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Résumé

L’industrie oléicole génére deux résidus, margines et grignons. La production mondiale de grignons est estimée a 2,9
millions de tonnes, en Algérie, elle est de 156.10* quintaux /an [1]. Ce qui conduit a des pollutions nocives pour la santé
humaine et I’environnement d’ou I’importance de valoriser ce sous produit doté de composés intéressants. Dans ce
contexte, les composés phénoliques totaux (CPT) sont extraits de deux types de grignons, ceux issus de 1’huilerie
traditionnelle (HTr) et ceux issus de I’huilerie moderne (HM), en utilisant comme solvant d’extraction 1’acétate d’éthyle.
L’oleuropéine (OL) et I’hydroxytyrosol (HT) sont séparés des CPT et purifiés par chromatographie sur couche mince
(CCM). Les valeurs en CPT obtenus sont significativement différentes entre les deux grignons soit 9,42 mg/kg pour ’'HM
et 7,64 mg/kg pour ’'HTr. Les teneurs en OL sont respectivement de 11,88 pg/kg dans les grignons de I’HM contre 0,21
pg/kg dans les grignons de I’HTr et celles de I'HT sont respectivement de 26,56 pg/kg et 3,38 pg/kg. Ces résultats
montrent que le systéme d’extraction de 1’huile influence la concentration en CP présents dans le grignon d’olive.

Mots clés : Grignons d’olives ; composés phénoliques ; oleuropéine ; hydroxytyrosol ; huilerie moderne ;
Huilerie traditionnelle.

Abstract

The olive industry generates two residues, vegetable water and pomace. World production of pomace is estimated at 2.9
million tonnes, in Algeria, it is 156.10* quintals / year [1]. This leads to harmful pollutants to human health and the
environment, hence the importance of valuing this sub product with interesting compounds. In this context, total phenolics
(CPT) are extracted from both types of residue, those from conventional oil manufacture (HTr) and those derived from
modern oil mill (HM), using as the extracting solvent the ethyl acetate. Oleuropein (OL) and hydroxytyrosol (HT) are
separated from the CPT and purified by thin layer chromatography (TLC). The CPT values obtained are significantly
different between the two pomace: 9.42 mg / kg for HM and 7.64 mg / kg for HTr. OL contents are 11.88 pg / kg in the
pomace of HM against 0.21pug / kg in the pomace of HTr and those of HT are respectively 26.56ug / kg and 3.38 pg / kg.
These results show that the oil extraction system influences the concentration of CP present in the olive pomace.

Keywords: Oil-cake; phenolic compounds; oleuropein; hydroxytyrosol; modern oil mill; Traditional oil mill.
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Tous les végétaux contiennent des composés
phénoliques (CP) mais, comme c’est le cas pour la
plupart des métabolites secondaires, leur répartition
qualitative et quantitative différe selon les espéces, les
organes, les tissus et les stades physiologiques. Ils se
présentent sous différentes structures chimiques et sont un
bon témoin de ’extraordinaire capacité de biosynthése des
plantes qui permet a I’étre humain d’en faire usage dans des
domaines aussi variés que [’agroalimentaire et la
pharmacologie [2].

De plus en plus, les polyphénols captent I’intérét des
chercheurs au vu de leurs bénéfices santé. Leurs propriétés
reposent sur leur activité anti-oxydante d’ou découle divers
effets biologiques : activité anti-microbienne, anti-virale,
anti-fongique... [3].

Les CP sont par excellence des inhibiteurs de
I’oxydation par piégeage des radicaux libres, ils s’illustrent
par leur action protectrice vis-a-vis des érythrocytes
sanguins, démontrés au niveau du laboratoire due a leur
activité anti-oxydante [4].

IIs ont prouvé leur efficacité dans les huiles de friture
contre I’oxydation thermique identifiés comme des
antioxydants  naturels pouvant étre  utilisés en
agroalimentaire [5, 6].

L’OL, un des composés les plus abondants parmi les CP
[7] s’est avéré un antioxydant efficace doté de propriétés,
hypoglycémique [8], anti-inflammatoire, anticancereuse,
anti-virale (virus de I’immunodéficience humaine),
prévient la maladie d’Alzheimer [9] et est impliqué dans la
protection de 1’organisme contre certains agents pathogénes
responsables de maladies intestinales ou du systéme
respiratoire [10]. Par ses activités antimicrobienne et
antifongique, il empéche la croissance d’une gamme de
microorganismes [11, 12].

L’HT est un CP simple qui dérive directement de
I’hydrolyse de 1’oleuropéine. Il a montré divers effets
bénéfiques pour la santé humaine dans la prévention de
nombreuses maladies. Il protége les pigments maculaires
des agressions de ’acroléine de la fumée de cigarette chez
les fumeurs [13]. Il exerce aussi des activités
antithrombotique telles que I’inhibition de I’oxydation des
LDL [14] et l’activation des cellules endothéliales [15].
Comme il peut présenter une activité anti-microbienne qui
inhibe le développement des bactéries lactiques [16].
L’¢étude de I’auto-oxydation des huiles montre que I’HT est
le composé le plus actif : le peroxyde d’hydrogene est
compleétement inhibé par I’ajout d’HT [17].

Ce travail consiste en 1’extraction des CPT a partir du
grignon d’olive issu d’une huilerie traditionnelle et d’une
huilerie moderne dans la région de Kabylie. De mettre au
point une méthode de purification de I’OL et HT a partir de
ces CPT extraits.
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MATERIEL ET METHODES
Matiére premiére

Des grignons obtenus a partir des olives provenant de
deux huileries situées a Tizi-Ouzou (région de Kabylie) en
Algérie, cueillis en janvier 2012 ont été utilisés. Ces
grignons proviennent de deux huileries, 1’une traditionnelle
utilisant le systéme a trois phases (HTr) et 1‘autre moderne
utilisant le systéme a deux phases (HM). Dans le premier
cas l’extraction ce fait par pression sur des scourtins
empilés sur le plateau d’une presse ou super presse
hydraulique. Sous 1’action de la pression, la pate d’olive
dégage un mout huileux, ce dernier ce sépare de la phase
solide par suite de I’action de drainage exercée par les
scourtins, 1’huile qui sort des presses peut étre séparée des
margines par décantation naturelle ou par centrifugation.

Dans le deuxiéme cas, I’extraction ce fait par
centrifugation. C’est une technique qui repose sur la
différence entre les poids spécifiques de 1’huile, de 1’eau et
du grignon.

Les grignons sont dénommés selon leur provenance
traditionnelle ou moderne.

Les grignons sont tout d’abord séchés a 1’air libre,
broyés puis répartis en fractions de 50g dans des sacs en
plastiques. Ces sacs sont congelés a -4°C jusqu’a leur
utilisation.

Prétraitement des échantillons

Les échantillons de grignons d’olives utilisés ont subit
les opérations de séchage et de broyage.

Le séchage consiste a éliminer la teneur en humidité
dans les grignons a fin d’avoir un meilleur transfert de
matiére lors du processus d’extraction et éviter le
développement des moisissures [18]. 1l est effectué par
étalement de la mati¢re premiére a 1’air libre en une couche
mince de 1 a2 cm.

Les échanges de matiére sont d’autant plus conséquents
que la surface de contact entre le grignon et le solvant est
élevé [18] d’ou la nécessité de recourir au broyage. Un
premier broyage est effectu¢ a 1’aide d’un broyeur
industriel, puis un deuxiéme juste avant I’extraction a 1’aide
d’un broyeur ménager pour diminuer davantage la taille des
particules de grignon jusqu’a un diameétre de 0,8 mm.

Détermination du taux d’humidité relative (Hr%)

Avant séchage des grignons, I’humidité est déterminée
en séchant 10g d’échantillon a 1’étuve, a 100°C pendant
24h jusqu'a ce que le poids devient constant. L’essai a été
répété trois fois pour chaque type d’échantillon et
I’humidité est donnée par la formule suivante :
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M1 — M2

Hr(%) = M1

Ou:

M1 (g) représente la masse en grammes de la prise d’essai
avant séchage.

M2 (g) représente la masse en grammes de la prise d’essai
apres séchage.
Extraction des des
grignons d’olives

composés phénoliques

L’extraction des composés phénoliques est réalisée
selon la méthode de De Marco [19] modifiée pour les
grignons d’olive comme suit : en vu d’éliminer les lipides
qui peuvent géner 1’extraction des CP on a recourt a une
délipidation qui consiste a rajouter un volume de 150 ml de
cyclohexane qui est un solvant non polaire, a 50g
d’échantillon.

Aprés une agitation de 10 min a froid, la phase aqueuse
contenant les CP est séparée de la phase organique
contenant les lipides par filtration avec du papier filtre.
L’extraction des CP se fait en ajoutant a I’extrait délipidé,
un solvant organique polaire qui est I’acétate d’éthyle d’un
volume de 200 ml. Aprés agitation pendant 10 min, une
filtration avec du papier filtre est effectuée. L’extrait
phénolique obtenu est séparé du solvant par évaporation
sous vide a 40°C au rotavapor. Cet extrait sec est récupéré
dans 2ml de méthanol puis conservé dans des tubes fermés,
au réfrigérateur a 4°C jusqu’a utilisation. Trois essais sont
effectués pour chaque type de grignons.

Dosage des composés phénoliques totaux

La concentration des CPT est déterminée par la méthode
de Singleton et al., [20], qui consiste en 1’oxydation des CP
lorsqu’ils sont mis en contact avec le réactif de Folin-
Ciocalteau.

La concentration des CPT est déterminée a partir d’une
courbe étalon utilisant ’acide gallique comme standard ;
avec une gamme allant de 0,004 a 0,lmg/ml. Les
échantillons sont ensuite incubés a I’obscurité pendant une
heure a température ambiante. L’absorbance est lue a 760
nm. Les concentrations sont données en équivalent d’acide

gallique (mg/g).
Purification de I’oleuropéine et de I’hydroxytyrosol

Pour purifier OL et HT, la CCM est réalisée. Les
plaques de gel de silice ont été utilisées comme phase
stationnaire et ’acétate d’éthyle comme phase mobile. Des
standards d’OL et d’HT sont également utilisés. La
révélation des spots est faite sous UV a 254 nm.

Les Rf (rapports frontaux) de I’0OL et HT, dans ces
conditions de CCM, sont déterminés. Il est de 1’ordre de
0,87 pour I’OL et de 0.80 pour I’'HT. Grace a leurs Rf

spécifiques, ’OL et I’HT ont été prélevés et récupérés dans
le gel de silice dans un volume total de 500ul de méthanol.
Ce mélange est centrifugé a une vitesse de 350g pendant 3
min. Le surnageant contenant le produit purifié est
récupéré. La concentration est déterminée par un dosage
suivant la méthode précédemment décrite pour le dosage
des CPT.

RESULTATS ET DISCUSSION

Les moyennes et les écarts types des résultats obtenus
ainsi que I’analyse statistique par le test de Student sont
effectués sur le logiciel Stat Box 6. Les résultats obtenus
sont portés sur le tableau 1.

Tableau 1 : Humidité relative en % des grignons d’olives
issus des deux huileries moderne et traditionnelle.

Huileries | Humidité relative en % des | Analyse
grignons statistique
HM 55,83 + 0,066 tobserve= 124,05
ttechnique: 4,27
HTr 47,55+ 0,094

L’humidité des grignons d’olives issus de I’HM est
supérieure a celle des grignons d’olives issus de HTr, la
différence est significative. Cette différence est expliquée
par le fait que :

- Le systéme a deux phases nécessite plus de quantité d’eau
par rapport au systéme a trois phases [21].

- Les grignons issus du systéme a deux phases sont en
mélange avec les margines contrairement au systéme a trois
phases qui sépare ces deux résidus.

Quantification des CPT

Les concentrations moyennes des CPT extraits sont
données par le tableau 2. Le séchage et le broyage effectués
pour les grignons permettent d’avoir un meilleur transfert
de matiére et d’augmenter la surface de contact entre le
grignon et le solvant ce qui favorise 1’extraction des CP.

Tableau 2 : Concentrations moyennes (mg/kg) des CPT
extraits des grignons issus des deux systémes HM et HTr.

Type de Concentration Analyse

grignons moyenne statistique
en CPT (mg/kg)

issusde ’HM | 9,42+ 0,26 tobserve = 6,58

issus de ’'HTr 7,64i0,38 ttechnique: 4,27
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La concentration des CPT des grignons issus de I’'HM
avec une moyenne de 9,42 mg/kg est significativement
supérieure a celle trouvée dans les grignons issus de HTr
avec une moyenne de 7,64 mg/kg. Les concentrations des
CPT trouvées dans les deux cas (systeme a deux et a trois
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phases), sont supérieures a celle trouvée par [22] soit 2,8
mg/kg en utilisant les mémes conditions opératoires.

Cependant, les concentrations sont Ilégérement
inferieures lorsque les CPT sont extraits par le méthanol
(10,8 mg/kg) rapportées par le méme auteur et celle
apportée par [23] de ’ordre de 11,8 mg/kg.

De plus, elles sont inférieures a celles présentes dans
les margines a une concentration variant de 25 a 35 mg/kg
apportée par [24], et a celle trouvée par [22], de 125
mg/kg.

L’écart des valeurs trouvées entre les deux types
d’échantillons peut étre expliqué par la différence entre les
types de grignons utilisés. En effet, les grignons les plus
riches en CPT a savoir ceux provenant du systéme a deux
phases contrairement a ceux issus du systéme a trois
phases, sont des grignons humides car ils contiennent en
plus de la peau, la pulpe et le noyau, des margines, ce qui
laisse supposer que cette teneur élevée est due a la présence
de ces derniéres.

La différence entre les valeurs trouvées et celles
apportées par la bibliographie peut étre expliquée par la
nature du matériel de départ, conditions de conservation
(congélation) et la méthode d’extraction adoptée.

En effet, la variabilité de la teneur en CPT est largement
dépendante de plusieurs facteurs: cultivar, degré de
maturation [25], des conditions climatiques, géographiques
[26], de I’état physiologique et 1’age de la plante [27].

De plus, d’apres [28], le rendement d’extraction dépend
de la polarité du solvant utilisé, qui détermine la quantité, la
qualité des CP extraits et de la classe des phénols dans le
matériel végétal. L’acétate d’éthyle est un solvant trés
sélectif pour les molécules de bas et moyen poids
moléculaire [29]. De plus, ce solvant exerce un haut
pouvoir d’extraction par rapport aux autres solvants [30].
de de

Purification et

I’hydroxytyrosol

I’oleuropéine

En utilisant la CCM, ’oleuropéine et son dérivé qui est
I’hydroxytyrosol ont pu étre identifiés sous la lumic¢re UV a
partir du contenu des extraits phénoliques obtenus a partir
des grignons d’olive en référence aux standards
d’oleuropéine et d’hydroxytyrosol et de leurs Rf.

Les concentrations moyennes de 1’oleuropéine et
I’hydroxytyrosol trouvées sont représentées dans le tableau
3.

Tableau 3 : Concentrations moyennes de 1’oleuropéine et
de I’hydroxytyrosol purifiés (ng/kg).

HM HTr Analyse
statistique

Concentration tobserve = 94,48
moyenne d’OL | 11,88+£0,0196 [0,21 = tiechnique= 4,27
(ng/kg) 0,085

Concentration tobserve = 69,47
moyenne  de 26,56+ 0,52 (3,38 £ tiechnique= 4,27
HT (ng/kg) 0,24
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Les concentrations en oleuropéine trouvées dans les
extraits phénoliques totaux des grignons issus des deux
systémes sont trés faibles. Dans les grignons de HTr, la
valeur est de 0,21 pg/kg contre 11,88 pg/kg dans les
grignons de I’HM. Les valeurs sont trés inférieures a celles
trouvées dans les feuilles de I’olivier (60 a 90 mg/g de
feuilles séches) [31], qui sont le siége de la biosynthése des
CP. Par contre, les concentrations en HT sont plus
importantes que celles de I’oleuropéine mais restent quand
méme faibles par rapport a la quantit¢ des extraits
phénoliques totaux et aussi a sa quantité trouvée dans les
feuilles fraiches (2,3 g/100g) rapporté par [32].

Comme I’HT est un dérivé de I’0OL, les faibles teneurs
de ces derniers sont dues en grande partie a son hydrolyse.
Ce qui est confirmé par la présence d’une quantité non
négligeable d’hydroxytyrosol.

CONCLUSION

Il ressort de ces expériences que les grignons d’olives
sont une source non négligeable de CP, il serait intéressant
de chercher des moyens de valorisation notamment par
I’extraction des polyphénols. Un calcul simple, 1’Algérie
qui rejette 156.10* Qt/an dans la nature, peut produire plus
de 9 mg x 156.10* soit une moyenne de 1469 Kg de CP.

11 serait utile de trouver des méthodes d’extraction
faciles a mettre en ceuvre. Ces méthodes doivent fournir un
bon rendement d’extraction. Le solvant doit étre choisi
selon sa polarité et le plus approprié a la nature du CP a
extraire et qui ne poserait pas un nouveau probléme de
pollution.

Une incitation gouvernementale est plus que souhaitable
de maniere a encourager la valorisation du grignon d’olive
sous ses différents aspects, diminuant ainsi un peu soit peu
leur effet polluant sur I’environnement tout en dégageant
une plus value économique non négligeable.
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