurs» n'en sont pas moins trés importants : certains ont des effets bénéfiques sur la santé
humaine, d'autres renforcent la stabilité de I'huile, d'autres encore sont responsables de son
parfum délicat et unique. Le principal atout nutritionnel de I’huile d’olive réside cependant dans

sa richesse en composés phénoliques ayant des propriétés antioxydants (Bouhadjra, 2011).

1.6.- Répartition dans le monde

Bien que I’olivier soit présent dans les quatre continents, environ 98% de la production
mondiale de I’huile d’olive provient du Bassin méditerranéen. L’olivier est considéré comme
une espéce caractéristique de la région méditerranéenne. On le rencontre surtout entre le 25¢me
et 45eme degré de latitude, dans I’hémisphere nord aussi bien que sud. Selon le COI (2015a), les
oliviers couvrent plus de 11 millions d’hectares dans 47 pays des cinq continents. Notons que
la surface totale des oliveraies des pays membres du Conseil Oléicole International (COI) est
de 9 954 169 ha de la surface oléicole mondiale tableau 02. (Acila, 2018).
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[ rays producteurs d'clives bio
- pays avec plus de 10 000 ha d'oliverales bio

[ Figure 03.- Pays avec des oliveraies dans le monde bio (COI, 2017). ]

Tableau 02.- Superficie oléicole des pays membres du Conseil Oléicole International (COIl,
2015a)

Pays Superficie (ha)
Espagne 2 584 564
Tunisie 1839 600

Italie 1 350 000

Gréce 1 160 000

Maroc 1 020 000
Turquie 798 493
Portugal 358 513
Algérie 330 000

Iran 136 619
Jordanie 132 582

Argentine 100 000

Liban 53 646

Albanie 47 152
Palestine 33000
Uruguay 10 000
Total (ha) 9954 169
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1.7.- Répartition en Algérie

L’oléiculture a base de I’olivier (Olea europea L.) est une des cultures caractéristiques
du Bassin méditerranéen. En effet, I’olivier occupe a 1’échelle nationale environ 50 % de la
surface arboricole avec plus de 245.500 ha répartis sur tout le territoire national en particulier
au Nord de I’Algérie. L’olivier occupe une place de choix dans le processus de relance
¢conomique de notre pays. L’olivier, de par ses fonctions multiples de lutte contre 1’érosion, de
valorisation des terrains agricoles et de fixation des populations dans les zones de montagne,

constitue une des principales espéeces fruitiéres cultivées en Algérie. (Acila, 2018).

L’oliveraie algérienne se répartit sur trois zones oléicoles importantes :
A) La zone de la région ouest, représentant 31 400 hectares répartis entre Cinque Wilayas :
Tlemcen, Ain Ti mouchent, Mascara, Sidi Belabas et Relizan. Cette zone Représente 16,40 du

verger oléicole national. (Sekour, 2012).

B) La zone de la région centrale du pays, de loin la plus importante, couvre une Superficie de
110200 hectares répartis entre les wilayas d’Ain Defla, Blida, Boumerdés, Tizi Ouzou, Bouira
et Bejaia : cette zone représente 57.5 du verger oléicole national. La région de centre, Kabylie
(Bouira, Bejaia et Tizi-Ouzou) detient a elle seule pres de 44e la superficie oléicole nationale,
il s’agit surtout des vergers extensifs situés sur des sols a Forte déclivité, ce qui constitue une

contrainte a tout recours a I’intensification
C) La zone de la région Est, est représentee par des oliveraies de 49900 hectares, donc 26,1 du

patrimoine national, et répartis entre les wilayas de Jijel-Skikda-Mila et Guelma (Sekour,
2012).

10
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L'oliveraie en 1999

2 CHAEF B 1 BEAAA 91 BLIDA 10
BOURA 13 1 TLEMCEN 15 : TIZ»-OUZOU 18:
L 19 SETIF 21: SKIKDA 22:5.
B. ASBES 24: GUELNA a2 ; AIN DEFLA 2

MOSTAGANEM 29: MASCARA 34: BOR) BOU-ARRERL
35 | BOUMERDES 411 SOUK AHRAS 42 TIPAZA

- Nouvelle aire cléicole

3 : LAGHOUAT 4 : O.E.BOUAGHI
S 1 BATNA 7 1 BISKRA

&1 BECHAR 12 1 TEDESSA

14 : TIARET 171 DIELFA

201 SAMDA 28 MYSIA
32: EL-BAYADM 39 ELOUED
40 | KHENCHELA a5 : NAAMA

[ Figure 04.- Répartition des oliviers en Algérie (www.itafv.dz). ]

1.8.- Classification des variétés d’oliviers
On distingue les différentes variétés d'olives en fonction de la destination finale du

fruit, soit en 3 typologies :

Tableau 03.- Classification des variétés d’oliviers. (Villa, 2003).

o Leur production doit étre constante et garantir une bonne
A)- les olives a huile o . - ]
rentabilité en termes de quantité et de qualite d'huile

) Elles impliquent une certaine grosseur du fruit.
B)- Les olives de table ] o ]
Contenu riche en pulpe et en noyau mais faible en huile.

Présentent des propriétés a cheval entre les deux groupes ;

en fonction du moment de sa récolte et de son adaptation a
C)- Les olives mixtes la zone de culture.

On destine le fruit soit a la table (une fois la taille adéquate

atteinte) soit a I'extraction de I'huile.

1.9.- Principale variétés d’olivier Algérienne

L’oléiculture algérienne est caractérisée par une large gamme de variétés, dans le
Centre et dans I’Est prédominent les variétés : Hamma (pour la confiserie) ; Chemlal ; Azerad;j
; Bouchouk ; Rougette ; Blanquette et Limli (pour I’extraction d’huile). Dans la région

occidentale, les variétés les plus diffusées sont : Sigoise ; Verdial ; Cornicabra et Gor.

11
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Tableau 04.- Principe variété d’olive en Algérie (Larid, 2019).

Variétés Aire de culture Destination Caractéristiques

Sigoise Ouest algérien Table + huile  Trés estimée pour la conservation et
(Oranie, I’huilerie, rendement élevé en huile,
Tlemcen) variété auto fertile.

Chemlal Centre Algérien  Huile Huile Tres appréciée. Résiste en
Kabylie culture  seche. Inconvenients :

autostérile, floraison tardive.

Azeradj Centre Algérien  Table + huile  Trés bon pollinisateur de Chemlal

Bouchouk Centre Algérien  Table + huile Intéressante pour la région de Bougaa

la Fayette

Limli Est Algérien Huile Variété conseillée dans la région de

Jijel a Sidi-Aich

Hamma Est Algérien Table Meilleurs variété de la région

de constantinoise pour la conservation,

Constantine nécessite des irrigations.

Bouricha Est Algérien Huile Cultivée dans les régions a
(Collo-Oued ElI forte pluviométrie
Kebir)

Aberkane Kabylie Table + huile  /

Ferkani Tébessa, Aures  Huile Vigueur moyenne, résistante au froid

et & la secheresse, fruit moyen de

forme allongée

1.10.- Besoins naturels de I’olivier

La culture de I’olivier est associée a la zone du climat méditerranéen. Ce climat se

Caractérise par la douceur de I’hiver et un été chaud pratiquement sans pluie, correspondant a

une saison seche. (Hannachi et al., 2007 ; Ennadjeh, 2012)

1.10.1.- Besoins climatiques
1.10.1.1.- La température

12
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L’olivier est un arbre des pays a climat méditerranéen ou les

températures varient entre 16 et 22°C

_ ——  Favori 1
Lumier —0m— Chaleur

Les fortes _ Supporte tres bien — L’atmosphére

températures séche

Ne craint pas les Craint le froid
insolations

Les températures négatives peuvent étre
dangereuses particulierement si elles se
produisent au moment de la floraison

Bien supporter les températures élevées de 1’été si son alimentation hydrique
est satisfaisante

Figure 05.- Besoin de température de 1’olivier (Hannachi et al., 2007 ; Ennadjeh,
2012)

L’olivier est un arbre thermophile caractéristique des régions chaudes, malgré son
Aptitude a supporter les températures élevées de 1’été (avec alimentation hydrique réguliére et
suffisante), en période de végétation. Les températures optimales du développement de I'arbre
sont comprises dans la fourchette de 12°C & 22°C. A 35 — 38°C.Enfin, les températures élevées
durant la maturation du fruit provoquent une augmentation de I'acide linolénique dans I'huile et
une forte réduction de I'acide oléique (COI, 2007).

1.10.1.2.- Pluviométrie

Les précipitations hivernales permettent au sol d’emmagasiner des réserves en eau.
Les pluies automnales de Septembre — Octobre favorisent le grossissement et la maturation des
fruits (Ennadjeh, 2012).

13
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L’exigence minimale en eau de 1’olivier est de I’ordre de 200 mm par an, cette
Quantité peu €levé montre que ’olivier supporte bien la sécheresse. Il se contente, en effet,

d’une pluviométrie basse, la moins élevée de toutes les espéces fruitieres (Ennadjeh, 2012).

La période de 15 Juillet au 30 Septembre est tres importante pour le développement
Des fruits. Si elle est trop seche, les fruits tombent prématurément et le rendement diminue
considérablement. C’est pourquoi, une irrigation est parfois nécessaire pour éviter cet accident
(Ennadjeh, 2012).

1.10.2.- Besoins édaphiques

L’olivier peut se développer sur une large gamme de sols, ainsi que dans des sols peu
Profonds et de qualité médiocre. Seulement les sols compacts et faiblement drainables
Constituent un facteur limitant pour la culture de I’olivier, a cause de sa sensibilité a Asphyxie.
Les valeurs optimales de pH sont entre 7 et 8, bien que 1’olivier puisse se Développer dans des
sols avec un pH de 5.5 a 8.5 (Ennadjeh, 2012).

1.10.2.1.- Hygrométrie

Les fortes humidités de 1’air (+60 %) peuvent étre néfastes pour la croissance de
I’arbre. Elles favorisent le développement des maladies et des parasites comme elles génent la
pollinisation anemophile ; c’est pour cette raison que cette culture est a éviter dans les zones du
littoral, a proximité immédiate de la mer (au moins 10 km). Par contre, certaines variétes,
comme la Hamra cultivée dans le golfe de Jijel est assez tolérante a I’exces d’humidité, dans la

mesure ou elle n’est pas excessive (+ de 60%) ni constante (Acila, 2018).

1.10.2.2.- Vents

La pollinisation chez ’olivier est essentiellement anémophile. De ce fait, le vent joue
un role primordial dans la production Malgré son importance, 1’olivier craint les vents chauds
qui peuvent causer des brllures sur les arbres et le desséchement des stigmates au moment de

la floraison, ce qui engendrerait la destruction de la récolte (Acila, 2018).
1.10.2.3.- Lumiere

L'olivier étant exigeant en lumiére, I'insolation est a considérer dans le choix de

I'orientation des arbres ; la densité de plantation et les tailles d'éclaircie (Walali et al., 2003).

14
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L’olivier exige une lumiére abondante pour pousser et fructifier normalement, ce qui
explique que seuls les rameaux externes de la frondaison fleurissent et fructifient, 1’olivier
donne de meilleurs rendements. Par ailleurs, les coteaux bien exposés au soleil (versant sud)
présentent un meilleur développement. Par contre, un manque d’éclaircissement et
d’ensoleillement affecte la formation des fruits et augmente la probabilité¢ d’infection des

oliviers par des parasites (Acila, 2018).

1.10.2.4.- Altitude

L’ITAFV (2004), signale que la culture de I'olivier dépend de I'altitude. Les limites a
ne pas dépasser sont de 700 a 800 m pour les versants exposes au nord et de 900 a 1000 m pour
les versants exposés au sud (Courboulex, 2009).

En altitude, parmi les contraintes, sont la neige, par son poids, peut provoquer la
rupture des charpentieres (ITAFV, 2004), et le froid, ou les olives gelées dégradent rapidement
la qualité de I'nuile (Courboulex, 2009).

1.10.2.5.- Sol

L’olivier connu pour sa plasticité, est cultivé dans toutes sortes de types de sol.
Néanmoins, les sols francs, profonds et fertiles constituent donc une base optimale de
développement. Ils devraient avoir des caractéristiques physico-chimiques correspondant a
celles indiquées dans le tableau I1.2. La profondeur du sol nécessaire au développement de

I'olivier doit &tre au minimum 1 a 1.5 m. (Acila, 2018).

1.11.- Etapes de transformation des olives en huile
1.11.1.- la récole des olives

La récolte est une opération importante de la culture de I’olivier et, par conséquent,
elle doit étre contrdlee de prés etant donnée ses répercussions sur le codt de la production, la
qualité du produit obtenu et la qualité de I’huile d’olive. (Chouchane, 2010). Cette derniere est
affectée aussi bien par les modalités de récolte (systéme, durée) que par 1’époque a laquelle
intervient celle-ci. (Ahmidou, 2007).

Plusieurs systémes de récoltes sont décrits :

On trouve la cueillette manuelle qu’est la technique la plus ancienne et la seule
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Utilisée encore en Algérie. Elle est realisee par chute naturelle du fruit (une fois le stade de
maturité est atteint), & la main ou encore avec de simples instruments de gaulage. Il est conseillé
d’utiliser les filets de récolte pour recueillir les fruits car ils amortissent la chute des Fruits et
limitent les dégats dus a la rupture de 1’épicarpe en contact avec le sol et améliore les
rendements de récoltes. (ITAF, 2012). Bien que cette méthode permette d'obtenir un volume
d'huile élevé, la qualité s'en trouve altérée. L'acidité augmente et le profil du goQt et de I'aréme
change (ITAF, 2012).

Une amélioration de la méthode de récolte consiste en l'installation de filets sous les
Arbres, ce qui permet d'éviter le contact direct des olives avec les pathogénes et les résidus
métalliques (fer et cuivre) du sol et réduit considérablement les possibilités de contamination et
d'altération de I'huile, car les teneurs de ces deux éléments dans 1’huile d’olive comestible

doivent étre respectivement inférieures ou égales a 3,0 et 0,1 mg/kg. (ITAF, 2012).

La récolte peut se faire mécaniquement. Cette méthode de récolte utilise des équipements
appropriés, on peut citer les crochets vibrants, les peignes oscillantes et les vibreurs (Ahmidou,
2007).

Ces machines bien que rentables présentent I'inconvénient de laisser 20 a 30% de fruits
sur l'arbre. Les vibreurs, n'étant pas sélectifs, les fruits récoltés présentent des meurtrissures,
sont hétérogenes surtout au point de vue degré de maturité, ce qui ne manque pas d'affecter

négativement la qualité de I'huile qui en est extraite (Ahmidou, 2007 ; Chouchane, 2010).

1.11.2.- Transport des olives

Dans le souci de conserver les caractéristiques de qualité que les olives possédent au
moment de la récolte sur l'arbre, il s'avére nécessaire de les acheminer immédiatement vers les
moulins (Ahmidou, 2007).

Le moyen le plus approprié pour le transport des olives est représenté par les caisses a
claire voie en matiere plastique permettant la circulation de l'air et évitant des réchauffements
préjudiciables causes par l'activité catabolique des fruits. Ces caisses limitent la couche d'olives
et réduisent donc le danger d'écrasement, tout en représentant un moyen idéal pour le stockage
en attendant la mouture. Par contre, le transport des olives dans des sacs en jute est peu

rationnel, car cette modalité provoque inévitablement des lésions aux drupes, surtout si elles
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sont tres mares. Elles sont a l'origine du déclenchement de processus biologiques d'altération
de la qualité de I'huile (Ahmidou, 2007).

[ Figure 06.- transport des olives est représenté par les caisses. (Ahmidou, 2007). ]

1.11.3.- Réception des olives

Les lots d'olives, une fois pesés, sont stockés de maniére individualisée, selon la
Provenance, le degré de maturité et I'état sanitaire des fruits, etc. Le stockage des olives est
effectué dans des caisses de plastiques aérées (Ahmidou, 2007). Les livraisons sont ou

devraient étre appréciées en tenant compte :

A.- du taux des impuretés (brindilles, feuilles, pierres, terre, etc.),
B.- de I'état des olives (état sanitaire, état de maturité et intégrité des olives) et
C.- de la teneur et de la qualité de I'huile (acidité, degré d'oxydation, etc.). Les olives Doivent

étre pesées et traitées individuellement (Ahmidou, 2007)

1.11.4.- Stockage des olives avant transformation

Le caractére saisonnier de la production oléicole, les problémes de transport et les
autres contraintes liées aux structures de la filiere oléicole, ne permettent généralement pas
d'adapter le rythme de réception aux capacités des unités de trituration ; d'ou le nécessaire
recours au stockage. (BENRACHOU, 2013).

Le stockage est donc un mal nécessaire et constitue dans la majorité des cas la

principale cause de la détérioration de la qualité de I'huile extraite, I'allongement de la durée de
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stockage, on assiste a une augmentation de l'acidité, de l'indice du peroxyde et a une
détérioration des propriétés organoleptiques de I'huile. Pour atténuer ces altérations on peut
operer des stockages en silos ventilés ou greniers a olives, en bacs superposés en matiéere
plastique, avec utilisation de fongicides, en saumures, en atmosphére controlée, sous froid.
(BENRACHOU, 2013).

1.11.5.- Transformation

L’acte final de I’oléiculture est 1’extraction de I’huile d’olive. La technologie
D‘extraction a beaucoup évoluée, la matiére premiére en 1I’occurrence 1’olive doit étre Préparée
et conditionnée selon un certain nombre d'étapes mécaniques apparemment simples. De la mise
en ceuvre correcte de ces phases, dépend la qualité finale de I’huile d'olive a condition que la

matiere premiere soit elle aussi de bonne qualité (Ahmidou, 2007).

1.11.5.1.- Processus d’extraction d’huile d’olive

L’extraction d’huile d’olive passe par les étapes suivantes :

1.11.5.1.1.- Effeuillage

Cette opération est nécessaire pour éviter une coloration trop verdatre de I'huile, se
traduisant par un exces d'amertume et par une moindre aptitude a la conservation de I'huile. Le
poids de feuilles a tolérer ne doit pas dépasser 1% du poids du lot d'olives a triturer. L'effeuillage
des olives peut étre effectué manuellement ou a I'aide d'un systéme rectangulaire en fils de fer,
séparés entre eux par environ 1 cm. Cette opération peut étre effectuée par un appareil muni
d'un systeme d'aspiration ou par des machines effeuilleuse-laveuse en méme temps (Chimi et
Ouaouich, 2007).

1.11.5.1.2.- Lavage

Le terme lavage signifie la séparation des impuretés de I'olive par un liquide, qui dilue
et enléve les poussieres, les terres, les pierres et autres matiéres solides et métalliques sans
endommager ce méme fruit. Puis la laveuse continue a circulation forcée d'eau pour bien

effectuer le lavage des olives. (Mordret, 1999).
Cette opération n'est pas seulement indispensable pour les olives ramassee sur le sol,

elle est trés bénéfique aussi pour les olives cueillies, méme si les lots paraissent propres
(Mordret, 1999).
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1.11.5.1.3.- Broyage

Les broyeurs sont constitués essentiellement par un organe métallique de forme
variable, qui tourne & une grande vitesse en écrasant les olives sur une surface métallique fixe,
pourvue d'orifices appropriés et les réduisant en pate finement broyée. Ils peuvent étre : a
marteaux fixes ou mobiles, a cylindres striés, a disques dentés ou a cones. (Chimi et Ouaouich,
2007).

Cette opération permet de détruire, plus ou moins parfaitement, les tissus végétaux et
de libérer la plupart des gouttelettes d'huile des vacuoles contenues dans les cellules. Selon la
norme du Conseil Oléicole International (COIl), la durée de broyage ne doit pas dépasser 20 a
30 minutes. Si le broyage est plus prolongé, les polyphénols inhibiteurs naturels de 1’oxydation,
ainsi que I’huile produite s’oxydent en présence de ’air et cette derniere perd de sa qualité

(Chimi et Ouaouich, 2007).

1.11.5.1.4.- Malaxage
Le malaxage de la pate va faciliter I'union des gouttelettes d'huile en gouttes trés
grosses et également la formation de poches de phase huileuse continue, et la rupture de

I'émulsion huile/eau (Chimi et Ouaouich, 2007).

Les appareils utilisés pour le malaxage sont souvent pourvus d’un double paroi, avec
un dispositif de réchauffage (résistances électriques ou circulation d'eau chaude), permettant
d'amener la pate a une température comprise entre 25 et 30°C. Elle garantit une meilleure
conservation de I'huile, un nombre élevé de polyphénols, de vitamines et de typiques éléments
qui donnent de magnifiques caractéristiques qui facilitent la libération de I'huile. (Chimi et
Ouaouich, 2007).

1.11.5.1.5.- Extraction
1.11.5.1.5.1- Huilerie traditionnelle (Maasra)

La méthode traditionnelle artisanale est la plus ancienne et la plus répandue ; elle
utilise la meule en pierre pour le broyage des olives pendant des heures pour obtenir une pate
homogeéne ; le pressoir manuel pour les moulins les plus anciens ou le pressoir hydraulique. La
décantation et la séparation de I’huile s’effectuent en bassin. Le ramassage de 1’huile s’effectue

apreés filtration manuelle (Camps-Faber, 1953)
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Cette technique n’est plus utilisée depuis des lustres, les presses mécaniques ou
hydrauliques développent des forces de 1’ordre de 400 kilos par centimétre carré qui rendent

superflue toute deuxieme pression (Courboulex, 2009).

Figure 07.- Extraction des huiles dans des moulins traditionnels et séparation par
décantation. (Ahmidou, 2007)

1.11.5.1.5.2.- Huilerie moderne
Les systemes d'extraction de I'huile d'olive sont essentiellement de trois types

By Elévateur

| Centifugation
; l fau ‘
Olives ‘ . q
l ol Olves — l Décanteur 1
ahl_x .
Lavage et netoyage des olives Grignon ‘ dH:Illlvee

humidifié [mpuretés

Figure 08.- Plan standard d'extraction d'huile d'olive d'une huilerie moderne (chaine
continue) (Chimi, 2006)
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e Soit le systéme traditionnel ou de presse, qui consiste a presser la pate a I’aide

De presses hydrauligues. De nos jours, ce systeme est rarement utilisé voire

Abandonné ;

Lavage
-effeuillage

)

Broyage

v

Escourtinage

v

Pressage

Grinons

!

Huile d’olive + eau (Mout)

/

Décantation

—

Huiles Margine

Figure 09.- Etapes d’extraction d’huile d’olive par systéme discontinu par presse

(Medjahdi, 2016).
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Soit le systeme continu a trois phases ou il s’agit de séparer 1’huile de la pate a 1’aide
d’une centrifugeuse horizontale nommée « décanteur » (Figure 6).

Les deux systémes cités ci-dessus générent comme résultat : 1’huile, les margines et les

grignons.
Lavage
-effeuillage
Broyage Eau
v
Malaxage
v
Centrifugation horizontale
Centrifugation verticale
Huile Margine
Figure 10.- Etapes d’extraction d’huile d’olive par systéme discontinu avec
Centrifugation a trois phases (Medjahdi, 2016).
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e Enfin, le systeme le plus récent et le plus souvent utilisé pour la plupart des
Huileries est le continu a deux phases, ou le décanteur sépare I’huile et le mélange de

grignons et des eaux de végétation en une unique pate appelée grignons humides.

Lavage
-effeuillage

v
Broyage

'

Pétrissage

v

Centrifugation horizontale

Huile Grignon

v

A

Rincage de
L’huile

Huile d’olive

Figure 11.- Etapes d’extraction d’huile d’olive par systéme discontinu avec
Centrifugation a deux phases (Medjahdi, 2016).

1.11.6. Stockage et conservation de I’huile vierge au moulin

Le stockage doit avoir lieu dans une zone séparée physiquement de la zone
d’¢élaboration devant réunir un certain nombre de conditions en vue de diminuer au maximum,
voire d’¢liminer, les effets des oscillations de la température ambiante et de la lumiere. Cette

zone doit étre facile a nettoyer. Les cuves ou sera stockée et conservée I’huile préalablement
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classée doivent étre congues avec des matériaux inertes non absorbants, avec un fond conique
ou plan incliné, étre hermétiques et dotés de systemes auxiliaires permettant de remplir et vider
I’huile par la partie inférieure et si possible d’un systéme efficace de nettoyage
intérieur(Ahmidou, 2007).

1.12.- Sous-produits de I’oléiculture

Ces derniéres années, le développement de I’activité agro-industrielle a engendré une
large production de déchets qui sont notamment issus de la transformation des matiéres
premi¢ére de I’agriculture. Comme toutes les industries agro-alimentaires, 1’opération
d’extraction nécessite des grandes quantités d’eau, par conséquent elle engendre des quantités
importantes de déchets solides (grignons d’olive) et liquide (margines) estimés environ 3

millions de m3 /an. (Gueham et Harikeche, 2018).

1.12.1- Grignons ou tourteaux

Les grignons sont les résidus solides issus de la premiere pression ou centrifugation et
sont formés des pulpes et noyaux d’olives. Ce produit peut étre transformé en un produit destiné
a I’alimentation animale ou en huile dite de grignons d’olive apres extraction chimique.

(Mendil, 2009 ; Touati, 2013).

Figure 12.- Photo des grignons rejetés prés de 1’autoroute Est-Ouest d’une
Huilerie a Oued Tlelet (Photo prise en Mars 2009). (Medjahdi, 2016).
(Syphax, 2013). (Medjahdi, 2016).
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Selon le traitement subit, les grignons se divisent en :

Tableau 05.- les types de Grinons (Nefzaoui, 1987).

C’est le résidu de I’extraction de 1’huile de I’olive entiére.
a)- Grignon brut Ses teneurs relativement Elevées en eau et en huile
favorisent son altération rapide lorsqu’il est laissé a l’air

libre

C’est le résidu obtenu apres déshuilage du grignon brut par
b)- Grignon épuisé solvant, I’hexane

Généralement

Il résulte de la séparation partielle des débris de noyau

c)- Grignon | de la pulpe par tamisage ou Ventilation :

partiellement - il est dit "gras" si son huile n’est pas extraite par solvant.

dénoyauté - il est dit "dégraissé ou épuisé" si son huile est extraite par
solvant

1.12.2.- Eaux de lavage des huiles
Les déchets liquides dénommes "les Eaux de lavage des huiles ". Obtenus lors de
I’extraction de 1’huile d’olive, constituent un important facteur de pollution du fait qu’ils

renferment une fraction organique important (Mendil, 2009).

La charge organique est due, principalement, a la présence des macromolécules tel que
les poly saccharoses, les lipides, les protéines et un nombre de molécules aromatiques
monocycliques et polymériques. En plus des tanins, polyalcools, Pectines de I’huile résiduelle
et acides organiques carbohydrates La présence des sels de potassium, magnésium, phosphate,

carbonate, sodium, calcium et le fer, est responsable de la charge minérale. (Mendil, 2009).

Leur acidité moyennement élevée et leur concentration élevée de matiére solide totale.
Elles se présentent comme un liquide résiduel aqueux, de couleur brune rougeétre a noir due de
la présence de polypheénols et est fonction de 1’état de dégradation des composés phénoliques
et des olives dont ils dérivent nauséabonde, d’aspect trouble et une odeur spécifique d’huile

d’olive Son godt est amer (Gueham et Harikeche, 2018).
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Figure 13.- Photo des eaux de lavage des huiles rejetées dans les riviéres par les
huileries implantées dans la vallée de la Soummam —Kabylie- photo de
Décembre 2013

Les olives contiennent environ 20% d’huile, 30% de grignons et 50% d'eau de lavage
(Khodja, 2011).

1.13.- Définition les eaux de lavage des huiles

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
Rougeatre a noire due de la présence de polyphénols, d’aspect trouble, une odeur spécifique

D’huile d’olive et d’un gout amer (Zaghari, 2011).

1.14.- L’origine des eaux de lavage des huiles

L’ensemble de déchets liquides est constitué en fonction du systeme de séparation utilisé
dans I’opération d’extraction, a savoir : (Larid, 2019).
Eaux de lavage du fruit la quantité utilisée varie entre 80 et 120 litre par tonne d’olive 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 matiére grasse (MG) issus du fruit plus
au moins ab. Ces eaux sont facilement recyclables par simple opération de décantation et/ou de
filtrage en raison de leur faible contenu organique (Gueham et Harikeche, 2018)
Eaux de ringage des trémies de stockage.

Eaux de végétation de I’olive elle-méme, tel que, 40 a 50 % d’eau provient du fruit d’olive.
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Eaux ajoutées au cours du malaxage.

Eaux de nettoyage d’huile : ce sont les eaux issues de la derni¢re Centrifugation de 1’huile ou
on ajoute des proportions d’eau chaude. Elles Représentent :

I’ensemble des déchets aqueux contenu dans 1’huile d’extraction

I’eau chaude ajoutée. (Gueham et Harikeche, 2018).

Les eaux de lavage des huiles sont obtenues lors de 1’extraction de 1’huile d’olive a
partir de I’eau contenue dans le fruit, ajoutée au cours du broyage et des étapes de trituration.
La qualité et la quantité des eaux de lavage des huiles dépendent de I’opération d’extraction
d’huile d’olive. Elles sont aussi influencées par la variété d’olives, la saison de récolte, le taux

de maturation des fruits et les conditions climatiques (Larid, 2019).

Elles sont caractérisées par des polyphénols qui rendent cet effluent trés toxique et
difficilement dégradable. C’est pour ¢a que les eaux de lavage des huiles posent de grands

problémes pour leurs éliminations (Zaghari, 2011).

En général, les eaux de lavage des huiles contiennent une variété de composes
organiques et inorganiques de concentration et de nature différente. Plusieurs facteurs peuvent
affecter leur quantité, leur qualité et leur composition chimique pendant I’extraction et/ou aprés
leur rejet dans le milieu récepteur, notamment : la variété d’olive, la maturité des fruits, les
conditions climatiques, la nature du sol, les pratiques agronomiques de culture et de récolte,

I’age des oliviers et les méthodes d’extraction. (Zaghari, 2011).

1.15.- Composition des eaux de lavage des huiles
La composition des eaux de lavage des huiles fluctue selon
La variété de I’olive, leur mode d’extraction.
les éléments minéraux dont les plus abondants sont le potassium, le calcium, le sodium et le
magnésium ainsi qu’en ¢léments organiques de nature et de concentrations différentes
(Medjahdi, 2016)
les composés fondamentaux des eaux de lavage des huiles sont:
- Eau: 82 a2 83%
-Substances organiques 15%
-Substances minérales 1.8% (Boudoukhana, H 2008).
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Tableau 06.- Composition des eaux de lavage des huiles (Medjahdi, 2016)

Les sucres

La pulpe d’olives contient des composés ligno-
celulosique : la cellulose et la pectine qui jouent un réle
important dans la texture des olives.

Avec plusieurs autres sucres sont présents. Leur
concentration varie de 2 a 8 % du poids de la pulpe d’olive

fraiche. Qui indique 1’état de fraicheur des margines.

Les protéines

Ils représentent la fraction azotée avec une teneur variant de

1,2 % a 2,4 % dans les margines.

Les vitamines

Les margines contiennent plusieurs types de vitamines, les
plus abondantes sont celles du groupe D avec une

concentration de 124 mg / Kg de margines.

Les acides

organiques

Les plus fréquents sont les acides glycériques, lactiques et

fumarique. Leur teneur varie entre 0,5 et 1,5%.

L’huile

La concentration d’huile contenue dans les margines varie de
0.03 a 1% et dépend du procédé d’extraction utilisé. L’acide
oléique est I’acide gras le plus abondant avec une valeur de

65% des acides gras totaux de I’huile.

Les sels minéraux

Les margines présentent une forte teneur en sels minéraux
causé essentiellement par les chlorures de sodium, liée
probablement au salage pratiqué pour conserver les olives

jusqu’a leur trituration.

Les phosphates

La teneur en ortho phosphates dépend des conditions

climatiques et de I’utilisation ou non des engrais

Les COMPOsEs

phénoliques

Ils sont caractéristiques des huiles d’olives vierges et leur
conférent des propriétés particuliéres (stabilité oxydative,
saveur...).

Ils sont issus de I’hydrolyse enzymatique des glucides et des
esters de la pulpe d’olive au cours du processus d’extraction.
Les margines comptent des composés phénoliques de

structure variable.
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OH

[ Figure 14.- Structure de noyau phénol (Mulinacci et al., 2001). ]

1.16.- Définition des Polyphenols

Les polyphénols également connus sous le hom de « composes phénoliques » ou
polyhydroxyphénols, sont une classe structurelle de produits chimiques organiques
principalement naturels mais également synthétiques ou semi-synthétiques, caractérisés par la
présence de multiples unités structurales phénoliques. Le nombre et les caractéristiques de ces
structures de phénol sont a la base des propriétés physiques, chimiques et biologiques uniques
(métaboliques, toxiques, thérapeutiques, etc.) de certains membres de la classe. (Hennebelle et
al., 2004)

Les polyphénols sont le plus grand group de composés phytochimique. lls sont
largement répartis dans le régne végétal et participent a leur métabolisme secondaire, avec plus
de 8 000 structures phénoliques actuellement connus, allant de simples molécules telles que des
acides phénoliques a des substances hautement polymérisés comme les tanins. On peut
considérer ces métabolites secondaires comme une catégorie de composant essentiel d’une
maniére indirect a la survie et au bon fonctionnement de la plante. Ces composés phénoliques
sont impliqués dans de nombreux processus physiologiques comme la croissance cellulaire, la

rhizogenese, la germination des grains ou la maturation des fruits

Les polyphénols sont des antioxydants puissant qui complétent et ajoutent aux
fonctions des vitamines I’effet antioxydante ainsi qu’aux enzymes et cela en améliorant la
défense de ceux-ci contre le stress oxydatif cause par I'excés d'especes réactives de I'oxygéne.
(Tsao, 2010).

Ils participent aussi aux réactions de défense face a différents stress biotiques (agents

pathogénes, blessures, symbiose) ou abiotiques (lumiére, rayonnements UV, faible
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température, carences). Ces composes contribuent a la qualité organoleptique des aliments Issus
des végetaux (couleur, astringence, ardbme, amertume) .Les polyphénols sont présents de fagon
ubiquitaire au sein des végétaux : les racines, les tiges, les feuilles et les fleurs. (Middleton, et
al., 2000).

Tableau 07.- les composés phénoliques des eaux de lavage des huiles et leurs activités
biologiques (Mendil et Sebai, 2006)

Composé phénolique Activité biologique

Activité Antioxydant

Activité Cardioprotective
Hydroxytyrosol Activité Antimicrobienne et antivirale

Activité Anti-inflammatoire

Activité Fongicide

Activité Antioxydant

Activité Anti-inflammatoire
Tyrosol o ) )

Activité Cardio-protectrice

Activité Neuroprotectrice

Activité Antioxydant

Activité cardio-protectrice

Activité Neuroprotectrice
Oleuropéine Activité Antiproliférative

Activité Anti-hypertensive

Activité Antimicrobienne et antivirale

Activité Anti-inflammatoire

Activité Antioxydant
. Activité Neuroprotectrice
Oleuropéine aglycone L )
Activité Cytoprotectice

Activité Anti-inflammatoire
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Tableau 08.- Présente un exemple de composition physicochimique Des eaux de lavage des
I’huiles utilisés par (Mekki et al. 2008).

Paramétres PH  Densité Conductivitt  Humidité  DCO Matiere Phénols MM
électrique (%) (g.L-1)  Organiques (g.L-1)
(mS.cm-1) (%)

Margine 50 1,04 10,50 94,00 120,00 92,42 3,07 15,80
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I1.1.- Généralités sur la toxicité

Toute substance biologiquement active est susceptible, a fortes ou a faibles doses et
pour une administration prolongée de produire des effets indésirables, voire nocifs. C'est le cas
particulier des produits végétaux riches en métabolites secondaires. Leurs propriétés principales
sont antifongiques et antimycosiques, anti-inflammatoires. Les composés chimiques peuvent
conférer a la plante des propriétés toxiques a fortes doses par voie générale, il apparait
indispensable de procéder a la détermination de leur pouvoir toxique pour une adaptation
rationnelle de la thérapie traditionnelle surtout pour les modes d'administration et les
précautions a observer en cas de non intégrité au niveau des muqueuses digestives (bouche,
estomac, intestin, etc.). De méme I'évaluation de la toxicité générale aigué de l'extrait est
primordiale pour situer les limites de tolérance de la plante pour toutes les expérimentations
(Ouedraogo et al., 2001).

Une substance toxique est qualifiée comme un composé qui peut nuire a la santé des
organismes vivants, en particulier a celle des étres humains (Glomot., 1986, Reichel et al.,
2004). L’effet d’un toxique dépend toujours de 1’espéce et de la dose, selon leur origine, on
distingue les toxiques synthétiques et les toxiques naturels (toxine) provenant des

microorganismes, des animaux ou des plantes (Reichel et al., 2004).

L’évaluation de la toxicité s’appuie sur des études qualitatives (non mesurables) ou
quantitatives (mesurables). Il existe plusieurs types d’études permettant d’évaluer les effets
d’un toxique :

Les études épidémiologiques, qui comparent plusieurs groupes d’individus,

Les études expérimentales in vivo, qui utilisent des animaux (ex. : lapin, rat et souris) ; Certains
organismes de réglementation préconisent 1’utilisation d’au moins deux especes animales, dont
I’une appartenant aux rongeurs,

Les études expérimentales in vitro, biochimiques ou cellulaires, les études théoriques par

modélisation (exemple : structure-activité) (Lapointe et al., 2004).
Concernant ces différentes méthodes d’évaluation, I’OMS rappelle que les données in

vivo sur les animaux sont plus indicatives de la toxicité et peuvent étre considérées comme des
marqueurs d’innocuité. (MADI, 2018).
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11.2.- Toxicité des eaux de lavage des huiles

Les eaux de lavage des huiles sont dangereuses lorsqu'elles sont appliquées plusieurs
effet biologiques, méme des pollutions de I’aire, sol, I’eau.

Les eaux de lavage des huiles étant des substances trés actives, des composes
organique (polyphénol), elles sont potentiellement toxiques et doivent étre utilisées avec
vigilance, toujours sur la base de connaissances fiables et suffisantes. Les molécules

aromatiques ne présentent pas toutes le méme degré de toxicité.

Tableau 09.- Les acides phénoliques présent dans les margines (Borja et al, 1995).

Acides phénolique

Acide caféique

Acide p-coumarique

Acide protocatéchique

Acide 4-hydroxyphénylacétique
Acide syringique

Acide p-hydroxybenzoiques
Acide vératrique

Acide vanillique

11.3.- Effet biologique des composés phénoliques

Les composés polyphénolique sont d’ailleurs de plus en plus utilisés en thérapeutique
(Crozier et al., 2010). De nombreux travaux suggérent que les polyphénols participent a la
Prévention des maladies cardio-vasculaires, les polyphénols agiraient aussi en inhibant
L’agrégation plaquettaire impliquée dans le phénoméne de thrombose qui peut conduire a
L’occlusion des artéres (Manach et al., 2005).

Les polyphénols sont associés a de nombreux Processus physiologiques dans la qualité
alimentaire, impliqués lorsque la plante est soumise A des blessures mécaniques. La capacité
d’une espece végétale a résister a 1’attaque des Insectes et des microorganismes est souvent
Corrélée avec la teneur en composes phénoliques (Bahorun, 1997). Ces composés montrent
des activités antioxydants (Gomez-Caravaca et al., 2006 ; Xiuzhen et al.,, 2010),

anticarcinogenes, anti-inflammatoires, antiathérogénes, anti thrombotiques analgésiques,
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antibactériennes, antiviraux (Babar Ali et al., 2007), antiallergénes, vasodilatatrices (Falleh et
al., 2008 ; Hodgson et Croft, 2010).

11.4.- Signes biologiques de I’hémolyse

Généralement, I’hémolyse provoque une augmentation du taux d’hémoglobine, du
lactate déshydrogénase (LDH) et une diminution du taux d'haptoglobine et de I'hnémoglobine
glycosylé (Hbc). L'hémoglobine libérée est dégradee en bilirubine, non conjuguée
Représentant 80% de la bilirubine totale, ou bien forme un complexe avec I'haptoglobine. Ce
complexe est éliminé rapidement par le foie, ce qui entraine des niveaux d'haptoglobine faibles
(Marchand et al., 1980).

L'hémolyse est définie par une couleur rose-rouge détectable lorsque les taux
plasmatiques d’hémoglobine dépassent la capacité de liaison a I'naptoglobine (0,3 g / L) et
provoque une augmentation de fer dans les urines (Wiltink et al., 1972).Cette hémolyse est la
cause de pathophysiologies spécifiques telles que les maladies vasculaires aigués et chroniques,
I'inflammation, la thrombose et l'insuffisance rénale. Elle joue un réle important dans la
translocation de I’hémoglobine dans l'espace extravasculaire, les réactions oxydatives et la

libération de I'hémine dans la signalisation moléculaire (Dominik et al., 2013).

11.5.- Hémolyse pathologique

Si la destruction des érythrocytes est un phénoméne normal qui a lieu dans la rate
lorsque les globules rouges sont en fin de vie, I'némolyse anormale du sang peut avoir
différentes causes. Il peut s'agir d'une pathologie qui aboutit a la destruction des globules rouges
dans les vaisseaux sanguins, cas de certaines anémies, des accidents transfusionnels ou du
paludisme. Des parasites sanguins, des infections bactériennes et virales, des agents chimiques,
des plantes toxiques peuvent aussi entrainer une hémolyse. Par définition, 1’hémolyse
pathologique est la destruction précoce et exagéerée des GR circulants sous 1’effet d’un
processus hémolytique qui peut étre intrinséque (Hémolyse corpusculaire) ou extrinséque
(Hémolyse extra-corpusculaire). Ce processus peut étre congénital ou acquis. Elle affecte
toujours un des constituants vitaux du globule rouge : membrane, enzyme, hémoglobine (Hb)

(Beaumont et Hergaux, 2005). Elle peut étre due a deux mécanismes principaux qui sont :

a- Soit une anomalie du globule rouge : hémolyses corpusculaires ou globulaires.
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b- Soit a une agression extrinséque des hématies : hemolyse extra-corpusculaires (Aguilar et
Martinez, 2007).

11.6.- Définition de la DL50

La dose létale 50 (DL50) est la dose Iétale médiane représentant la valeur statistique
de la dose d’une substance chimique qui provoque la mort de 50% des organismes d’une
population donnée dans des conditions expérimentales définies (Laigneau, 2000). C’est étude
qualitative et quantitative des phénomenes toxiques rencontrés aprées administration unique de
la ou des substances actives contenues dans le médicament. Cette étude décrit les symptémes
observés et fournit pour autant que cela soit possible indication de la dose létale 50 (DL50)
(Ruckebusch, 1981). Cette dose sert souvent de point de départ des études de toxicité, car elle

fournit un minimum de connaissances (CSST, 2004).

L’étude sur Des extraits phénoliques vis-a-vis les globules rouges humains de

laboratoire doit porter sur un prélévement sanguine.

Echelle de Hodge et sterner permet ainsi de classer les toxicités en fonction des DL50
orale mesurées chez I’humaines. Certains composes phénoliques des eaux de lavage des huiles
possedent elles peuvent présenter une toxicité a trés forte dose (essentiellement les composes
phénoliques). (CSST, 2004).

11.7.- Globules rouges
11.7.1.- Définition
Les globules rouges (GR), Hématies ou Erythrocytes sont les cellules les plus
abondantes de la circulation sanguine. lls ont pour fonction de transporter I'oxygene (O2) des
poumons vers les tissus, et d'évacuer le dioxyde de carbone (CO2) en sens inverse. (Guilaum,
2007).

Leur production quotidienne est de 200.109-par jour, et leur durée de vie est de 120

jours, au cours desquels ils effectuent un déplacement de pres de 500 km dans la microcirculation.
(Guilaum, 2007).
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Globules rouges Morphologie : petite cellule anucléée

Vue de surface

Microscopie a balayage Vue de coupe

[ Figure 15.- Morphologie de globule rouge (Buffet, 2015). ]

[1.7.2.- Membrane érythrocytaire
La membrane érythrocytaire est constituée d’une double couche lipidique dans

laquelle s’insére nombre important de protéines r++éliées au cytosquelette sous membranaire

Structures antigéniques

Gilycophorine

\ /‘I_,f] x‘ ‘ Protéeine 3
= s
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Protsine 4.1

Ankyrine

Figurel6.- Schéma de La membrane érythrocytaire. (Web

https://www.toutsurlatransfusion.com/immuno-hematologie/globules-

rouges/structure.php,2020)
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11.8.- Hémolyse
11.8.1.- Définition de I’hémolyse

L'hémolyse est un phénomene physiologique irréversible due a une libération des
composants intracellulaires des érythrocytes notamment 1’hémoglobine, suite a une
perturbation de la membrane cellulaire apres une durée de vie de 120 jours qui est un laps de

temps normal (Thomas, 2013).

L'hémolyse est définie par une couleur rose-rouge détectable lorsque les taux
plasmatiques d’hémoglobine dépassent la capacité de liaison a I'naptoglobine (0,3 g / L) et
provoque une augmentation de fer dans les urines, cette hémolyse est la cause de
pathophysiologies spécifiques telles que les maladies vasculaires aigués et chroniques,

I'inflammation, la thrombose et I'insuffisance rénale. (Wiltink et al., 1972).

Elle joue un réle important dans la translocation de 1’hémoglobine dans I'espace
extravasculaire, les réactions oxydatives et la libération de I'némine dans la signalisation

moléculaire (Dominik et al., 2013).

11.9.- Test d’hémolyse ou de stabilité membranaire

Pour effectuer le test d’hémolyse ou de stabilité membranaire, une suspension de globules
rouges est préparée. 10 ml du sang humain sont collectés et centrifugés a 3000 T/mn pendant
10 mn puis lavés trois fois avec un volume égal de solution saline normale. En fin, le volume
de sang est mesuré puis dilué avec une solution saline normale a raison de 10% V/V (Sadique
etal., 1989 ; Saket et al., 2010).

11.10.- Test anti-hémolytique

Le test anti hémolytique est effectué selon les étapes suivantes :
Préparation des Globules rouges

Effet sur I’hémolyse induite par le NaCl

Effet sur I’hémolyse induite par la température

Effet sur I’hémolyse induite par H202 (Sadique et al., 1989 ; Saket et al., 2010).
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I.1.- Principe d’étude

L’¢étude vise a déterminé les paramétres physico-chimiques de sous-produit d'oléicole
« eau de lavage des huiles ». Les eaux de lavage des huiles sont considérées comme une source
tres riche en composées phénoliques, pour le raison (toxicité), evaluer in vitro quelques activités
biologiques des extraits de polyphénol des margines par une recherche bibliographique qui a
révélé le degré de la toxicite d’extrait sur I’humaines, les chercheurs ont proposé de les
extrairais 1l est, a cet effet, de trés larges applications industrielles (pharmaceutique,
cosmétique, alimentation, santé, cuisine). Par ce choix, on vise, d'une part d’expérience réalisé
les analyses physico-chimique et des tests hémolytique, anti hémolytique des sous-produits

d'oléicoles (eau de lavage des huiles) apres une extraction de polyphénol (bio-activite).

Etude physico-chimique de sous-produit d'oléicole (eaux de lavage des huiles) : bio-activité qui

S’articule autour de les étapes suivantes :

Analyse physique-chimique «eaux de lavage des huiles pure »

Caractériser différents parameétres : acidité (pH), Matiére séche (MS), Matiéres minérale
(MM), matieres en suspension (MES), conductivité, Demande biochimigue en oxygene (DBO),
demande chimique en oxygene (DCO).

Extraction des polyphénols «eaux de lavage des huiles filtré et délipidee avec I’acétate
d’éthyle»

Dosage de I’extrait polyphénolique issue de 1’eau de lavage des huiles — Dosage de flavonoides
— Dosage de tanins.

Evaluation de I’activite hémolytique des eaux de lavage des huiles vis-a-vis les globules rouges
humains par des tests :

Test hémolytique, test anti-hémolytique.

1.2.- Matériel d’étude
1.2.1.- Echantillonnage

Les eaux de lavage des huiles utilisées dans notre étude ont été obtenues a partir des
olives de la variété Chemlal, située dans la région El-Oued au sud de I’Algérie, pendant la
compagne oléicole 2020/2021. Pressées dans une huilerie par le processus d’extraction iSSUS
des unités de centrifugation a trois phases ont été preleves le mois de Février 2021.
Notre choix s’est orienté vers d’une unité industrielle moderne. L’échantillon est transporte

dans des flacons de 1.5 litres au laboratoire, puis ont été conservés a I’abri de la lumiere a 4°C.
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1.2.2- Appareillage Annexe (1)

[ Figure 17.- I’arbre de la variété étudie Chemlal (Touami, 2015). ]

1.2.3- Situation géographique de la région d’étude (E1 OUED)

La région d’El-Oued est située au Nord-est du Sahara algérien (Bas-Sahara), aux
Confins septentrionaux du Grand Erg Oriental, entre les paralleles : (33° et 34°) Nord, et (6°et
8°) Est. Se trouve a 70 métre au niveau de la mer, Cette immense étendue sablonneuse se trouve,
d’une part, a mi-chemin entre la mer méditerranée au Nord et la limite méridionale du Grand-
Erg Oriental au Sud, et d’autre part, a égales distances entre le golfe de Gabes a I’Est et 1’ Atlas

Saharien a I’Ouest. La zone est délimitée par :

— Les wilayas de Biskra, Khenchela et Tébessa, au Nord
— La frontiére Algéro-Tunisienne a I’Est

— Les wilayas de Biskra, Djelfa et Ouargla, a I’Ouest

— La wilaya d’Ouargla au Sud. (Boulifa, 2012).
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Figure 18. — Situation géographique de la région du Souf (Google earthe
2014 +D.S.A., 2000 El oued) modifié

1.3.- Méthode d’étude
1.3.1.- Etude physico-chimique des eaux de lavage des huiles

L'analyse physico-chimique est basée sur 1’é¢tude des paramétres suivants : acidité
(pH), Matiere séche (MS), Matieres minérale (MM), matieres en suspension (MES),

conductivité, Demande biochimique en oxygene(DBO), demande chimique en oxygéne (DCO)

1.3.1.1.- Mesure du pH
1.3.1.1.1.- Principe

Le pH donne une indication sur I'acidité ou l'alcalinité du milieu, il est déterminé a
Partir de la quantité d'ions d'hydrogénes libres (H) contenue dans I'eau de lavage (AFNOR
, 1983).
1.3.1.1.2.- Mode opératoire Annexe (2)

1.3.1.2.- Matiére séche (MS) et d’humidité
1.3.1.2.1.- 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).




Matériel et méthodes

1.3.1.2.2.- Mode opératoire Annexe (3)

1.3.1.3.- Matiéres minérale (MM) et organique (MO)
1.3.1.3.1.- Principe

La matiére organique correspond a la différence entre le poids sec et les cendres
(Correspondant a la MM) qui en résultent.

1.3.1.3.2.- Mode opératoire Annexe (4)

1.3.1.4.- Matiére en suspension (MES)
1.3.1.4.1.- Principe
Elle est déterminée par filtration sur des filtres de porosité 0,45 um de diamétre, soit

Par centrifugation (2800 & 3200 g/15min).

1.3.1.4.2.- Mode opératoire Annexe (5)

1.3.1.5.- Détermination de la conductivité
1.3.1.5.1.- Principe

La conductivité est la capacité d’une solution a faire passer le courant électrique. Elle
Est exprimée par micro siemens par centimétre (uS/cm) ou en millisiemens par centimeétre

(ms/cm) (Amiar et Zouaoui, 2016).

1.3.1.5.2.- Mode opératoire Annexe (6)

1.3.1.6.- Détermination de La demande biologique en oxygéne (DBO5)
1.3.1.6.1.- Principe
La demande biochimique en oxygene (DBO) est mesurée par la consommation
D’oxygéene a 20°C a I'obscurité pendant 5 jours d'incubation d'un échantillon préalablement
Ensemencé, temps nécessaire a I'oxydation biologique des matiéres organiques carbonées
(Derouiche et Redjalmelah, 2019).

1.3.1.6.2.- Mode opératoire Annexe (7)

41



Matériel et méthodes

1.3.1.7.- Détermination de la demande chimique en oxygene (DCO)
1.3.1.7.1.- 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. (Derouiche et Redjalmelah, 2019).

1.3.1.7.2.- Mode opératoire Annexe (8)

1.3.2.- Extraction des polyphénols des eaux de lavage des huiles

Parmi les méthodes de quantification des composés phénoliques, nous utilisons dans
notre laboratoire préférentiellement un protocole utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. 1l s'agit
d'une méthode analytique biochimique nécessitant la prise d'échantillons, I'extraction des
composés phénoliques a partir de ces échantillons puis d'une mesure spectrocolorimétrique des
extraits. (Scalbert et al., 1989).

1.3.2.1.- Principe
L’extraction des polyphénols généralement au moyen des solvants appropriés tels que
le méthanol, a partir d’un liquide tel que le plasma, les eaux usées, les margines. C’est dernicres

subissent une délipidation préalable, pour éliminer la totalité des lipides et faciliter 1’extraction.

L’efficacité de I’extraction au solvant et influencée par la nature du solvant, le PH du
milieu d’extraction qui détermine le degré de solubilité des substances solubles, la température
(21°C), le nombre d’extraction et le volume de solvant utilisé ainsi que la taille et la forme des

particules.

Les différents types d’extraction des composé phénoliques a partir des margines et de
I’huile d’olive sont :
Extraction liquide-liquide (LEL) au solvant, généralement 1’acétate d’éthyle.
Extraction phase-solide (SPE) : c’est une technique pour fractionner /purifier ou encore pour
pré-concentrer des composés présents dans des matrices liquides. Se fait généralement par

élution avec un solvant approprié sur cartouche C18, C8.
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Tableau.01.- Produits et matériels de 1’extraction.

Produits : Matériels :

HCL Passoire

Hexane Papier filtre

Acétate D’éthyle Centrifugation
Sulfate de sodium Becher - Balance
Meéthanol flacons - Rota vapeur

1.3.2.2.- Mode opératoire Annexe (9)

200 ml de margines acidifiées avec HCI (4 N) a pH =2

v
Lavage a I’hexane (2 X 300 ml)

Centrifugation (4000 g pendant 15 min)

'

Extraction avec 100 ml d’acétate d’éthyle (v/v) (3 fois)

’

Agiter pendant 3 min

v

Centrifugation (2000 g pendant 10 min)

!

Evaporation sous vide a 40 °C jusqu’a I’obtention d’un résidu sec

Dissoudre le résidu sec dans le méthanol

[ Figure 19.- Etapes d’extraction de polyphénol. (MBOURMAD, 2011). ]

43



Matériel et méthodes

1.3.3.- Dosage des composes phenoliques totaux (TCP)
1.3.3.1.- Principe

Le reactif de Folin-Ciocalteu est un acide de couleur jaune constitué d’un mélange de
deux acides: acide phosphotungstigue (H3PW12040) et acide phosphomolybdique
(H3PM012040). Il est réduit lors de I'oxydation des phénols pour former un complexe bleu
stable d'oxydes de tungstene et de molybdéne. La coloration produite, dont I'absorption
maximum est au voisinage de 760 nm, est proportionnelle a la quantité des composés

pheénoliques présents dans les extraits végetaux. (Mbourmed, 2011).

1.3.3.2.- Mode opératoire Annexe(10)

1.3.4.- Dosage des flavonoides
1.3.4.1.- Principe

Le dosage des flavonoides totaux est basé sur un test colorimétrique utilisant le
trichlorure d’aluminium AICI3 avec lequel ils forment des complexes acides stables soit avec
le carbonyle (C=0) en position C-4, soit avec le groupe hydroxyle en C-3 ou C-5 des flavones
et des flavonols. Par ailleurs, AICI3 peut également former des complexes acides labiles avec
les groupements orthodihydroxyles éventuellement présents sur le noyau A et/ou B des
flavonoides (Chang et al., 2002).

1.3.4.2.- Mode opératoire Annexe (11)

1.3.5.- Dosage de tanins condense

Tanins condenses : Les tanins condensés sont déterminés par la méthode de la vanilline en
milieu acide : Le réactif de vanilline a été préparé en mélangeant a volume égal : HCl a 8 %
(v/v), le méthanol a 37 % (v/v) et 4 % de vanilline dans du méthanol (m/v). Le mélange a été
maintenu a 30 °C avant le dosage. 200 ul de chaque extrait a analyser ont été ajoutés a 1 000
ul de réactif de vanilline ; le mélange a été agité puis incubé a 1’obscurité a 30 °C pendant 20
min. L’absorbance est mesurée a 500 nm par un spectrophotomeétre UV (Perkin Elmer) contre
un blanc constitué d’un mélange de méthanol (37 %) et de HCI (8%) a volume égal.
(MAHMOUDI, 2013).
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1.3.5.1.- Principe
Cette méthode de détermination du taux des proanthocyanidines a été proposée par
(Vermerris & Nicholson, 2008). La quantification des tanins condensés ou les

proanthocyanidines est réalisée par deux méthodes.
1.3.5.2.- Mode opératoire Annexe (12)
1.3.6.- Evaluation de I’activité hémolytique
Cette méthode est basée sur I'aptitude des extraits phénolique des eaux de lavage des
huiles pour des tests hémolyse vis-a-vis les globules rouges humains. A partir d’un prélévement

sanguin.

Réactifs utilisé

NaCl, Kcl, KhoPO4, Na:PO4, EDTA, MgCI2, SDS.

Mode opératoire

1.3.6.1.- Préparation de la suspension érythrocytaire
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Du sang frais est collecté au-dessus du coude d’un volontaire
sain qui n’a pas pris d’anti-inflammatoires dans les 48h qui
précédent le préléevement

¥

Les prélevements sanguins ont été réalises dans des
tubes EDTA.

.

Centrifugé a 4000 tours/ minutes pendant 5min

¥

Apres élimination du surnageant, le culot
est lavé 2 fois avec le tampon NaCl

2

Apres élimination du surnageant, le culot
est lavé 2 fois avec le tampon NaCl

¥

Suspendus a nouveau dans le
tampon phosphate de sodium
salé (PBS) 10 mm, pH 7,4.

[ Figure.20.- Préparation de la suspension érythrocytaire (Govindappa, 2011). ]

1.3.6.2.- Mesure de la fuite de I'hémoglobine
Pour effectuer le test d’hémolyse ou de stabilité membranaire, une suspension de

globules rouges est préparée.

> 10 ml du sang humain sont collectés et centrifugés a 3000 T/mn

> pendant 10 mn puis lavés trois fois avec un volume égal de solution saline normale.

> En fin, le volume de sang est mesuré puis dilué avec une solution saline normale a raison
de 10% V/V (Sadique et al., 1989 ; Saket et al., 2010).

> Le mélange réactionnel est constitu¢ de Iml de I’extrait phénolique d’eau de lavage des

huiles a tester et 1 ml de la suspension des globules rouges & 10%. Pour le contréle, I’échantillon

est remplacé par la solution saline normale.
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> Les tubes du mélange réactionnel sont incubés a 56°C pendant 30 a minutes. A la fin de
I’incubation, les tubes sont refroidis directement sous 1’eau de robinet pour arréter la réaction
puis sont centrifugés a 2500 T/mn pendant 5min.
L’absorbance du surnageant est lue a 540 nm. L’expérience est réalisée trois fois pour
tous les échantillons (Shide et al., 1999 ; Saket et al., 2010 ; Govindappa, 2011).
Le pourcentage d’hémolyse par rapport au contrdle positif (100% d’hémolyse) est

déterminé selon 1’équation suivante :

Densité optique (échantillon) — densité optique

% hémolytique = -----------mm-mmmmeme- mmmmmmmmmeeeoeeeoeeeeoeoo

Densité optique (hémolyse totale) x 100

1.3.6.3.- Evaluation de test anti-hémolytique

Le test anti hémolytique est effectué selon les étapes suivantes :

1.3.6.3.1.- Préparation des Globules rouges

5 ml de sang d'une personne saine sont recueillis dans des tubes (EDTA), puis centrifugés
pendant 5 mn a 1000 T/mn.

Le surnageant est éliminé et le culot est lavé trois fois avec du PBS (0,2 M, pH 7,4) puis remis
en suspension dans une solution saline (4%).

lavage consiste en une série de centrifugation a 1000 T/mn (5mn) et la suspension du culot dans
le PBS. Apreés la derniere centrifugation

0.4 ml du culot est additionné a 9.6 ml de tampon phosphate salin (0,2M a un pH de 7,4) pour

obtenir une solution érythrocytaire d’hématocrite a 4 % (Yang et al., 2005).

1.3.6.3.2.- Effet sur I’hémolyse induite par le NaCl

Un mélange de 1.8 ml de I’extrait phénolique est 200 uL de suspension érythrocytaire
Ajoute 1,8ml de NaCl a différentes concentrations (1,8%, 0,9%, 0,75%, 0,5%) et la préparation
est incubée a la température ambiante pendant 10mn
Aprés centrifugation, I’absorbance du surnageant a été mesurée a 541nm (Lourrrad et al.,
2016).
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1.3.6.3.3.- Effet sur I’hémolyse induite par I’éthanol

200 pL de de suspension érythrocytaire (10%) est traité par 1.8 de 1’extrait.

Le mélange pré-incubé pendant 1mn a température ambiante est additionné de NaCl et
d’¢éthanol a différentes concentrations déja citées dans la partie du témoin positif de I’hémolyse.
Ce protocole opératoire est achevé par une centrifugation et une lecture au spectrophotometre
a 540nm. (Salah, 2018).

1.3.6.3.4.- Effet sur I’hémolyse induite par la température

500 pl de suspension érythrocytaire est traité par 4,5 ml d’extrait.

Le mélange est incubé pendant 1mn en présence de 4,5ml de NaCl a 9% puis incubé pendant
20min a différentes températures (30°C, 50°C, 60°C).

Aprés centrifugation a 3000T/mn pendant 5mn, I’absorbance du surnageant est mesurée a
540nm. (Salah, 2018).

1.3.6.3.5.- Effet sur I’hémolyse induite par H202
Ajouter a 500ul de I’extrait 2ml de suspension érythrocytaire (4%)
Incuber pendant 1mn a température ambiante.
Ajouter 2,5ml de tampon phosphate et 500ul de H202 (10V) (Salah, 2018).
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Conclusion

Les eaux de lavage des huiles présent en grand quantité rejeté poussent des différentes
pollutions d’environnement, a cause de sa richesse en composes phénoliques qui assurent
différent activité biologique.

Ce travail présenté tous les concepts et relation dans I’aspect théorique 1ié a ’eau de
lavage des huiles : ses propriétés physico-chimique, sa teneur en polyphénols et son activité
hémolytique.

L’objectif comme la suite :

Déterminer les caracteéristiques physico-chimiques des eaux de lavage des huiles d’olive.
Caractériser différents parameétres : acidité (pH), Matiére séche (MS), Matieres minérale (MM),
matieres en suspension (MES), conductivité, Demande biochimique en oxygene (DBO),
demande chimique en oxygéne (DCO).

Extraction des polyphénols «eaux de lavage des huiles filtré et délipidee avec I’acétate
d’éthyle»

Dosage de I’extrait polyphénolique issue de I’eau de lavage des huiles — Dosage de flavonoides
— Dosage de tanins.

Evaluation de I’activite hémolytique des eaux de lavage des huiles vis-a-vis les globules rouges
humains par des tests :

Préparation des Globules rouges

Effet sur ’hémolyse induite par le NaCl

Effet sur ’hémolyse induite par la température

Effet sur I’hémolyse induite par H202
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Annexes

I.1- Appareillage Annexe (1)

Appareil a distillation
Centrifugeuse
Conductimetre
Dessiccateur
DBO-métre

Etuve

Four & moufle

Four DCO

pH Métre

Rota vaper

YV V.V V V V V V V V V

Spectrophotométrie

I.2.- Mode opératoire Annexe (2)

+ Apres étalonnage du pH meétre,

*
+

I’¢lectrode de mesure est plongée dans un bécher contenant un volume de 100 ml (Marg)

Bien homogénéisée et le pH indiqué est noté. (Henry, 2003).

1.3.- Mode opératoire Annexe (3)

La matiere seéche est constituée par I’ensemble des substances organiques et

inorganiques, En solution ou en suspension, contenues dans les margines. La MS est déterminée

par la:

+ Pesée d’un échantillon de Margines avant et aprés évaporation a 105°C pendant 24 heures.

+*

Elle est exprimé en g/100 g de Poids frais (Tovar, 2002)

((L’analyse est effectuée en triple))

Humidité (%) = (P-Ps) / (P-Po)

MS (%) = 100 - Humidité (%)

P : poids du creuset + échantillon avant séchage.

Ps : poids du creuset + échantillon apres séchage.

Po : poids du creuset vide.
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I.4.- Mode opératoire Annexe (4)

Les eaux de lavage des huiles séches ont été incinérées a 550°C jusqu’a une masse constante
dans un four & Moufle.

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

Cendres (correspondant a la MM) qui en résultent. (HENRY, 2003).

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

1.5.- Mode opératoire matiére en suspension (MES) Annexe (5)
Concernant les eaux de lavage des huiles filtres ; la teneur en matiére en suspension

Est déterminée par différence de poids avant et apres la filtration et séchage a 1’étuve a

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

MES=PF-PS/PF

MES : Teneur en matiere en suspension
PS : Poids de I'eau de lavage des huiles séché

PF : Poids de I'eau de lavage des huiles filtré

Apres centrifugation de 100 ml des eaux de lavage des huiles a une vitesse de 3200
g/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 sechée et pesée.
Le tube a centrifuger est aussi rincé a I’eau distillée et les eaux de lavage des huiles sont
recueillies avec le culot dans la capsule
Sécher a I’étuve a 105 °C jusqu’a obtention d’une masse constante. Apres refroidissement
Au dessiccateur, la capsule est a nouveau pesee.

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 :



-+ + +
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[MES] (g/1) = (M1-M0)1000/VE

MO : Masse de la capsule vide (g).
M1 : Masse de la capsule pleine aprés dessiccation a 105 °C (g).

VE : Volume de I'eau de lavage des huiles (ml).

1.6.- Mode opératoire Annexe (6)

* Aprés étalonnage du conductimetre, la sonde est plongée dans un bécher contenant
100ml de I'eau de lavage des huiles bien homogénéisées.

+* La valeur donné par le conductimétre correspond a la Conductivité des Margines en
prenant en considération la température a laquelle la mesure a été faite, elle est exprimé en

ms/cm. (Amiar et Zouaoui, 2016).

1.7.- Mode opératoire Annexe (7)
La mesure de la DBO5 de notre échantillon a été faite par une méthode
Respirométrique a I’aide d’un DBO-metre.
On préléve un volume de 2,5ml des eaux de lavage des huiles (filtrée ou centrifugée),
Dilué 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 chagque échantillon dans une bouteille de DBO5-meétre.
Apres on regle la charge des bouchons a 250mg d'O2/l 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.

1.8.- Mode opératoire Annexe (8)
La determination de la DCO est effectuée par la méthode de dichromate de potassium

Le principe de cette méthode est basé sur une oxydation des matiéres réductrices par un
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+ exces 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 courbe d’étalonnage est tracée avec le biphtalate de potassium. La concentration de la

demande chimique en oxygene est exprimée en mg/l O2.(Derouiche et Redjalmelah, 2019).

1.9.- Mode opératoire Annexe (9)
Le traitement et I’extraction liquide liquide des phénols de margine ont été fait selon

la Méthode décrite par de (MARCO et al., 2007).

La margine est délipidee par une extraction totale a I’hexane. Les polyphénols sont
extraits de la margine délipidee par I’acétate d’éthyle (V/V). Le mélange est agité puis décantg,
cette operation est Il s’agit d’une extraction liquide-liquide avec un solvant polaire (acétate
d’¢thyle). (Gharby et al., 2013).

Une étape d’acidification des margines brutes avec de I’HCI (4 N) a pH =2 suivie
d’une étape de délipidation avec un solvant apolaire (hexane) x2(150ml), dont le but
d’éliminer la matiére grasse, avec un centrifugation (4000g pendant 20 min) pour confirmer
I’absence de I’hexane. Continue a I’extraction avec 100 ml d’acétate d’éthyle (v/v), répétée trois
fois dans le but de récupérer le maximum de composés phénoliques. Une séparation en deux
phases permet d’aspirer le surnageant composé d’acétate d’éthyle riche en Poly phénols dans
un flacon contient du sulfate de sodium(Na2Po4) solide, aprées une filtration dans papier filtre.
Agirer pendant 03min. Evaporation sous vide a 40°C jusqu’a 1’obtention d’un résidu sec.

Dessouder le résidu dans le méthanol (figurel9) (MBOURMAD, 2011)

1.10.- Mode opératoire Annexe(10)
Adaptée pour le dosage des composés phénoliques totaux est celle décrite par Kim et
ses collaborateurs (Kim et al., 2003) avec une légere modification.
v Diluer 0.5ml de I’extrait méthanolique dans 20 ml d’eau distillée.
v Introduire 0.3 ml de I’extrait méthanolique dilués, 20ml d’eau distillée et 0.625ml de

réactif Folin—Ciocalteu dans de fioles de 25ml.
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v Aprés 03 min, ajouter 2.5ml de la solution saturée de carbonate de sodium (Na2CO3)
35/

v Agiter le contenu et diluer le volume avec d’eau distillée jusqu’au trait de jauge.

v Préparer un blanc, dans les mémes conditions, en éliminant I’extrait.

v Maintenir les fioles préparées a 1’obscurité pendant 1 heure.

v Lire les densités optiques a 725 nm a 1’aide d’un spectrophotométre UV/visible.

v Trois lecteurs ont été pris pour chaque extrait et 1’analyse répétée 03 fois pour les deux
extraits.

v La gamme étalon a été préparée suivant les mémes étapes citées précédemment dans

mémes conditions et en méme temps que les extraits phénoliques.
v Les résultats sont exprimés en milligramme d’équivalents de I’acide gallique par litre

de margines (mg AC Gal/l). (Mbourmed, 2011).

I.11.- Mode opératoire Annexe (11)
Protocole La méthode décrite par Kim et ses collaborateurs (2003) est adoptée pour
déterminer la teneur en flavonoides dans 1’extrait phénolique
Un volume de 400 pl de chaque extrait convenablement dilué dans le méthanol
ajouté a 120 ul de NaNOz2 a 5%.
Apres 5 minutes, on ajoute 120 uL d’AICI3 a 10%.
Ensuite, apres 6 minutes, on ajoute 800 uL de NaoH (1M). La solution est bien homogénéisée

et I'absorbance a été mesurée immédiatement a 510 nm. (Bouchouka, 2016).

La teneur en flavonoides dans les extraits est calculée a partir de la gamme d’étalonnage établie
avec la catéchine

Courbe d’étalonnage A partir d’une solution mére de la catéchine de 200 mg/1, une série de
solutions filles est ainsi préparée, de concentrations allant de 10 a 120 mg/I. Ensuite, nous avons

suivi le méme protocole entrepris pour doser les échantillons. (Bouchouka, 2016).

1.12.- Mode opératoire Annexe(12)

La méthode est basée sur le mélange butanol/HCI.

* Un volume de 250l de I’extrait a été mélangé avec 2,5 ml d'une solution d’acide de
sulfate ferreux (77mg de sulfate d'ammonium ferrique : Fe2(S04)3 dissous dans 500 ml de (3:2
n-butanol : HCI).
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* Aprés incubation a 95°C pendant 50 minutes, I'absorbance a été mesurée a 550nm.

+* La teneur en Proanthocyanidine a été calculée selon la formule suivante :

_ A550nm x DF x MW
B (ex D

DF : est le facteur de dilution
MW : la masse moléculaire de la cyanuration (287g/mol)
¢ : le coefficient d'extinction moléculaire (34700 I/mol/cm).

Les proanthocyanidines ont été exprimées en mg de cyanidine équivalent / g d’extrait.

premiére méthode est celle décrite par (Sun et al., 1998)

utilisant la vanilline-HCI. A 0,2 ml de I’extrait, 1 ml de la solution fraichement préparée de la
vanilline 1% (p/v) en acide acétique glacial et HCI (98:2, v/v) est ajoute.

Apres incubation a 30°C pendant 20 min, I’absorbance est mesurée a 510 nm par un
spectrophotometre UV-Visible.

L’étalonnage est réalis¢ avec de la catéchine (de 0 a 1 mg/ml) et le taux des tanins condensés

est calculé en mg équivalent de catéchine EC/g de poids sec de matériel végetal.

Deuxiéme méthode est effectuée selon la procédure décrite par (Buci¢-Koji¢ et al.,
(2009) ; Skerget et al., (2005) et Avallone et al., 1997).

Un volume de 2 ml d’extrait est mélangé avec 20 ml de la solution de sulfate ferrique (77
mg FeSO4. 7H20 dans 500 ml d’HCl/n-butanol: 2/3).

Le mélange est incubé a 95 °C pendant 15 min.

Apres incubation, le mélange est refroidi et I’absorbance est mesurée a 540 nm par un
spectrophotometre UV-Visible.

La gamme d’étalonnage est préparée avec de la cyanidine (0 a 0,5 mg/ml) et les résultats sont

exprimés en mg équivalent de cyanidine/g de poids sec de matériel végétal.



Résumé

Les eaux de lavage d’huile d'olive « effluents liquides » résulter de ’industrie huiliére, ce sont des
polluants avoir des impacts sur I’environnement mais considéré comme des sources naturelle de
substance bioactif car il riche en majorité des compose phénolique qu’ils assurent des différentes activités
biologique.

La présente d’étude centré autour les caractéristique physico-chimique des margines nous travaillons sur
la richesse de la composition biochimiques (polyphénols, flavonoides, tanins condense) s’intéresse
particuliérement sur 1’activité hémolytique des eaux de lavages et/ou son extrait polyphénolique des
composeés bioactifs.

Mots clés : eau de lavage des huiles, effluents liquides, caractéristique physico-chimique composés

phenoligues, activité hémolytique.

Abstract

The olive oil washing waters "liquid effluents™ result from the oil industry, they are pollutants having
impacts on the environment but considered as natural sources of bioactive substance because it is rich in

the majority of phenolic compounds that 'they provide different biological activities.

The present study centered around the physico-chemical characteristics of vegetable waters, we are
working on the richness of the biochemical composition (polyphenols, flavonoids, condensed tannins) is
particularly interested in the hemolytic activity of washing waters and / or its polyphenolic extract.

Bioactive compounds.

Key words: oil washing water, liquid effluents, physico-chemical characteristics of phenolic compounds,
hemolytic activity.
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