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RESUME

Le grignon d’olive est le coproduit principal généré par le procédé d’extraction de
I’huile d’olive. Bien que délétére pour I’environnement, le grignon d’olive est une source
potentielle de molécules naturelles bénéfiques pour la santé humaine. Une partie de nos
travaux a été consacrée a la caractérisation d’un extrait éthanolique de grignons d’olive.
L’analyse par UPLC/MS nous a permis d’identifier 59 métabolites secondaires dont les plus
abondants sont 1’hydroxytyrosol, le tyrosol, 1’oleuropéine aglycone, 1’oléoside, I’acide
caféique et I’acide p-coumarique. Des tests biologiques ont montré que 1’extrait éthanolique
était doté d’activités antioxydante, antidiabétique et analgésique. Une deuxiéme partie s’est
focalisée sur 1’optimisation des rendements d’extraction des polyphénols de grignons d’olive
a l’aide de technologies d’extraction éco-responsables. Ces travaux nous ont amené a
conclure que les conditions optimales d’extraction ont été obtenues pour un ratio de (60/40)
(EtOH/H20) a I’aide du procédé d’extraction accélérée par solvant. Dans une derniére partie,
une nouvelle approche a été¢ développée visant I’optimisation de 1’extraction des composés
phénoliques en considérant des huiles végétales comme solvant d’extraction. Basé sur un
plan factoriel complet a trois facteurs (type d’huile, température et technique d’extraction),
nous avons pu montrer que les conditions optimales de 1’extraction des polyphénols de
grignons étaient I’extraction assistée par ultrasons dans 1’huile d’olive a 65°C.

Mots clés : grignons d’olive, polyphénols, LC/MS, activités biologiques, extraction
accélérée par solvant, extraction assistée par ultrasons, extraction assistée par micro-ondes,
microbilles, macération conventionnelle, plan factoriel complet



ABSTRACT

Olive pomace is the main by-product generated through olive oil extraction.
Although toxic to the environment, olive pomace is an important source of natural products
beneficial to human health. Part of our work focuses on an ethanolic extract of pomace.
UPLC/MS analyses allowed us to identify 59 secondary metabolites, the most abundant of
which are hydroxytyrosol, tyrosol, oleuropein aglycone, oléoside, caffeic acid and p-
coumaric acid. In addition, biological tests have shown that the ethanolic extract has
antioxidant, anti-diabetic and analgesic activities. A second part based on the optimization
of polyphenol extraction yields from olive pomace was carried out. This work led us to
conclude that 60:40 EtOH: H20 was the best extraction solvent ratio and that “accelerated
solvent extraction” was the best extraction process. In the last part, a new approach was
developed to optimize the extraction of phenolic compounds using vegetable oils as
extraction solvent. Based on a complete factorial design with three factors (type of oil,
temperature and extraction technique), we have concluded that the optimal conditions for
the extraction of polyphenols from pomace are as follows: extraction with olive oil at 65°C
using ultrasound-assisted extraction.

Keywords: olive pomace, polyphenols, LC/MS, biological activities, accelerated
solvent extraction, ultrasounds assisted extraction, bead-milling, microwave assisted
extraction, conventional maceration, complete factorial design
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Introduction générale

INTRODUCTION GENERALE

L’oléiculture est une composante fondamentale du secteur agricole trés représentée
dans le bassin méditerranéen. La culture de 1’olivier occupe une place importante dans les
pays méditerranéens grace a son impact économique et sa valeur sociale, générateur d’emploi
pour des milliers de familles. L huile d’olive est une composante essentielle du régime
alimentaire méditerranéen. De par ses acides gras insatures, sa richesse en en polyphénols et
en vitamine E, I’huile d’olive est dotée de propriétés reconnues bénéfiques pour la santé
humaine en particulier pour ses effets préventifs contre les maladies cardiovasculaires. Selon
des données publiees par le conseil oléicole international (COIl), la production et la
consommation mondiale d’huile d’olive ont augmenté durant ces trois derniéres campagnes
(2019-2020, 2020-2021, 2021-2022) pour atteindre environ 3 215000 tonnes cette année
[Conseil oléicole international 2022].

Durant le processus d’extraction d’huile d’olives, des coproduits appelés margines et
grignons sont rejetés. Trés riches en composés phénoliques, ces coproduits posent des
problémes cruciaux de pollution. Leur pH acide et leur forte concentration en charge
polluante, les rend potentiellement polluants pour I’environnement d’autant qu’ils sont
faiblement biodégradables.

D’autre part, les margines et les grignons d’olive constituent une source naturelle de
molécules d’intérét pour des applications directes dans les secteurs alimentaires et
cosmetiques. En effet, prés de 98% de la teneur totale en polyphénols présents dans 1’olive
passent dans les grignons et la margine lors du processus d’extraction [Cecchi et al., 2018 ;
Ciriminna et al., 2015]. Cette famille de composés chimiques est connue pour ses propriétés
antioxydantes et ses activités biologiques bénéfiques pour la santé humaine.

A cet égard, I'oléiculture est placée au carrefour d'enjeux sociaux, économiques et
environnementaux avec des problématiques multiples qui s'entrecroisent. La valorisation de
ces composés bioactifs est ’objet de ce travail de thése et ce par des méthodes d’éco-
extraction. Ce travail est porté sur ’exploitation, la valorisation et la réutilisation des grignons
d’olive dans divers domaines telles que I’alimentation humaine, la nutraceutique et la
cosmétique par le biais de ’extraction des composés phénoliques présents dans ce coproduit.

L’objectif de ce travail de these a été consacré a la récupération des composés
phénoliques présents dans les grignons d’olive moyennant 1’extraction par un solvant vert et
par une nouvelle technologie d’extraction. Pour aller plus loin, ce travail présente une étude
de I’extraction des polyphénols par deux huiles végétales comme solvants pour minimiser
I’utilisation des solvants pétroliers et proposer de nouveaux ingrédients de qualité alimentaire.

Le présent travail a été réalisé sous une convention de thése en cotutelle. Une partie
des travaux a été realisée dans le laboratoire de Chimie des Substances Naturelles a la Faculté
des Sciences de Sfax sous la direction de Monsieur le Professeur Noureddine Allouche. Une
autre partie a été élaborée dans le laboratoire MicroNut a ’université d’Avignon sous la
direction de Mme la Docteur Valérie Tomao.
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Ce travail est répertorié en trois chapitres :

1. Le premier chapitre est une revue bibliographique qui comporte une présentation générale
de ’olivier et de I’espece étudiée (Olea europaea. Aglandau). Il présente une description
des processus de production d’huile d’olive et les sous-produits générés par chaque
procédé ainsi que leurs compositions chimiques.

Puis il décrit les principales techniques d’extraction et d’identification utilisées durant ce
travail ainsi que le mode de fonctionnement et 1’objectif du logiciel « COSMO-RS ».

2. Le deuxiéme chapitre expose le matériel et les méthodes de travail. Il est subdivisé en
trois sections dont la premiere présente une description du matériel végétal et les
protocoles utilisés pour I’étude chimique et biologique des grignons d’olive. La deuxiéme
section décrit les différentes techniques adoptées durant 1’étude d’optimisation des
rendements d’extraction. Enfin la derniére section présente les parametres choisis pour le
plan factoriel complet adopté afin d’optimiser I’extraction avec de I’huile végétale
comme solvant.

3. Le troisieme chapitre constitue le corps de la thése avec trois parties décrivant I’ensemble
des résultats obtenus durant ce travail.

e Dans la partie A, nous nous sommes intéressés a l’identification des composés
phénoliques présents dans un extrait éthanolique des grignons d’olive ainsi qu’a
certaines activités biologiques : antioxydante, antidiabétique et analgésique de 1’extrait
éthanolique in-vitro et in-vivo.

e La partie B, porte sur I’optimisation de I’extraction des composes phénoliques a partir
des grignons d’olive. Les paramétres de durée, nature du solvant et techniques
d’extraction ont été pris en compte. Une prédiction théorique du pouvoir solubilisant
de certains ratios de solvants a été réalisée comme une pré-étape dans cette partie.

e La partie C, a été orientée vers une nouvelle approche visant I’extraction des coOmposés
phénoliques a partir des grignons d’olive par des huiles végétales. Cette partie se base
sur un plan factoriel complet afin d’optimiser certains facteurs (type d’huile,
température et méthode d’extraction) favorisant le processus d’extraction.

Finalement, ce mémoire est cloturé par des conclusions essentielles sur 1’ensemble de
ce travail ainsi que des perspectives.
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CHAPITRE I ;
SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

|. Présentation de ’olivier

1. Classification
L’olivier est une plante arborescente qui appartient a la famille des oléacées dont le
nom latin est « Olea ». Le genre Olea comporte plus que 136 espéces décrites par les
botanistes dont 33 se rapportent a 1’Oleae europaea, appelé aussi ’olivier d’Europe, qui se
divise en deux espéces : I’olivier cultivé « Olea sativa » et I’olivier sauvage « Olea silvestris
Miller » ou « Olea oleaster » [Georges et al., 1985]. La classification botanique de I’olivier

est comme suit :

Régne : Plantae

Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous classe : Asterida
Genre : Olea

Espéce : europaea

Famille : Oleaceae

Nom vernaculaire : Zeitoun

Nom francais : Olivier

Figure 1 : ’olivier

2. Description botanique
L’olivier est un arbre fruitier au feuillage persistant, aux branches noueuses a 1’écorce
claire et au port buissonnant, il peut atteindre jusqu’a 20 m de hauteur, mais il est
généralement taillé sur une hauteur de 5 a 8 m pour faciliter les récoltes. Les arbres ont
souvent des troncs eclatés, evidés et affectant des formes trés curieuses étendant leurs

ramifications énormes jusqu’a 20 a 30 m.

Son fruit est une drupe ovoide a mésocarpe charnu qui représente approximativement

les deux tiers du fruit et qui est tres riche en lipides. Sa forme n’est pas constante et varie
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d’une variété a une autre. Sa taille peut varier entre un peu plus d’un centimeétre et plus de
trois pour 1’olive grosse sévillane. Le noyau appelé aussi I’endocarpe est relativement gros et
dur de forme ligneux dont la morphologie a aussi un caractére variétal. L’épicarpe est
intimement lié au mésocarpe de couleur vert tendre qui passe au violet plus au moins noiratre
a complete maturité, brillant (dG a la présence de cire) et doux au toucher [Bianco et al.,
2000]. Par ’ampleur de ses racines, une surface vernissée de ses feuilles et une pause estivale

dans son cycle végétatif, 1’olivier peut s’adapter aux sécheresses estivales [Teuscher et al.,

2005].

: épicarpe
t / ou peau

N

mésocarpe s
ou pulpe endocarpe

Figure 2 : caractére taxonomique et morphologique de I'olive

3. Origine et histoire
L'olivier est un arbre méditerranéen, chanté par tous les poetes de I'Antiquité. Symbole
de vie et de pérennité, il constitue également une allégorie de la paix, de la sagesse et de
fécondité. L histoire de 1’olivier se perd dans la nuit des temps et se confond avec celle des
civilisations qui se sont succédées en Méditerranée et qui ont a jamais marqué de leur

empreinte la culture de cette partie du monde [Ryan et al., 1998].

En effet, des fossiles de feuilles d'olivier ont été trouvés dans des gisements pliocenes a
Mongardino en Italie. Des restes fossilisés ont été découverts dans les couches du
Paléolithique supérieur a I'écloserie d'escargots de Relilai en Afrique du Nord, et des
morceaux d'oliviers sauvages et de pierres ont été découverts lors de fouilles de la période
chalcolithique et de I'dge du bronze en Espagne. L'existence de I'olivier remonterait donc au

Xlléme millénaire avant J.-C. [Bianco et al., 2000].

4. Phytochimie
Durant des années, de nombreuses études ont montré la présence d'un trés grand
nombre de composés phénoliques dans les feuilles d'olivier tels que I'hydroxytyrosol, la
rutine, le verbascoside, la lutéoline-7-glucoside, I'oleuropéine, l'oleuropéine aglycone, le

ligstroside [Pérez et al., 2005], et d'autres composés tels que I'acide quinique [Médail et al.,

4
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2001]. L'oleuropéine est un compose phénolique abondant dans les cultivars d'olive [Bracci et
al., 2011] facilement extrait des fruits, des feuilles et des graines d'olive, méme si cette

molécule n'a pas été relevée dans toutes les huiles d'olive vierges [Pérez et al., 2005].

Plusieurs recherches phytochimiques menées sur 1’Olivier europaea ont conduit a
l'isolement de plus d’une centaine de composés phénoliques dont des flavonoides, de flavones
glycosides, de flavanones, d'iridoides, de sécoiridoides, de glycosides sécoiridoides [Obied et
al., 2013]. Les flavonoides, sécoiridoides et leurs glycosides (Jerman et al., 2010) sont

présents dans presque toutes les parties d’O. europaea.
La variété d’olive Aglandau

1. Classification

L'Aglandau est un arbuste d’olive cultivé appartenant a la famille des oléacées,
Sa classification botanique est la suivante :

Régne : Plantae

Genre : Olea

Espéce : europaea

Cultivar : Aglandau

Famille : Oleaceae

Nom communs : Blanquette -
Béruguette — Verdale du Vaucluse

Origine : Méditerranée

Figure 3 : la variété d’olive Aglandau

2. Définition

L'Olea europaea ‘Aglandau’ est une variété ancienne originaire des Alpes de Haute
Provence. Cette variété est connue dans les vergers anciens comme Blanquette, Béruguette
des Alpes-de-Haute-Provence ou Verdale du Vaucluse. Elle produit des olives ovoides,
fermes, pulpeuses, recouverte d’une couche cireuse. Vertes a I'automne, elles deviennent rose
vineux puis violet foncé a maturité. Riche en huile, elle donne de bons rendements. L'Olivier
Aglandau est auto fertile. Il est rustique, assez résistant au froid et au vent. La récolte débute
généralement en octobre pour les olives vertes, en novembre et décembre pour les olives

noires.


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/8/84/Olivesfromjordan.jpg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/8/84/Olivesfromjordan.jpg
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La variété Aglandau est la premiere variété francaise de par sa représentativité dans la
production d’huile estimée a hauteur de 21% dans les années 2020. En effet, les vergers
peuplés & 90 % d’Aglandau constituent 1’essenticl des oliveraies des départements du
Vaucluse et des Alpes-de-Haute-Provence. L’ensemble du territoire ou pousse 1’Aglandau
présente des sols calcaires légers, d’un pH (eau) variant de 8,0 a 8,5. Dans des conditions de
sols plus acides, on peut observer des nouaisons difficiles, suivies d’un risque de
pourrissement des fruits en fin d’automne et/ou une absence de caractéristiques

organoleptiques de I’huile produite.

3. Morphologie

, [ B . )
Comparé aux autres variétés d’olive, I’arbre P olive (al [

de la variété Aglandau est assez moyen sous tous les QUL
angles de sa description : taille, vigueur, port, Vert franc

o Points blancs

couleur du bois, forme et couleur des feuilles. Seule

la longueur des entre nceuds est plutot courte. C’est

Artichau

. Calibre moyen

Arrondie
(gland)

un arbre trés rameux, au tronc noueux, au bois dur et | <2,

)
. Olive \crte\ §

dense et a I'écorce brune et crevassée. Les feuilles

e Pédoncule 5 ()R\\Q‘

s P o [l Hule court et épais
sont ovales allongées, portées par un court pétiole, | '

, Ardence légére Al utve ‘ .
assez dures, enroulées sur les bords, de couleur vert P
foncé luisant sur la face supérieure, et de couleur -
vert clair argenté avec une nervure mediane saillante | ®
sur la face inférieure. Le feuillage est persistant, Figure 4 : infographie sur la variété d’olive

toujours vert, mais cela ne veut pas dire que ses Aglandau

feuilles sont immortelles : elles se renouvellent constamment.

Les fleurs petites, blanches, sont regroupées en petites grappes de 10 a 20, poussant a
l'aisselle des feuilles, en avril-mai, sur les bois de I'année précédente. Sa présence dans les
régions les plus froides de la zone oléicole provencale atteste d’une bonne résistance au froid.
On trouve des arbres ayant survécu au gel de 1956 jusqu’a 670 métres dans les Alpes-de-

Haute-Provence.

Le fruit est légerement cylindrique, court, a base large hémisphérique, et a ’extrémité
pointue, légérement incurvée. Il ne devient jamais vraiment noir et peut étre récolté avant

véraison pour la production d’huile. L’€picarpe est lisse.

La pulpe est ferme, assez résistante aux chocs potentiellement générés durant la

récolte et le stockage.
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Le noyau est relativement gros, et assez solidaire de la pulpe. Le calibre est régulier,

présentant une répartition homogene de sa mise a fruits (on observe cependant fréquemment

du millerandage en cas de déséquilibres nutritionnels, avec des fruits de 2 a 3 mm, en

grappes). Les fruits sont généralement isolés, et 1’attache pédonculaire est trés solide ce qui

fait de I’Aglandau une variété difficilement mécanisable.

Une des caractéristiques remarquables de cette variété est sa teneur en huile et sa
facilit¢ de traitement pour I’extraction de I’huile méme s’il est nécessaire quelques fois
d’ajouter un peu d’eau pour faciliter le phénomeéne de coalescence dans le procédé

d’extraction. [Pinatel C et al. 2002].

I11. Production d’huile d’olive

L’oléiculture est I’'une des principales activités agricoles dans le monde localisée
principalement (98%) dans le bassin méditerranéen. En Afrique, I’olivier est cultivé par ordre
d’importance en Tunisie, Maroc, Algérie, Libye, Egypte, Afrique du Sud et Angola. Les pays
d’Europe qui cultivent I’olivier sont par ordre d’importance : L’Espagne, I’Italie, la Grece, le
Portugal, I’ Albanie, Chypre, la France, la Slovénie et Malte. Le patrimoine oléicole mondial
renferme un nombre d’oliviers assez important de I’ordre de 830 millions d’arbres occupant
une superficie d’environ 10,6 millions d’hectares. La production atteint environ 3,3 millions
de tonnes d’olives pour la campagne 2019/2020 [Marché de 1'huile d'olive 2019-2020].

28 % Superficle mondiake
51 X superficie UE

Figure 5 : répartition du verger mondial en 2019.
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1. Processus d’extraction d’huile d’olive

Le processus d’extraction de I’huile d’olive commence par un lavage puis broyage

des olives et se poursuit par un malaxage des pates résultantes et finalement la séparation de

la phase huileuse (Fig. 6).

b ¥
)
Lavage
Broyage par meule | Broyage
métallique
Malaxage Malaxage
Pressage Centrifugation
| horizontale
Grignon Fraction liquide i
d'olive Fraction liquide 3-Phases de 2-Phases de

Décantation ou
centrifugation
horizontale

J—L

Eaux uséesde
Moulin & huile

Centrifugation
verticale

Eaux uséesde
Moulin a huile

grignon d’olive

grignon d'olive

|

Huile d’olive

Figure 6 : plan général de la production d’huile d’olive par les trois systémes d’extractions.

Dans le procédé de trituration traditionnel, le broyage est effectué par une meule, par

contre dans les appareils modernes on trouve les broyeurs métalliques. Les systemes

métalliques comme les broyeurs a marteaux ou a couteaux fonctionnent en continu ce qui

acceélere le processus de broyage et de fait augmente les volumes de production quotidiens.

De plus, le choix de la technique de broyage a une grande importance sur les huiles vierges

résultantes, elles peuvent étre chimiquement différentes avec une qualité organoleptique et/ou

une teneur en biophenols différentes (Veillet et al., 2009).

Aprés broyage, la pate d’olive obtenue est malaxée avant la séparation des phases.

Cette étape de malaxage a une influence sur la composition de 1’huile résultante en raison des
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phénomenes de partage entre la phase huileuse, la phase aqueuse et la partie solide, ainsi
qu’en raison de I’activité enzymatique qui se produit par les enzymes libérées de 1’olive lors

du broyage.

Dans les moulins traditionnels, le mélange est pressé entre des disques de fibres
permettant une séparation de la phase solide appelée « grignon » qui est composée par des
fragments d’olives solides et d’une phase liquide contenant principalement de 1’huile d’olive

et de I’eau de végétation.

La derniére étape consiste en une centrifugation ou une décantation de la partie liquide

qui conduit finalement a I’huile d’olive et aux eaux usées.

Pour améliorer les rendements en huile d’olive, les procédés continus en deux et trois
phases ont été étendus. Ces procédés sont basés sur des centrifugations successives
horizontales et verticales directement appliquées aprés 1’étape de malaxage. Les moulins
triphasés nécessitent un ajout d’eau pour améliorer la coalescence lors du malaxage. Le
volume élevé d’eaux usées qui est généré par ce systeme représente un inconvénient majeur,
pour cette raison, la nouvelle génération de moulin biphasé a été développée avec un systeme
centrifuge horizontal efficace qui ne nécessite pas un ajout d’eau pendant le processus de
production. Par cette nouvelle technologie, on obtient uniquement 1’huile d’olive et la pate de
grignon d’olive qui est un résidu solide humide d’olives broyées. Ces déchets d’olives sont
considérés comme un sous-produit semi-solide composé d’eau de végétation et de morceaux

d’olives solides.

Le systeme biphasé¢ présente [’avantage de ne pas diluer les phénols d’olives
hydrosolubles. Cependant, quel que soit le processus utilisé pour la séparation des phases, la
plupart des biophénols se retrouvent dans les sous-produits. Le deuxiéme avantage du moulin
a deux phases est le volume réduit de sous-produits, et par suite un impact environnemental

minimiseé.
2. Les sous-produits générés lors d’extraction d’huile d’olive

a. Margines :
Appelée aussi « eaux de végeétation », les margines sont des liquides de couleur foncé
(brune a brune-rougeatre), d’aspect trouble avec une odeur prononcée [Argenson C et al.
1999]. Ce résidu a une forte charge saline (sels de potassium et des phosphates) et de pH
acide (de 4,5 a 5), riches en matiéres organiques particuliérement en polyphénols. Cet effluent

est caractérisé par une forte conductivité (de ’ordre de 10 mS.cm™) qui est due aux ions

9
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calcium, potassium, chlorure et magnésium. Sa composition massique est de 83 a 94% d’eau,
4 a 16% de matiéres organiques et 0,4 a 2,5% de sels minéraux [Mekki H et al., 2008]. La
composition chimique des margines est trés variable et dépend de plusieurs facteurs tels que
la variété des olives, la maturité, la méthode de culture et le mode d’extraction de 1’huile
[Paraskeva et al., 2006]. Le rejet de ces eaux de végétation sans aucun traitement, dans les
milieux naturels pose un probléme de pollution majeur a cause de sa toxicité qui est due en
partie a sa forte teneur en composés phénoliques et en composés minéraux. L’évacuation de
ces effluents dans les milieux aquatiques (les cours d’eau, les oueds et les fleuves) [Fiorentino
A et al., 2003 ; Lacomelli A et al., 2000], engendre une diminution de la concentration
d’oxygéne dissous dans I’eau [Shabou et al., 2005]. Ce phénomene participe a la pollution
aquatique. En outre, I’épandage direct de ces margines sur le sol cause diverses nuisances par
le fait de leur pH acide et de leur salinité élevée. De plus, 1’abondance en composés

phénoliques tend a déséquilibrer la microflore du [Rannali et al., 2003].

b. Grignons d’olive -

Les grignons d’olive sont des sous-produits générés par le processus d’extraction de
I’huile d’olive [Argenson et al., 1999]. lls peuvent étre sous forme solide ou bien pateux selon
le processus d’extraction utilisé. En effet le processus a trois phases abouties a deux sous-
produits : un résidu solide « grignons d’olive » et un résidu liquide « margines ». Par contre,
le nouveau procédé a deux phases abouti a un seul sous-produit qui est « le grignon pateux ».
Les grignons pateux d’olive sont composés des résidus de la pulpe, des peaux d’olive et des
fragments des noyaux et de la margine ; sa composition chimique varie en fonction des
variétés d’olives triturées. En général, il est composé d’une fraction riche en lignine provenant
des fragments de noyaux, et une autre renfermant des glucides comme la cellulose et

I’hémicellulose.

Dans une moindre mesure, on trouve de 1’huile résiduelle et des faibles teneurs en
protéines dont le taux dépend du procédé d’extraction et de 1’optimisation de chaque étape du

processus [Nefzaoui et al., 1984].

Les grignons peuvent étre réutilisés par 1’industrie agroalimentaire pour extraire
I’huile résiduelle moyennant des solvants organiques. Cette huile est constituée de lipides
finement émulsionnés par les tensions superficielles qui sont inaccessibles par la pression et
centrifugation. Cette huile de grignon d’olive brute extraite par des solvants doit étre raffinée

pour corriger certains défauts (y compris l'acidité) dus a la qualité non optimale des olives

10
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puis mélanger avec de 1’huile d’olive vierge pour étre commercialisée. On obtient finalement

une huile de grignon d’olive utilisable par exemple dans la fabrication du savon de Marseille.

V. Composition générale d’huile d’olive

Toutes les huiles sont composées d’une fraction majeure dite saponifiable constituée
des acides gras (essentiellement des triglycérides) et d’une fraction mineure insaponifiable

contenant les polyphénols, tocophérols, caroténoides, stérols, etc.
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Figure 7 : composition d’une huile végétale

1. La fraction saponifiable
C’est la fraction majeure constituée de plus de 95% de triglycérides. Les triglycérides
appelés aussi triacylglycérols sont des molécules qui résultent d’une réaction d’estérification
de trois molécules d’acide gras (A.G) et une molécule de glycérol. Les acides gras peuvent
étre divisés en A.G saturé, A.G mono-insaturé et A.G poly-insaturé.

Les A.G insaturés peuvent étre référencés selon la position de la premiere double
liaison par rapport au groupement méthyl terminal. Les 2 grandes familles les plus connues du

grand public sont des acides gras poly-insaturés de la famille des oméga 3 (comme 1’acide

11
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acide linolénique) et celle des oméga 6 (acide linol¢ique) présents naturellement dans 1’huile
d’olive mais le plus abondant dans I’huile d’olive est un omega 9 : 1’acide oléique. Les
proportions des acides gras se répartissent généralement comme suit : 72% d’acides gras

mono-insaturés, 14% d’acides gras poly-insaturés et 14% d’acides gras saturés [Harwood et
al.,2000].

2. La fraction insaponifiable
C’est la fraction des constituants mineurs qui représente que 1% a 5% de la
composition totale d’une huile végétale. Elle peut étre divisée en deux groupes, groupe des
dérivés d’acides gras tels que les phospholipides, les stérides et les cires ; groupe non-reliés
chimiquement aux acides gras qui contient les hydrocarbures, le squaléne, les alcools
aliphatiques, les tocophérols, les stérols, les pigments, les caroténoides et les composés
phénoliques.

Les constituants mineurs d’une huile végétale représentent des indicateurs des
caractéristiques organoleptiques et physico-chimiques qui conférent des propriétés

sensorielles et biologiques distinctives [Harwood et al., 2000].

3. Les composés phénoliques
Les composés phénoliques sont des composés mineurs dans les huiles végétales
spécifiques de 1’huile d’olive qui jouent un rdle trés important dans la caractérisation des
huiles grace a leur intérét nutritionnel et stabilisant [Brenes et al., 2002 ; Visioli et al., 1998].
IIs participent fortement au gofit piquant, a I’amertume et a 1’astringence des huiles [Brenes et
al., 2000] ce qui contribue a la modulation de leurs saveurs, mais surtout ils lui conferent des

propriétés antioxydantes.

a. Définition :

Les composés phénoliques sont des composés phytochimiques omniprésents dans la
plupart des régnes végétaux. Ce sont des meétabolites secondaires abondants dans les plantes
possédant une structure chimique commune comprenant au moins un cycle aromatique avec
un ou plusieurs substituants hydroxyle. Ces composés présentent des centaines de structures
différentes [Sabiha et al., 2013] qui peuvent étre divisés en plusieurs classes telles que les
acides phénoliques, les flavonoides, les stilbénes, les lignanes et les tanins [Alu’datt et al.,
2017 ; Cong-cong et al., 2017]. Ils font partie intégrante de 1’alimentation humaine et animale
[Martin et al., 2002].

12
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b. Structure chimique et classification:

Le terme “phénol” englobe environ 10000 composés naturels identifiés [Hynes et al.,
2001 ; Mochizuki et al., 2001]. 11 est caractérisé par la présence d’un élément structural
fondamental qui est le noyau phénolique a 6 carbones, auquel est directement lié un ou
plusieurs groupements hydroxyle (OH) (Fig. 8). Ce groupement peut-étre a 1’état libre, ou
engageé ans une autre fonction citons ester, éther ou hétéroside [Kakhlon et al., 2002 ; Welch
etal., 2002].

OH

Figure 8 : structure du noyau phénol

Les composés phénoliques naturels sont synthétisés selon deux grandes voies
d’¢élaborations de cycles aromatiques, la voie shikimate (responsable de la synthese des acides
aminées Tyr et Phe) et la voie polyacétate par la condensation des molécules de
I’acétylcoenzyme A. Cette biosynthése est responsable de la grande diversité des molécules

qui sont spécifiques de chaque espece de plante, de chaque organe et chaque tissu végétal.

La classification des composés phénoliques est basée essentiellement sur la structure
moléculaire, le nombre de noyaux aromatiques ainsi les différents éléments structuraux qui
les relient. On peut distinguer plusieurs classes qui dérivent de deux catégories : les composes

phénoliques simples et les composés phénoliques complexes (fig. 9).
On distingue :

- Les polyphénols simples : qui présentent des structures chimiques allant de Cs aux Czo
telles que les alcools et les acides phénoliques, les flavonoides, les lignanes et les

stilbénoides.

e Les alcools phénoliques : ils sont trés rares dans la nature. Dans 1’huile d’olive, on

trouve 1’hydroxytyrosol et le tyrosol, qui sont des alcools phénoliques dérivent
directement de 1’hydrolyse de I’oleuropéine et du ligstroside lors de la maturation de
I’olive ou du procédé d’extraction de I’huile.

e Les acides phénoligues : ce sont des dérivés hydroxylés de 1’acide benzoique ou de

I’acide cinnamique et ils possédent au moins une fonction carboxyle et une fonction

hydroxyle. Ils sont largement répondus qu’on peut citer 1’acide caf€ique, I’acide

13
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férulique, 1’acide p-coumarique et 1’acide vanilique (Yang et al., 2007 ; Pinelli et al.,
2003 ; Garcia et al., 2003.

e Les flavonoides : ce sont des molécules hydrosolubles qui interviennent dans la

couleur des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. Ils représentent le groupe
principal de polyphénols avec plus de 4000 composeés identifiés dans le régne
végétal. Ils font partie des composés majoritaires trouvés dans les huiles, citons par
exemple I’apigénine et la lutéoline (Ocakoglu et al., 2009 ; Murkovic et al., 2004 ;
Ryan et al., 2003).

e Les lignanes : ce sont des composés phénoliques formés de deux unités monolignols.
IIs s’accumulent dans les tissus ligneux, les graines et les racines de plusieurs
plantes ; lls servent comme unités de base aux végétaux pour synthétiser les longs
polymeres et les tanins. 1ls sont vrais semblablement impliqués dans les mécanismes
de défense des plantes. Certains lignanes tels que le pinorésinol, laricirésinol et
I’acide élenolique ont été détectés dans les huiles (Yang et al., 2007 ; Brenes et al.,
2000).

e Les stilbénoides : ce sont des dérivés hydroxylés du stilbéne. Ils sont présents dans de

nombreuses familles de plantes supérieures.

- Les formes complexes : qui résultent généralement de la condensation de certaines formes
simples et qui contiennent plus de Czo dans leurs structures chimiques ; telles que les tanins

et les sécoiridoides.

e Les tanins : ce sont des polyphénols polaires existent presque dans chaque partie de la
plante (racines, bois, feuilles, fruits et écorce). Les plus fameux composés de cette

famille dans les huiles d’olive sont I’oleuropéine et le ligstroside.

e | es sécoiridoides : ce sont des métabolites secondaires présents chez de nombreux

végétaux. lls sont responsables de plusieurs propriétés thérapeutiques.

Ils sont présents avec des teneurs intéressantes dans 1’huile d’olive, citons par

exemple le verbascoside et le nuzhénide.
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Figure 9 : classification des composés phénoliques de 1’huile d’olive
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c. Importance et bienfaits des composes phénoliques

Le progres des techniques analytiques et des approches moléculaires ont aujourd’hui
permis de préciser et d’affirmer la diversité et I’importance des composés phénoliques des
plantes oléagineuses. Ces composés sont largement étudiés de par leur contribution a la
protection de ’organisme contre le stress oxydant. De nombreuses études ont pu mettre en
évidence notamment leur activité anticancéreuse in vitro [Bravo, 1998], antimicrobienne
[Mnafgui et al., 2015] et antioxydantes [Alu’datt et al., 2013 ; Ghorbel et al., 2021]. D’autres
études ont pu aussi exposer leurs activités anti-hyperglycémiques sur des modeles animaux
[Ben saad et al., 2021], anti-hyperlipidémiques par leur pouvoir de diminuer 1’exces en lipides
dans le sang [Ben saad et al., 2021], anti-inflammatoires chez I’homme en agissant comme
des modulateurs des voies de signalisation de I’inflammation ainsi qu’une action
cardioprotectrice [Mnafgui et al., 2015 ; Mnafgui et al., 2016]. Récemment des nouveaux
travaux publiés par Mnafgui et al., 2021 sont menés sur 1’évaluation des mécanismes de

protection sous-jacents de 1’oleuropéine impliqués dans la réduction des 1ésions cérébrales.

Les antioxydants jouent un role important dans le métabolisme humain en contribuant
probablement a la défense de 1’organisme contre les stress oxydant. Selon plusieurs études,
les polyphénols sont des hypotenseurs qui jouent un réle important dans la prévention des
maladies cardio-vasculaires [Martin et al., 2002 ; Khurana et al., 2013]. lls inhibent
I’agrégation plaquettaire impliquée dans le phénoméne de thrombose pouvant provoquer
I’occlusion des arteres. Les flavonoides auraient des effets sur le fonctionnement des cellules
immunitaires et inflammatoires. D’apres Atrahimovich et al., (2021) cette famille de
composés phénoliques contribuerait a renforcer 1’activité du systéme immunitaire. ; et d’apres

Kiokias et al., 2018, Ils auraient un effet protecteur contre les dommages de I’ADN.

En cosmétologie, I’utilisation des composés phénoliques dans la formulation des
produits cosmétiques ont divers intéréts qui sont liés aux propriétés antioxydantes, pouvoir
anti-inflammatoire, effet antimicrobien, etc. Ils sont trés utilisés dans les crémes d’anti-age en

tant qu’actif antiradicalaire [Macheix et al., 2005].

Dans les produits alimentaires, outre leur réle de conservateur grace a leurs propriétés
antioxydantes, les polyphénols participent fortement aux critéres de qualité par leurs capacités
d’influencer I’aspect, la couleur et méme le godt des aliments. La « sensation en bouche » des
boissons aux fruits, ’amertume et I’astringence sont également associées a des composés
phénoliques bien spécifiques. Certains composés phénoliques particulierement les flavonoides

peuvent étre utilisés comme des pigments naturels dans certains aliments [Shoji 2007].
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V. Lesgrignons d’olive

1. Les caractéristiques chimiques

Contrairement aux autres tourteaux oléagineux les grignons bruts sont pauvres en
matiéres azotées et riches en cellulose brute. Ils restent relativement riches en matiéres grasses
(4-10%). [Alibes et Berge, 2011]. Les grignons sont riches en acides gras en Cie et Cug
insaturés qui constituent 96% du total des acides gras. Ce coproduit est vulnérable a I'oxygene
de D’air, a la lumiére et a la température qui favorise les réactions d’oxydation. La teneur en
composés phénoliques des grignons d’olive est trés élevée, puisque plus que 98% de la
majorité de ces composés présents dans 1’olive passe dans le grignon lors du processus

d’extraction de 1’huile d’olive.

Parmi les composés phénoliques majoritaires on cite, 1’hydroxytyrosol CgHgOs3, le
tyrosol CgH1002, I’oleuropéine C2sH32013, le nuzhénide CsiH41017 et on trouve aussi les
acides phénoliques tels que ’acide gallique C7HsOs, 1’acide vanilique CgHgOs, 1’acide
caféique CoHgOs, I’acide férulique C10H1004 et I’acide p-coumarique CoHgOs.

2. Domaines d’utilisation des grignons d’olive

a. Alimentation animale

D’aprés une étude de la FAO, en Tunisie, les grignons bruts sont mélangés avec le son
ou le cactus pour I’alimentation des dromadaires ou des ovins pendant les périodes difficiles
[Alibes et al., 2011]. En 2013, la FAO a également mené une expérience a Al-Jouf en Arabie
Saoudite, en remplagant pour 1’alimentation de chamelles 1’apport de céréales codteuses
comme l’orge par des grignons d’olive complétés par de la luzerne. Les résultats de
I’expérience ont montré qu’il n’y avait aucun impact négatif sur la production de lait.
Cependant, la composition en matiéres grasses du lait de chamelles présentait d’avantage
d’acides gras insaturés, bénéfiques pour la santé humaine avec une alimentation supplémentée
en grignons d’olive. Au Japon, sur Shodoshima, I’ile aux olives, ce sont les beeufs qui
bénéficient des grignons d’olive. L’entreprise Toyo Olives a développé une machine
permettant de déshydrater et broyer les grignons, pour les transformer en croquette données
en pature aux fameux bceufs Wagyu, dont la viande est unique d la région de Kobe. 100

grammes de poudre de grignons séchés par jour au menu de ces « Boeufs Olive ».

Dans I’alimentation animale, la poudre de noyaux d’olives constitue une alternative
vegétale tres intéressante aux céréales plus colteuses, a la farine de poissons élevés dans des

conditions douteuses ou encore a la farine d’os. En effet, les noyaux d’olives apportent
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beaucoup de glucides (saccharose, glucose, fructose, pectine, xylose, mannitol et myo-

inositol) et de fibres faciles a digérer (cellulose, hémicellulose et lignite).

b. Domaine cosmétique :
Dans les produits cosmétiques, le noyau d’olive est utilisé en tant qu’abrasif surtout
dans les gommages pour la peau. De ce fait, le noyau sera nettoyé, séché puis réduit en

poudre, pour obtenir finalement des particules solides, dures, stables et homogenes.

c. Domaine des matériaux de construction

Le granulé de noyaux d’olives est également utilisé en tant qu’agent liant et structurant
dans les domaines du batiment. Il est utilisé sous forme de briques tres résistantes
mécaniquement ou comme mortier aussi performant que le béton traditionnel par la société
EDILTECO France [Noble 2013]. Le directeur marketing & technique d’EDILTECO, Frank
Pied, a affirmé dans un article du journal batiactu, que cet éco-matériau présente des
caractéristiques intéressantes ainsi des performances supérieures a celles des mortiers
traditionnels. Dans le cadre d’un mémoire de master (filiere génie civil) porté sur la
formulation et caractérisation d’un éco-matériau de déchets végétaux, Maachou F. et Zerrouki
A.W. (2020) ont pu démontrer que 1’ajout de déchets de noyaux d’olive au mortier améliore

ses caractéristiques thermiques et diminue sa maniabilité et sa densité.

d. Domaine du sport
Parmi les utilisations les plus pertinentes des granules de noyaux d’olives, on peut
citer leur utilisation en tant que remplagant des granules de caoutchouc qu’on retrouve
habituellement sur les terrains de football, réputés toxiques et polluants [Grynkiewicz-Bylina
et al., 2022]. Cette initiative a été prise par la France pour 1’inauguration d’un terrain de foot
100% naturel « La Ciotat » en 2020. En effet, 60 tonnes de noyaux d’olives concassées ont

été utilisés pour inaugurer la totalité surfacique du terrain.

e. Chauffage zéro-déchets
L’utilisation des grignons d’olive comme biomasse pour le chauffage se développe
sous différentes formes. Bien que leur pouvoir calorifique soit inférieur a celui du fioul, il est

possible de les transformer pour améliorer leur performance.

En Tunisie, la PME Lebrun Fils fabrique des granules de noyaux d’olives broyés, sans
colle ni additif, pour un pouvoir calorifique de 6 kWh/kg. Elle met en avant 1’absence de

poussicre ou autre matiere volatile de la combustion des noyaux d’olive.
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Au Liban, Joseph Al Khoury producteur et moulinier sous la marque Willani, a intégré
a son moulin une machine qui confectionne des bliches de grignons, qu’il commercialise
ensuite comme bois de chauffage. Les grignons sont séchés, broyés puis compactés et moulés
en cylindres.

En « Créte », les olives sont dénoyautées avant le broyage puis séchés au soleil dans

des grands sacs en filet avant leur utilisation comme combustible.

En Espagne, la ville de Carloza utilise les noyaux d’olive pour chauffer I’eau de la

piscine municipale. Pour ce faire, il faut compter 140 tonnes de noyaux d’olives par an.

f. En cuisine

Certains boulangers ou chefs innovants intégrent de la
farine de noyaux d’olives, dites Fleurette de noyaux d’olives, dans

leur pate a pain par exemple, ou les utilisent concassés et

caramélisés en patisserie, ou broyés en chapelure. C’est un

ingrédient biologique, sans céréales et sans gluten.

Figure 10 : fleurette de noyaux
d’olives 0-50 microns

Les techniques d’extraction adoptees

1. Maceration conventionnelle

L’extraction par macération est une technique traditionnelle simple, qui peut étre
utilisée pour extraire des substances bioactives d’une matrice végétale. C’est une méthode
d’extraction solide-liquide qui consiste a laisser tremper la matiére végétale dans un solvant
(solvant organique, eau, huile ou mélange hydroalcoolique) pendant une durée bien
déterminée. Le solvant pénetre dans la structure cellulaire pour solubiliser des solutés,
généralement de méme polarité que le solvant. Pour accélérer cette technique et augmenter
son efficacité, des catalyseurs physiques (le chauffage et [’agitation mécanique ou
magnétique) peuvent étre utilisés. Le chauffage modéré du milieu d’extraction influence le
rendement et la durée de l’extraction, mais un risque d’altération de certains composés
thermosensibles peut se poser. L’agitation soit magnétique ou mécanique est recommandée

pour homogeénéiser le mélange et augmenter la surface de contact soluté-solvant.

La fin de I’extraction est marquée par 1’épuisement de la matiere végétale et la
saturation du solvant. L’extrait obtenu est filtré puis évaporé sous pression réduite pour

obtenir finalement un résidu solide, pateux ou huileux de la plante étudiee.
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C’est une technique simple et facile a utiliser, elle ne nécessite pas d’appareillage
spécifique. L’inconvénient majeur de cette technique est le temps d’extraction qui est assez

long ainsi que ’utilisation d’une grande quantité de solvant.

Dans le but de trouver des solutions moins consommatrices de temps et plus
respectueuses pour I’environnement, nous nous sommes tournés vers les procédés d’éco-
extraction. L’éco-extraction est « basée sur la découverte et la conception de procédés
d’extraction permettant de réduire la consommation énergétique, avec ’utilisation de solvants
alternatifs et de ressources végeétales renouvelables tout en garantissant un extrait/produit de
qualité » [Chemat 2011].

2. Extraction accéléree par solvant « ASE »

L’extraction accélérée par solvant a plusieurs autres nominations, elle a été¢ décrite par
différents groupes de recherche comme une extraction par liquide sous pression, une
extraction par solvant améliorée, une extraction par fluide accélérée et une extraction par
solvant a haute pression. L’ASE est une technique qui applique une haute pression lors de
I'extraction ce qui aide a maintenir les solvants a I'état liquide au-dessus de leur point
d'ébullition. Cela se traduit par une haute solubilité et un taux de diffusion élevé des solutés
lipidiques dans le solvant, ainsi qu'une meilleure pénétration du solvant dans la matrice
[Zhang et al., 2018]. Comme indiqué par son nom, I’extraction accélérée par solvant est une
technique rapide qui peut réduire la consommation de solvant par rapport aux autres
méthodes. L’ASE a été appliquée avec succes pour extraire différents types de produits
naturels, notamment les saponines, les flavonoides et les huiles essentielles [Yi et al., 2012 ;
Ly etal., 2010 ; Xu et al., 2010 ; Xu et al., 2015].

3. Extraction assistée par Ultrason a sonde « UAE »

Historiquement, ’UAE a été utilisée pour la premiére fois en 1950 dans le procédé de
la fabrication de la biere [W. Specht, Z. Lebensm.-Untersuch. ul-Forsch. 94 (1952) 157].
L’ultrason est une fréquence sonore comprise entre 18 et 100 Hertz (Hz). L’UAE n’est
réalisée que lorsque les ondes ultrasonores sont de haute puissance et de faible fréquence. Ce
couplage est considéré comme «ultrasons de puissance » car il provoque des ondes
ultrasonores tres energétiques qui se déplacent dans le solvant en créant des cycles alternés de
haute et de basse pression, ce qui entraine le phénoméne de cavitation acoustique. La
cavitation acoustique entraine localement des différences de pression, des taux de
chauffage/refroidissement, et des forces de cisaillement élevées dans le milieu liquide.

Lorsque les bulles de cavitation implosent a la surface des solutés, les micro-jets et les
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collisions inter-particulaires provoquent des effets tels que la sonoporation, 1’érosion et la
rupture des cellules. En outre, ’implosion des bulles de cavitation dans le milieu liquide crée
des micro-mélanges et des macro-turbulences. Ces implosions violentes perturbent ou
fragmentent la surface de la matrice solide tout en accélérant la diffusion et en améliorant le
transfert de masse [Chemat et al., 2008 ; Jambrak et al., 2008].

Compression Compression Compression
=
=
a
L
(-
» Temps
Raréfaction Raréfaction Raréfaction
Formation des Propagation Taille instable Effondrement
bulles Successive violent / explosion

des bulles

Figure 11 : schéma descriptif du phénomeéne de cavitation ultrasonore

Il existe plusieurs types d’appareils ultrasons mais les plus utilisés en laboratoires
sont : le bain et la sonde assistés par ultrasons. Le bain a ultrasons (fig.12 a) est couramment
utilisé pour la dispersion solide dans le solvant grace a son efficacité en termes de réduction
de la taille des particules solides ce qui améliore leur solubilité. Les sondes assistées par
ultrasons (fig. 12 b) appelé aussi le systeme corné est un dispositif directement immergé dans
le milieu réactionnel. Cette technique peut étre considérée comme plus puissante que celle a
bain car I’intensité des ultrasons est délivrée sur un petit volume (uniquement autour de la
pointe de la sonde). Ce systtme de sonde est largement utilisé pour la sonication des
échantillons de faibles volumes mais des précautions doivent étre prises Vis-a-vis

I’augmentation rapide de la température de 1’échantillon.

(a) (b) Transducteur

N

Générateur

~8

Sonotrode

Figure 12 : dispositifs d’un bain (a) et d’une sonde (b) a ultrason
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Les ultrasons sont capables de faciliter les processus d’extraction a la fois par la
rupture des cellules et I’amélioration du transfert de masse dans la couche limite qui entoure
la matrice solide. En effet, la perforation des membranes et des parois cellulaires, améliore
leur perméabilité en constituant une étape intermédiaire avant que les cellules ne soient
complétement perturbées par la sonication. En outre, les effets mécaniques de la cavitation
induite par les ultrasons, tels que les ondes de chocs, les différences de pression et de chaleur,
les forces de cisaillement et les micro-flux intensifient la pénétration du solvant a 1’intérieur
de la cellule et améliorent le transfert de masse entre la matrice et le solvant, de sorte que les
matériaux intercellulaires entre en contact avec le solvant. L’extraction par ultrasons a
plusieurs avantages citons le rendement éleve, la rapidité du processus ainsi gque son

utilisation possible pour de nombreux solvants.

4. Extraction assistée par Micro-ondes « MAE »

En 1936, Ganzler et Lane ont été les premiers chimistes a utiliser 1’énergie des micro-
ondes dans I’extraction d’ingrédients alimentaires [Ganzler et al., 1990]. Malgré le potentiel
de cette source d’énergie, les micro-ondes n’ont été réellement mises en exergue dans les
laboratoires qu’au cours des deux derniéres décennies. A ce jour, 1’utilisation des micro-ondes

comme une technique d’extraction est documentée par plus de 2000 articles [Vinatoru et al.,

2017].

Le principe du chauffage micro-ondes repose sur la rotation dipolaire des molécules
polaires sous I’effet d’un champ électrique alternatif. En effet, le chauffage par micro-ondes
résulte de la propagation des ondes électromagnétiques dans le milieu irradié. La spécificité
de cette technique repose sur le transfert de chaleur qui au contraire du chauffage traditionnel,
se propage de I’intérieur du milieu irradié¢ vers I’extérieur. Les micro-ondes ne sont absorbées
que par les dipbles qui transforment leur énergie en chaleur. La rotation des dip6les irradiés
par les micro-ondes et la chaleur produite, entraine 1’augmentation rapide de la température et
de la pression a I’intérieur des cellules conduisant a la décomposition de la paroi cellulaire et

la libération des molécules d’intéréts d’une maniére sélective [Chemat et al., 2017].

Cette technique présente 1’avantage de la rapidité d’extraction, de sa sélectivité, et sa
capacité a préserver les propriétés organoleptiques et physico-chimiques des substances

d’intéréts.

22



| = Chapitre I : Synthése bibliographique
i
\—\’\_/ B\—'\_’\/
N_

> ]
N e =R

Chauffage de la cellule Augmentation rapide de la Décomposition cellulaire et
sous irradiation micro-ondes température et de la pression a libération de composés ciblés
I'intérieur de la cellule

Figure 13 : schéma descriptif du phénoméne d’extraction par 1’irradiation micro-ondes
[Chemat et al., 2017]..

5. Microbilles « BM »

La technique de broyage ou d’homogénéisation a 1’aide de microbilles est une
méthode basée sur la rupture mécanique des cellules. En utilisant cette technique, la rupture
cellulaire est induite par des forces de cisaillement produites lors du mouvement de rotation
des cellules et des billes [Gong et al., 2016] (Figure 14). Les collisions microbilles-cellules
sont également supposées étre impliquées dans le mécanisme par lequel le broyage des billes
perturbe les cellules [Nooralabettu et al., 2010]. Plusieurs parametres doivent étre prises en
considération lors de I'utilisation de cette technique, citons par exemple le diamétre, la densité
et le remplissage des microbilles ainsi que la vitesse d’agitation [Montalescot et al., 2015].
Ces parametres doivent étre optimisés en fonction de la rigidité de la paroi cellulaire de la
matrice a étudier ainsi que de la viscosité du milieu. Le rendement de cette technique peut étre
optimisé par la détermination de la concentration optimale de la biomasse pour assurer une
perturbation maximale des cellules. Il existe des interactions complexes entre les différents
parametres du processus, qui nécessitent un réglage fin pour garantir I'efficacité et I'efficience.
Les résultats du broyage des billes peuvent s‘avérer difficiles a prédire en raison de la

complexité des interactions des parametres [Burmeister et al., 2013].

Q Tige tournant

Entrée des
matiéres premiers

Chambre de broyage

Figure 14 : schéma descriptif du phénomene d’extraction par microbilles
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VII. Prédiction théorique : Logiciel COSMO-RS

1. Définition
Le COSMO c’est une abréviation de “COnductor like Screening MOdel”. C’est un
modele de criblage développé par Klamt et ses collaborateurs en tant que méthode de

prédiction de solvatation d’un soluté dans un solvant ou mélange de solvants [Klamt et al.

1998].

Ce modeéle est devenu trés populaire en chimie computationnelle en raison de sa
simplicité algorithmique et de sa stabilité numérique. En appliquant ce modele de prédiction
dans I’industrie, certaines limitations de 1’ensemble de I’approche de solvatation sont
devenues apparentes, comme par exemple, 1’incapacité de distinguer deux solvants qui ont
des constantes di¢lectriques identiques. Cette limitation conduit a I’invention d’un nouveau
concept basé sur la combinaison entre le COSMO et le traitement statistique
thermodynamique des surfaces en interaction. Ce modele a été publié par la suite en tant que
modele de criblage de type conducteur pour une réaliste solvatation nommé COSMO-RS
«COnductor like Screening Model for Real Solvent» [Cossi et al., 2003; klamt et al., 1995].

2. Mode de fonctionnement
Ce modele est basé sur une combinaison de la chimie quantique et la
thermodynamique statistique. Il permet la prédiction de toutes sortes de propriétés d’équilibre
thermodynamique des liquides ce qui rend le modéle intéressant pour la prédiction des

énergies de solvatation.

Calcul global du COSMO-RS

Structure moléculaire o .
“ b Calculs chimie quantique du
. ( nductor-like creening del)

. Molécule idéalement criblée:
R EIE TS O 2 L Répartition de I'énergie de la charge
fichiers COSMO P g 8

de criblage sur les cosmo-surfaces moléculaires

Calculs
quantique

Calculs statistique
thermodynamique rapide

« o-potentiel » du mélange

Résultats: donnés d'équilibre du mélange
(potentiel chimique de tous les composés, énergies excédentaires/enthalpies,
coefficients d'activité, coefficients de partage, solubilités, valeurs de pka,
diagrammes de phase, pressions de vapeur...)

Calculs
thermodynamique

Figure 15 : schéma descriptif du mode de calcul global du logiciel COSMO-RS
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3. Objectifs du COSMO-RS
Apreés I’insertion des molécules cibles, la démarche du COSMO-RS se déroule dans

un ordre chronologique d’un ensemble des objectifs a traiter qui se répartit en 4 parties.

l Molécules ) st e
- i o
Densité de charge | S O W
o

m* at25°C
i ¥ ¥

l Potentiel chimique

1,(0) / k mol"
i

[ solubilités T e

Figure 16 : les différents objectifs traités par le logiciel COSMO-RS

a. Densité de charge électrique :

La densité de charge électrique fait référence a la quantité de charge électrique par
unité d'espace. Selon que I’on considere 1, 2 ou 3 dimensions, soit une ligne, une surface ou
un volume, on parlera de densité, de densité surfacique ou de volume de charge. Le point de
départ est la simulation (par des outils de calculs quantiques) de la molécule immobilisée,
d’une part dans le vide et, d’autre part, dans un état hypothétique qui est celui d’un
conducteur parfait. Dans le conducteur parfait (état COSMO), les lois de 1’¢électrostatique
stipulent que le potentiel électrostatique global (©) sur la surface d’une molécule individuelle
doit étre nul. Par contre, en supposant que chaque élément de surface est isolé, le systeme est
équivalent a un ensemble d’¢léments de surface (ci) avec des potentiels locaux (Oi) et des
charges (qi). Le modele COSMO-RS (COSMO Real Solvation) repose sur cette image.

[ Densité de charge de polarisation ]

o = charge de polarisation/ surface

Figure 17 : répartition de la densité de charge de polarisation a la surface d’une molécule
conductrice
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Le traitement avec des méthodes
de physique statistique d’ensembles
d’éléments chargés en interaction de

contact  électrostatique  permet  de

déterminer les propriétés d’exceés. Pour

pX(o)

une molécule donnée, chaque élément de

surface a donc une densité surfacique de .

charge, encore appelée charge de

g
o
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polarisation (©i = qi/ci), qu’a partir de ole/k o
Figure 18 : histogramme de la charge de

laquelle le logiciel COSMO donne une criblage de surface d’une molécule donnée

représentation approximative de chaque

molécule.

Chaque molécule peut étre représentée par un histogramme de surface par rapport a la
densité de charge de criblage, appelé o (sigma) profil. Le profil ¢ (p (o)) est une

représentation 2D de I'information de la surface 3D o.

Dans ce contexte, une molécule donnée peut étre décrite par la répartition des charges
a sa surface. Cette derniére prend la forme d’une densité de probabilit¢ dénommée o-profile
qui relie la valeur de la densité surfacique de charge o (en e-/A2) au nombre d’¢léments de

surface.

polarité faible

C P(o)
® e
construction d'une
cavité moléculaire l t calcul de

spécifique aux

(€)) (b)

sigma profil

polarité

polarité rayons atomiques
positive négative
~ G
. e

Solvatation dans un conducteur produisant
une charge de criblage de surface

Figure 19 : description de la polarité moléculaire, o-profile d’une molécule (a) et démarche de calcul

d’un o-profile d’une molécule (b)

Dans notre cas, nous utilisons une molécule et un solvant, donc ce systéme n’est pas

valide car la molécule est entourée par un solvant dont les charges ne sont pas réparties de la
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méme facon ; C’est 1a qu’intervient le COSMO-RS. C’est une combinaison de COSMO avec
le traitement thermodynamique statistique des surfaces en interaction, qui a été publié en tant
que modele de criblage de type conducteur pour une solvatation réaliste, abrégé en COSMO-
RS [Cossi et al. 2003 ; Klamt et al. 1995].

b. Probabilite thermodynamique :

e Modélisation soluté-solvant (liquide) :

Dans le cas d’un conducteur parfait décrit précédemment, la molécule est isolée et ne
percoit pas les autres molécules autour. Par contre, pour les molécules comme solvants ou les
molécules dans des solvants, y compris leurs énergies d'interaction, la thermodynamique
statistique doit étre prise en considération. Ainsi, I'approche COSMO-RS considére
I'interaction complexe dans des systémes liquides comme des contacts locaux de segments de

surface avec les densités de charge ¢ et 6 ' (interactions par paires de segments de surface).

Premiérement, pour chaque molécule isolée, la méthode COSMO est appliquée et les

charges de surface apparentes sont déterminées dans une cavité.

. Plusieurs approximations sont considérées ici :

- La cavité est constituée de sphéres de rayons axiaux.

- Les molécules entourées d'un conducteur parfait

La surface de contact moléculaire virtuelle conductrice (double

couche) est calculée par la méthode COSMO chimique quantique. Les
contributions les plus importantes & linteraction énergie fonctionnelle sont I'énergie
d'inadaptation électrostatique, et la liaison hydrogéne. Avec la réduction de toutes les
interactions a des interactions locales de paires (voir schéma ci-dessus) de piéeces de surface
moléculaire, I'ensemble des molécules en interaction pourrait étre considéré comme un
ensemble de segments de surface interactifs indépendants. Sur la base de ce modeéle, les
systémes suivants peuvent étre traités par des calculs COSMO-RS : estimation de Il'affinite

d'une molécule & une autre selon la densité de charge de contact o.

Par conséquent, la molécule est considérée comme solvant et son affinité pour une
autre molécule est représentée comme le potentiel 6S (o) ; estimation de l'affinité d'une

molécule i dans un solvant S calculé comme son potentiel chimique piS.
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Le potentiel 6S (o) d'un solvant S avec la polarité o représente le potentiel chimique

par surface. Cette représentation montre I'affinité pour une certaine densité de charge d'une

molécule en tant que solvant S. Plus le potentiel ¢ est négatif, plus l'affinité de la molécule de

solvant est élevée a la densité de charge considérée. Les piéces de surface sont liées par paires

de surfaces et I'énergie d'interaction totale peut étre exprimée comme une somme des

interactions de surface E (o, ).

1 a 1
Episiit(0,0") = g ?(O'-i- c')’

EHB = aeﬁ‘ CHB min(O; min(o;adonor + GHB )max(O,' Jcrccepror - JHB ))

EvdW = aeﬁ (TvdW + zJvd!.u"u")

Ainsi, I’écart énergétique entre la molécule dans un conducteur parfait (état COSMO)
et la molécule dans un solvant réel (état liquide) peut étre exprimé.

&

e Pour chaque contact de pair de surfaces, il y a un changement
pv’ e |l en résulte un comportement différent pour les différentes

d'énergie

substances en solution

e De toute évidence, il existe de nombreuses dispositions de contact
possibles et une thermodynamique statistique est nécessaire

c. Potentiel chimique

Le potentiel chimique d'une espéce chimique correspond a la variation d'énergie d'un
systéeme thermodynamique liée a la variation de quantité (nombre de moles) de i.

e Calcul du potentiel chimique :

Les molécules sont « découpées » en cavités. COSMO-RS calcule le nombre de
solutions possibles (équation ci-dessus) de contact entre chaque « cavité » du soluté et chaque

« cavité » du solvant.
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Le potentiel chimique d’ajout d’une pi¢ce de surface de polarité o est calculé a partir
de la probabilité pS (c’) pour trouver une certaine polarit¢ a I'intérieur du solvant et des

termes d’interaction :

inpi(ff)
Ps(O')=W

Y Représentation des
molécules

Probabilités

Répété pour tout (o’)
Soluté

Solvant

(1) Faire de la place pour une (2) Intégrer un nouveau
nouvelle surface => segment segment de surface
supprimer les contacts existants => nouveaux contacts

Ainsi chaque segment a son propre potentiel chimique grace a I’équation mettant en
jeu la probabilité de contact «cavité soluté/solvant », le potentiel chimique du solvant,
I’énergie interne (Liaisons hydrogéne, VDW, misfit). Le potentiel chimique d'un segment de

surface de densité de charge o est décrit exactement par le schéma suivant.

Colts énergétiques gratuits
I De devenir partenaire

l Solution itérative o est disponible

E . .(c.6)—n.(c
Hs(o) = —lel‘IJ‘p5 (6 )exp {— e ;ﬁ( ) L
o-potential, c.a.d. "pseudo” - ‘
" : Probabilité d‘énergie d‘interaction o-profile du solvant,

potentiel Chlm{ﬂ_tle d'un de o et o c.a.d. composition du
segment de polarité s dans le solvant Swrt &

solvant S
.. Répété pourtout (¢’)
@
\P«,[U) A

Le potentiel s us(o) est une mesure de I'affinité du systéme S avec une surface de polarités.
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Le potentiel chimique du composeé X dans le systeme S (le solvant) peut maintenant
étre calculé par intégration de ps (o) sur la surface totale du composé. Pour tenir compte des
différences de taille et de forme des molécules dans le systeme, une combinaison
combinatoire supplémentaire u X C, S, qui dépend de la surface et du volume de tous les

composés du mélange et de trois parameétres réglables.

Le potentiel chimique de soluté X dans S

WE = P @us(o) + s
g

Le potentiel chimique peut étre représenté avec un graphique. Il décrit le caractere

donneur /accepteur d’¢électrons et le caractére donneur d’hydrogeéne de chaque molécule.

b) 300 10
o : Hexane Acétone Ethanol Hexane
k 200 - < — — - Acétate d’éthyle
L o & o
= t & ... Méthanol 2 / 0.5
o 100 T g
[ © - .
E | g £ €
- [ © v _ T O e ——— ==
© ’f hy 5 = 0.0 !
t E ] H
E r [} E 1 :
- [ £ o B i !
4 -100: QU (=] 1 '
s | h 0.5 o P
Lol interaction ; interaction avec | interaction
T avec | des fragments ! avec
i donneur HB] non-oolaires i accepteur HB
200 7 -1.0 i I
N ? ! ’ ’ : ’ -0.03

Avec HB : Bonde d’hydrogéne

alenm?

Figure 20 : exemple de graphe explicatif d’un c-potentiel de trois solvants différents

d. Solubilite :

e Calcul de la solubilité :

La solubilit¢ d’un soluté dans un solvant dépend du potentiel chimique ; cela est

exprimé par les formules suivantes [Klamt et al. 2002]:

Liguide Solide
S, | X
Ag = K5 — 1y

[-AY +min(0, AGE)]

MWXpS) In(10)

log S =1
08 s Og( MWy kT

MWXps) _ In(10) AX

X
log S§ = log( MW T S
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e Résultats et interprétations :

Les résultats de prédiction de la solubilité sont donnés sous forme d’un tableau comme

suit :

Mo. Solvent w_RS log10(x_RS) log10{5_RS)
o] oleocanthal OO0 c={0 1} 0,15069771 -0,52718437 -0,83444065
1 oleocanthal 000 OGG DAGOGO c={0 0.8 0.10.1} 0,26074542 -0.36615212 -1.59214179
2 oleocanthal OO0 OGG DAGOGO c={0 0.7 0.20.1} 0.3773947 -0,25642913 -0,42901443
3 oleccanthal 000 OGG DAGOGO c={0 0.6 0.20.2} 0,395815724 -0.2477637 -1.40532314

Avec : log,o(x;)=log,lexp((f" —;ch'jmt —AG; fzion) / RT)]

En effet, lorsqu’on effectue « solvent screening » COSMO-RS crée une échelle
logarithmique en réajustant les valeurs pour atteindre 0 pour la meilleure solubilité. Les autres
valeurs sont données par rapport au(x) meilleur(s) a 0. Les potentiels chimiques sont tous
comparés les uns aux autres et ils sont proportionnels a la valeur de solubilité. Il existe une

linéarité entre les potentiels chimiques et les valeurs des logarithmes.

Exemple : —Acetons

@
Chloroforme Acétone ) /\/\\A
QW\  ‘ | — Chloroform

— Acetone

pllo)

Chioroform

po)

Leurs o-profiles sont presque complémentaires /\/ ‘

otom

Quand on regarde 1’acétone seul, une grande partie de la molécule est apolaire (-0,01 a

0,05) une autre partie se trouve dans la zone « accepteur de proton » (I’oxygene). Quand on
regarde le chloroforme seul, une grande partie de la molécule est apolaire (-0,01 a 0,05), une
autre partie se trouve dans la zone « donneur d’hydrogene ». Quand on regarde les deux
ensembles, ils sont complémentaires, ['un accepteur, ’autre donneur donc ils sont solubles.
Cosmo compare les graphes et estime la solubilité/compatibilité de la molécule dans le

solvant.
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VIIIl.  Activités biologiques

1. Activité antiradicalaire

Un radical libre posséde un ou plusieurs électrons non apparies, ce qui lui confére une
grande réactivité chimique. Les radicaux libres sont comptés dans les especes réactives de
I'oxygene (ERO) [Frankel et al., 2000]. Les radicaux libres sont électriquement neutres ou
chargés (ioniques) et comprennent lI'atome oxygene, le radical hydroxyle (OH-), I'anion
superoxyde (O27). lls peuvent participer a la degradation cellulaire, leurs cibles biologiques
les plus vulnérables sont les protéines, les lipides et 1’acide désoxyribonucléique [Choi et al.,
2018].

Les especes réactives de 1’oxygene radicalaires et non radicalaires sont générées par
les cellules organisme au cours des réactions métaboliques. L’exposition a des oxydants
environnementaux (rayonnement UV, alcool, polluants, tabac, pesticides...) peut contribuer a
augmenter leur production (Pincemail et al., 2002 ; Sorg 2004). Cette surproduction au-dela
des capacités antioxydantes des systémes biologiques donne lieu au stress oxydant qui est
impliqué dans ’apparition de plusieurs maladies, inflammatoires (Ahsan et al., 2003), auto-
immunes (Halliwel 1991), neurodégénératives (Sorg, 2004), cardiaques (Harrison et al.,
2003), diabete (Pal Yu 1994) ou certains cancers (Valko et al., 2007).

Pour se protéger de ses dommages causés par les espéces réactives oxygénées, 1’apport
d’antioxydants alimentaires (polyphénols, caroténoides...) est appréciable en complément des

défenses naturelles de 1’organisme.

2. Activité antidiabétique
Le diabéte se définit par une hyperglycémie chronique, c¢’est-a-dire qu’il est di a une
concentration sanguine élevée en sucre. L’OMS (Organisation mondiale de la santé) le définit
par un taux de glycémie supérieur a 1,26 g/L (7 mmol/L) caractéristique a jeun, confirmé par

deux prises de sang consécutives.

L’hyperglycémie résulte d’une carence totale ou partielle en insuline ou d’une
résistance des tissus périphériques cibles a I’insuline, ayant pour conséquence, une non-
absorption du glucose par les cellules et donc une augmentation anormale de la concentration

sanguine de sucre.

L’insuline est une hormone secrétée par le pancréas qui a pour role de réguler la

concentration de glucose dans le sang, son action est hypoglycémiante.

32



= Chapitre I : Synthese bibliographique

Le diab¢te est ’une des principales urgences mondiales en matiére de santé. Il figure
parmi les 10 premiéres causes de déces dans le monde et représente, avec les trois autres
grandes maladies non transmissibles (MNT) (maladies cardiovasculaires, cancers et maladies
respiratoires chroniques), plus de 80% de tous les décés prématurés dus a des MNT. En effet,
30 a 80% des personnes atteintes de diabéte ne sont pas diagnostiquéees ce qui contribue dans
une large mesure a la problématique du diabéte. Il provoque plusieurs complications a long
termes, particulierement des Iésions, des anomalies et une insuffisance de divers organes,

surtout les reins, les yeux, les nerfs, le coeur et les vaisseaux sanguins [Saha et al., 2012].

Il existe deux formes cliniques principales de diabéte correspondant a deux
mécanismes pathogéniques différents :

- le diabéte insulino-dépendant ou diabete de type 1

- le diabéte non insulino-dépendant ou diabéte de type 2.

a. Le diabéte insulino-dépendant « diabéte de type 1 »

Le diabéte de type 1, précédemment connu sous le nom de diabete insulino-dépendant
ou juvénile, représente environ 10% des cas de diabéte mondiaux [Peter-Riesch et al., 2002].
I1 apparait le plus souvent chez les enfants et les jeunes adultes, c’est pourquoi il est aussi
appelé « diabéte juvéniles ». C’est une maladie auto-immune conduisant a une destruction
sélective et progressive des cellules B pancréatique, productrice de 1’insuline [Boitard, 2002].
Le processus auto-immun des cellules  débute plusieurs années (5 a 10 ans voire plus) avant
le début du diabéte. L’évaluation de la glycémie suppose une destruction de 80 a 90 des
cellules B [Grimaldi et al., 2001]. Cette destruction résulte de la production d’auto-anticorps
dirigés contre les antigenes des cellules B. Elle semble apparaitre chez des sujets
génétiquement prédisposés, c'est-a-dire possédant des genes de susceptibilité liées au systéme
HLA, mais le processus auto-immun serait déclenché par un facteur environnemental encore
mal connu [Boitard 2002]. Il pourrait correspondre a une infection virale [Horwitz 2002]. Ce
processus de destruction entraine une carence en insuline absolue et définitive responsable de
I’apparition d’une hyperglycémie chronique permanente. Le pancréas étant incapable de
produire I’insuline, la survie de ces malades dépend entierement d’injection quotidienne de
cette hormone, d’ou son nom de diabéte insulinodépendant. Les symptdmes classiques les
plus connus pour ce type de diabéte sont : excrétion excessive d’urine (polyurie), sensation de
soif (polydipsie), faim constante, perte de poids et méme altération de la vision et fatigue
[Grimaldi et al., 2001]. Ces symptdmes peuvent apparaitre brutalement.
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b. Le diabete non insulino-dépendant « diabéte de type 2 »
L’organisation mondiale de la sant¢ (OMS) définit le diabéte de Type 2,
précédemment appelé diabete non insulinodépendant, diabéte de la maturité, ou encore
diabéte « gras », comme une affection métabolique qui apparait lorsque le pancreas ne produit
plus suffisamment d’insuline ou que I’organisme n’utilise plus correctement celle qu’il
produit : la déficience sécrétoire et les anomalies de ’action de ’insuline sur les tissus cibles
(muscles et tissu adipeux) peuvent étre associées. Le diabéte est associé a des complications

micro-angiopathiques et macro-angiopathiques.

Ces symptomes peuvent étre les mémes que ceux du diabéte de type 1 mais sont
souvent moins marqués. De ce fait, la maladie peut étre diagnostiquée plusieurs années apres

son apparition, une fois les complications déja présentes.

c. Physiopathologie du diabéte de type 2

Le diabéte de Type 2 comprend les 90-95% des patients souffrant d’un diabéte et est
fréquemment associé a 1’obésité, la surcharge pondérale, ’hypertension artérielle ainsi qu’aux
dyslipidémies. Cette pathologie comporte une importante prédisposition génétique. Le diabéte
de type 2 est une maladie métabolique caractérisée par une hyperglycémie chronique dont les
éléments physiopathologiques comprennent une résistance accrue des tissus périphériques
(muscles, foie) a l’action de I’insuline, une sécrétion de glucagon inappropriée, une
insuffisance de sécrétion d’insuline par les cellules B pancréatiques, ainsi qu’une diminution
de l’effet des incrétines, hormones intestinales stimulant la sécrétion postprandiale de

I’insuline [American association 2007].

Les deux mécanismes principaux associés a ce type de diabéte sont : des anomalies de
la sécrétion de I’insuline et/ou I’insulino-résistance (figure 21). Les anomalies de 1’insulino-
sécrétion sont a la fois qualitatives et quantitatives. Les premiéres anomalies de la sécrétion
de P’insuline, pouvant apparaitre a un stade précoce de la maladie, se manifestent
généralement par la baisse de la réaction sécrétoire rapide aprés stimulation par le glucose
apporté par un repas, appelé pic précoce de sécrétion. A un stade plus avancé, la sécrétion de
I’insuline est altérée quantitativement suite a [’accentuation des atteintes des cellules

pancréatiques pouvant aller jusqu’a 1'insulinopénie profonde.
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Figure 21 : insulino-résistance et hyperglycémie. (pharmacomedicale.org)

L’insulino-résistance, est la réduction de I’effet hypoglycémiant produit par une
sécrétion d’insuline. Le plus souvent liée a 1’obésité, I’hypertrophie du tissu adipeux viscéral
induit notamment des taux importants d’acides gras libres (AGL) et de cytokines impliquées
dans I’insulino-résistance. Ils en résultent une tendance a I’augmentation de la glycémie, et
une capacité réduite de 1’organisme de réguler rapidement sa glycémie, ce que 1’on appelle

I’intolérance au glucose [Calanna et al., 2013].

L’intolérance au glucose est généralement considérée comme un état pré-diabétique.
De plus au niveau périphérique (muscles squelettiques et tissus adipeux), la réponse a
I’insuline est altérée. Des anomalies de la translocation des transporteurs de glucose et de la
phosphorylation du glucose stimulés par I’insuline sont notamment impliquées. A cela
s’ajoute un mécanisme décrit comme un cycle de Randle [Goldstein et al., 2002 ; Capeau et
al., 2006] qui propose une utilisation préférentielle des acides gras plut6t que du glucose au
niveau musculaire, inhibant encore la glycogenese [Doumbia et al., 2019 ; Benbernou et al.,
2019].

Cependant, afin de pallier cette baisse de sensibilité vis-a-vis de I’insuline, on observe
une période d’hyperinsulinisme, qui permet a [’organisme d’assurer en grande partie la
régulation glycémique. Toute cette phase est souvent asymptomatique et peut durer de 10 a 20

ans.
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Enfin, le pancréas ne pouvant plus assurer les besoins toujours croissants en insuline,
I’insulino-déficience marque généralement le début des symptomes de cette pathologie,

notamment les hyperglycémies chroniques.

d. La phytothérapie du diabéte

Depuis longtemps, la phytothérapie du diabete a pris sa part que ce soit dans la
médecine traditionnelle (médecine traditionnelle chinoise, par la médecine ayurvedique, par la
médecine populaire) ou la recherche scientifique (nombreuses études expérimentales,
menées in vitro et in vivo, ont clairement montré que les plantes contenaient des principes
actifs hypoglycémiants). Actuellement, avec I’émergence de la notion du stress oxydant qui
semble jouer un rdle primordial dans les complications et les Iésions des organes associées au
diabete, les plantes antidiabétiques ont pris un grand intérét comme source énorme
d’antioxydant [Sahin et Candan, 2010]. Des études faites sur des plantes médicinales ont
révélé leur effet antidiabétique accompagné de leur effet antioxydant élevé, ce qui donne plus

d’espoir pour prévenir et/ou guérir le diabete et ses complications.

e. Action de l’inhibition de I’alpha-amylase au cours du diabéte
L’alpha amylase est une enzyme endo-hydrolase qui joue le réle d’un catalyseur de
I’hydrolyse de la liaison a-1,4-glycosidique de I’amidon, de I’amylose, de I’amylopectine, de
glycogeéne et les différentes maltodextrines. C’est une enzyme produite par les plantes, les

animaux, les bactéries et les champignons.

Deux types d’enzymes d’o-amylase sont produites chez les mammiféres ; ’enzyme
secrétée par les glandes parotides appelée a-amylase salivaire et I’enzyme secrétée par le
pancréas appelée a-amylase pancréatique. La digestion d’un polysaccharide (I’amidon par
exemple) commence dans la bouche par I’action de 1’a-amylase salivaire en oligomeres. Cette
digestion est arrétée par le pH faible de I’estomac. Lorsque les aliments passent de I’estomac
vers I’intestin ou il y a une neutralisation, la digestion de 1’amidon est complétée par 1’a-
amylase pancréatique en maltose, maltriose et petite malto-oligosaccharides [Defronzo et al.,
1992].
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Etapes de la digestion des glucides
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Monosaccharides

Les glucides sont absorbés exclusivement sous la
forme de monosaccharides

Plusieurs études ont montré que I’inhibition de I’alpha-amylase pancréatique contribue
a la diminution de la glycémie postprandiale ce qui conduit a la prévention des complications
associées au diabéte. La plupart de ces agents inhibiteurs sont synthétiques et ont des effets

secondaires tels que les vomissements et la diarrhée.

3. Activité analgésique
Les analgésiques sont des médicaments du systéme nerveux, qui agissent comme des
modificateurs de la perception douloureuse. Ils ont le role d’atténuer ou de supprimer la

douleur par une action périphérique ou centrale, sans provoquer la perte de conscience.

La douleur est définie comme une sensation émotionnelle désagréable associée a une
lésion tissulaire réelle ou potentielle. C’est un phénomene neurophysiologique complexe
contenant plusieurs composantes : sensorielle, affective et comportementale. Il est connu que
la douleur est subjective, c.a.d. qu’elle est per¢ue d’une facon différente d’un individu a un
autre. La réaction a la douleur s’effectue en plusieurs étapes mais dans une période tres
restreinte. En effet, la douleur est due a la stimulation de récepteurs spécialisés appelés « les
nocirecepteurs » ou « nocicepteurs ». Ils sont constitués par des terminaisons libres de fibres
nerveuses. La stimulation directe de ces nocicepteurs par un stimulus physique, chimique ou
thermique, engendre une sensation de douleur immédiate et fugace : ¢’est la premiére douleur.
Par la suite, des médiateurs chimiques libérés par les tissus Iésés comme la sérotonine et

I’histamine, sensibilisent de nouveau les nocicepteurs, provoquant une autre douleur diffuse et
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tardive : c’est la deuxiéme douleur. Finalement, les fibres afférentes provenant des
nocicepteurs excitent les neurones spinaux, engendrant la transmission de 1’information
douloureuse par les voies ascendantes vers plusieurs régions cérébrales qui constituent les
zones de la perception de la douleur et de la réponse : c’est la réaction a la douleur. Toutes ces
étapes se produisent en un temps relatif a une vitesse variable entre 30 et 120 m/sec. La
douleur est un phénoméne physiologique protecteur, il a le role d’un signal d’alarme qui
informe le sujet qu’un stimulus nocif menace son intégrité. Par ailleurs, le sujet peut adopter

une attitude qui évite des lésions supplémentaires.

Une douleur aigue ou prolongée sera insupportable par le sujet, ce qui nécessite
I’action d’un calmant soit 1’analgésique pour atténuer ou méme supprimer ce malaise. Selon
I’intensité et la localisation de la douleur, le type du calmant doit étre choisi. Les deux
principales classes d’analgésique existantes sont les analgésiques centraux et les analgésiques

périphériques.

Les analgésiques centraux les plus connus et les plus utilisés sont les analgésiques
morphiniques appelés aussi opioides. Leur rdle principal est d’atténuer la propagation des
influx ioniques et donc de diminuer la libération de neurotransmetteurs excitateurs et par la
suite inhiber la perception a la douleur. lls ont donc un effet analgésique puissant et direct au
niveau médullaire. Cette classe d’analgésiques est utilisée uniquement dans le traitement des
cas extrémes des douleurs aigues et n’est délivrée que sur ordonnance médicale a cause de ses
effets secondaires. Parmi ces effets latéraux génants on peut citer : I’euphorie, la dépression

respiratoire et la dépendance physique.

Les analgésiques périphériques sont des produits de structures chimiques trés
diverses qui sont utilisés dans le traitement des douleurs modérées. Leur action se déroule au
niveau sensitif de la douleur ; Ils agissent principalement par inhibition de 1’activité de la
prostaglandine synthétase. Ils ont la particularit¢é d’étre dénués de toute action
toxicomanogene. Cette classe d’analgésiques est divisée en trois sous-classes qui sont: les

antipyrétiques, les antipyrétiques et anti-inflammatoires, et les analgésiques purs.

IX. ldentification et quantification des composés chimiques

La chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de masse (HPLC/MS)
est une technique séparative basée sur 1’association de la capacité de séparation de la
chromatographie en phase liquide et de la détection en spectrométrie de masse hautement

sensible et sélective.
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La spectrométrie de masse est une technique de caractérisation chimique qui permet

I’identification des composés chimiques présents dans un échantillon. Son mode de

fonctionnement consiste a produire des ions (m**) a partir des atomes ou des molécules

présents dans un échantillon et de le séparer en fonction de leur rapports masse/charge (m/z)

et de leur abondance dans le but de les identifier de déterminer leur structure chimique ainsi

que de les quantifier. Elle est peut étre définie comme suit :

une source d’ionisation dans laquelle les molécules sont ionisées a partir d’un

échantillon vaporisé.

- un ou plusieurs analyseurs qui consistent a séparer les ions formés en fonction
de leur rapport m/z.

- un détecteur qui mesure un courant électrique proportionnel a la quantité d‘ions
recus aux différentes valeurs de m/z.

- un systeme de traitement de données qui transforme le courant électrique en un

signal chromatographique.

N )

Production dions Séparation des lons Conwarsiom dun Reprmntaton des
pmduits en fomnotiomn Nl T o dlonmée s dans umn

€n phase gazeuse
F g du rapport myz AL ERCR KL xRy spects de masce

Figure 22 : structure d’un spectrométre de masse

Depuis ’essor des procédés d’ionisation a pression atmosphérique, il existe deux types
de sources d’ionisation qui sont majoritairement utilisées pour l’analyse des composés
phénoliques par HPLC/MS : I’ionisation par electrospray (ESI) et I’ionisation chimique a
pression atmosphérique (APCI). L’ESI repose sur I‘introduction d‘une solution de

I’échantillon a analyser dans un capillaire porté a un potentiel élevé (positif ou négatif).

X. Plan d’expériences

Les grandes industries européennes ont commencé a utiliser les plans expérimentaux
vers les années 1980. Actuellement, la majorité des industries utilise cette méthode
expérimentale au stade de la conception aussi bien qu’au cours de la production. C’est un
outil de qualite qui assure la reproductibilité et la maintenance de la qualité du produit a
commercialiser. Il existe plusieurs types de plans d’expériences tels que le plan factoriel

complet ou fractionnaire, le plan Box-Behnken, la méthode Taguchi, la méthodologie des
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surfaces de réponse etc. Le type du plan d’expérience doit étre choisi selon le nombre, le type

des parametres et des expériences a mise-en ceuvre au cours de 1I’expérimentation.

R/

% Le plan factoriel complet :

Les plans factoriels complets et fractionnaires a 2 et a 3 niveaux sont les plans les plus
utilisés dans les entreprises. En effet, la conception factorielle permet a I’expérimentateur
d’étudier I’effet combinatoire des facteurs sur une réponse envisagée. Dans notre
investigation, nous avons utilisé le plan factoriel complet & deux niveaux pour chaque facteur.
Dans ce plan, les unités expérimentales prennent toutes les combinaisons possibles de ces
niveaux a travers les facteurs étudié¢s. Le nombre total d’expériences pour étudier K facteurs a
deux niveaux est de 2K [Antony 2014]. Ce plan est particulierement utile dans les étapes
préliminaires d’un travail expérimental, en particulier lorsque le nombre de paramétres a

envisager ou le nombre de facteurs ne dépasse pas 4.
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CHAPITRE Il ;
MATERIEL & METHODES

A.ETUDES CHIMIQUE ET BIOLOGIQUE DE L’EXTRAIT
ETHANOLIQUE DE GRIGNONS D’OLIVE

Récolte et identification

Les grignons d’olive sont issus de la trituration de la variété « Aglandau » récoltée en

octobre 2019 et cultivée selon les régles de 1’agriculture biologique (Moulin Castelas, aux

Baux-de-Provence, France). Ce moulin est équipé d’un systéeme de centrifugation a deux

phases qui permet la production d’un seul sous-produit « la pate de grignons d’olive humide »

qui contient environ 70% de phase liquide. Les grignons frais ont été mis dans des sachets

hermétiques et immédiatement congelé et conservé a I’obscurité a -20 °C jusqu’a utilisation.

Aprés pressage, la phase liquide obtenue est lyophilisée (Cryotec qosmos-80, France)

puis broyée (Qlive 870873, France). Le taux d’humidité de la poudre obtenue est mesurée

I’aide d’un humidimétre (Ohaus MB35, USA) pour exprimer les résultats par matiére seche.

II. Macération conventionnelle

100 g de poudre de grignons
d’olive ont été mises en macération
dans 500 ml d’éthanol dans un ballon
de 1 L pendant deux heures a 50°C
sous agitation mécanique. Par la suite,
le macérat est filtré puis concentré a
sec sous pression réduite a I’aide d’un
évaporateur rotatif pour récupérer
finalement un extrait éthanolique brut

des grignons d’olive.

Figure 23 : extraction de la poudre de grignons d’olive par macération
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I11. Screening phytochimique et biologique

1. Mise en évidence de familles phytochimiques
La phase aqueuse de grignons d’olive a été testée pour la présence de certains
métabolites secondaires. Une solution (S) de 1’extrait éthanolique a été préparée (1:1 ; solute :

solvant) (m/v) puis testée selon les différents protocoles expérimentaux P1 a P6.

P1 : Test de stérols et terpénoides (réaction de Libermann) : & 1 mL de (S), 0,2 mL
d’anhydride acétique et 4 gouttes de H2SO4 concentré sont ajoutés. La presence de ces

métabolites est confirmée par le changement de coloration du violet au bleu-vert.

P2 : Test des flavonoides : a 1 mL de (S), 2 mL d’EtOH 50% en présence des quelques
gouttes de HCI 0,1 M et deux a trois copeaux de Mg sont ajoutés. Le test est positif si la

couleur de la solution varie de 1’orangée vers le rouge-violet.

P3 : Test des alcaloides (Réaction de Mayer) : a 1 mL de (S), 0,5 mL d’HCI 0,1 N avec 5
gouttes de réactif de Mayer sont ajoutés. L’apparition d’un précipité blanc dans le liquide

concentré confirme la présence de ces métabolites.

P4 : Test des saponines : 1 mL de la solution (S) est mélangé avec 1 mL d’eau distillée suivi

de 2 min d’agitation. Le test est positif par la formation de mousse.

P5 : test des tanins : 1’ajout de FeClza 1% dans 1 mL de la solution (S), permet de détecter la
présence des tanins. La couleur vire au bleu noir en présence de tanins galliques, et au brun

verdatre en présence de tanins catéchiques.

P6 : Test des caroténoides et/ou triterpénes (réaction de Carr et Price) : a 1 mL de la
solution (S), 5 gouttes de la solution de « ShCls (20%) / chloroforme » sont ajoutées :
I’apparition d’une coloration fugace bleu a bleu violacé indique la présence de I’un ou de ces

métabolites.

2. Analyse quantitative de I’extrait éthanolique de grignons

d’olive
L’étude quantitative des extraits bruts de grignons d’olive avait pour objectif la
détermination de la teneur des phénols totaux et des flavonoides. En effet, les grignons d’olive
sont connus par leur composition riche en polyphénols. Selon les études réalisées par Cecchi
et al., 2018; Ciriminna et al., 2015, 2% des polyphénols passent dans 1’huile d’olive durant le

procédé de trituration et presque 98% migrent dans le coproduit résultant.
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a. Dosage des polyphenols totaux

La teneur totale en polyphénols de I’extrait éthanolique de grignons d’olive a été
déterminée selon la méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu avec de légéres modifications
[Khaled et al., 2007]. En bref, un volume de 0,5 mL de I’extrait (1 mg/mL) a été ajouté a 2,5
mL de reactif de Folin-Ciocalteu (dilué 10 fois). Aprés 5 min, 2 mL d’une solution saturée de
carbonate de sodium (7,5 %) ont été ajoutés. Les solutions obtenues ont été incubées a
I’obscurité pendant 1 h puis leurs absorbances ont ét¢ mesurées a 760 nm. Chaque extrait est
mesur¢ trois fois. La quantification des composés phénoliques a été calculée a partir d’une
courbe d’¢étalonnage en acide gallique. La teneur des composés phénoliques dans 1’extrait est

exprimée en milligrammes d’équivalent d'acide gallique (EAG) par gramme d’extrait sec.

b. Dosage des flavonoides

La teneur totale en flavonoides de I’extrait éthanolique des grignons d’olive a été
déterminée selon la méthode colorimétrique décrite par Li et al., (2015). Brievement, 250 pL
de I’extrait (I mg/mL) ont été mélangés a 75 uL d’une solution de NaNo. (5%) et 75 pL
d’une solution de chlorure d’aluminium hexa-hydraté (AICI3) & 10%. Apres 6 min
d’incubation a I’obscurité a la température ambiante, 500 pL. d’une solution de NaOH (1 M)
ont été ajoutés au mélange. L’absorbance du mélange réactionnel a été mesurée a une
longueur d’onde 510 nm par rapport a un blanc par spectrophotométrie. La teneur totale en
flavonoides a été calculée a 1’aide 1’équation de la droite de régression de la courbe
d’étalonnage de la quercétine (référence) et les résultats ont été exprimés en mg d’équivalence

de quercétine par g d’extrait (mg EQ/g d’extrait).
Y =1,4392x ; R?=0,9946
Soient :

e Y : L’¢quation de la droite de régression lin€aire de la densité optique par rapport a la

concentration.

e RZ: Le coefficient de détermination des variables x et y (le carré du coefficient de

corrélation linéaire r).

V. L’activité anti-oxydante de I’extrait éthanolique

Dans le but d’étudier I’activité antioxydante des grignons d’olive, 3 tests de mesures

complémentaires ont été appliqués sur I’extrait éthanolique.
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1. Activité anti radicalaire (test de DPPHe)

Le protocole utilisé pour 1’évaluation de I’activité antiradicalaire de I’extrait par la
méthode DPPH est décrit par Trigui et al., 2013. Briévement, un volume de 1 mL de
différentes concentrations de 1’extrait éthanolique a été ajouté a 2 mL d’une solution de DPPH
(0,04 g/L dans I’éthanol). Les solutions résultantes ont été incubées a 1’obscurité a
température ambiante pendant 30 min. L’absorbance a été mesurée a 517 nm contre un blanc
préparé dans les mémes conditions. La concentration inhibitrice Clso relative a la valeur de

P1=50% est déterminée a partir de la courbe puis comparée avec celle de la vitamine E.

2. La capacité antioxydante totale (CAT)

La capacité antioxydante totale de ’extrait éthanolique des grignons d’olive a été
testée selon la méthode décrite par Prieto et al., 1999. Un aliquote de 0,1 mL de la solution a
tester (1 mg/mL dans I’éthanol) a ét¢é mélangé avec 1 mL de solution de réactif (acide
sulfurique de 0,6 M, phosphate du sodium 28 mM et molybdate d'ammonium 4 mM). Les
solutions résultantes ont été incubées dans un bain-marie a 95 °C pendant 90 min. Apres
refroidissement a température ambiante, 1’absorbance a été mesurée a 695 nm contre un blanc
contenant 1 mL de solution du réactif et 0,1 mL d’éthanol. L’acide gallique est ’étalon de ce
dosage et la capacité antioxydante totale de I’extrait a été exprimée en mg d’équivalents

d’acide gallique (EAG/g d’extrait Sec).

3. Pouvoir réducteur (FRAP)

L’extrait éthanolique est solubilisé¢ dans 5 mL d'eau distillée, puis un volume de 0,5
mL de cette solution (ou H20 pour I'échantillon de contrdle) a été mélangé avec 0,5 mL d'une
solution a 1 % de ferricyanure de potassium et 0,5 mL d'un tampon phosphate (0,02 M, pH 7).
Le mélange est incubé a 50°C pendant 20 min. Apres refroidissement, un volume de 0,5 mL
d'une solution d'acide trichloracétique 0,1% est ajouté suivi d’une centrifugation a 2000 tr/min
pendant 5 min. 1,5 mL de surnageant est mélangé a 0,2 mL de chlorure ferrique a 0,1%.
L'absorbance a été mesurée a 700 nm contre un blanc. L'activité réductrice de 1’acide
ascorbique est utilisée comme standard et les résultats sont exprimés en valeur moyennes +

écarts-types.
V. Activité antidiabétique de I’extrait éthanolique

1. Induction du diabete Type 1 (DT1) chez les rats

L’induction de diabéte se manifeste par une solution monohydrate d'alloxane dans une

solution saline de NaCl 0.9 % a pH 4 a raison de 120 mg/kg de poids corporel. La préparation
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et 'injection intra péritonéale doivent étre consécutives. L’alloxane va provoquer une
libération intensive d’insuline ce qui engendre la diminution du taux du glucose dans le sang
et entraine une hypoglycémie aigué qui peut causer la mort de I’animal. Aprés 6 heures
environ, une solution de glucose a 20 % est administrée aux rats afin d’éviter tous symptomes
d’hypoglycémie, de méme, le glucose est ajouté a I’eau de la boisson a 5 % pour les 24
heures. L’alloxane est réinjecté pour le deuxiéme jour aussi. Apres la période de traitement,
les rats marquant une hyperglycémie (glycémie supérieure a 1,2 g/L), seront soumis aux

analyses.

2. Traitement du diabete (DT1)

L’évaluation du pouvoir d’inhibition de l'a-amylase in vitro de I’extrait éthanolique été
déterminée a 1’aide d’un dosage spectrophotométrique en utilisant 1’acarbose comme une
substance de référence [Gella et al., 1997]. Une quantité de I’extrait a été dissoute dans le
DMSO a des concentrations de 50, 100 et 200 pg/mL. La solution de I’enzyme a-amylase a
été préparée en ajoutant 0,5 mg d'a-amylase dans 1 mL de tampon phosphate (20 mM, pH
6,9). Le mélange incubé 15 min a 37°C puis 1 ml d'amidon (0,5 %) a été ajouté au mélange

qui est ré-incubé 15 min a la méme température.

Une solution de I’enzyme lipase (100 pg/mL d’un tampon de phosphate de potassium
(0,1 mM, pH 6,0)) a été utilisée dans ce test. L extrait éthanolique du grignon d’olive a été
pré-incubé avec la solution de lipase pendant 10 min a 37°C. Par la suite, 0,1 ml de substrat
NPB a été ajouté. La quantité de p-nitrophénol formée a été mesurée aprés 15 min a 37°C.

Chaque expérience a €té réalisée en triplicat.

L'absorbance a été mesurée par spectrophotométrie a 405 nm (Jenway 6405 UV /
Visible, Grande-Bretagne). De méme, une réaction de contréle a été effectuée dans les mémes
conditions sans l'extrait de grignon d’olive. Le pourcentage d'inhibition (PI) a été calculé par

I’expression suivante :
PI = [(Absorbance contréle - Absorbance Test) / Absorbance contréle] x 100
e DMSO : Diméthylsulfoxide

e NPB : Butyrate de p-Nitrophényle
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VI. Activité analgésique de I’extrait éthanolique

1. Le principe
Le test de torsion permet d’évaluer l'activité analgésique périphérique. L'effet
analgésique de I'extrait éthanolique des grignons d’olive a été déterminé en mesurant le
nombre de torsions abdominales induites par l'injection intra-péritonéale (IP) de I'acide

acétique (0,6 %).

La technique utilisée a été réalisée selon la méthode décrite par Ouédraogo et ses
collaborateurs [Ouédraogo et al., 2011]. Cinquante-cinq minutes apres I'administration
intra-gastrique de I’extrait ou du standard (I’acide salicylique 100 mg/kg), les souris ont recu
par voie intrapéritonéale I'acide acétique (0,6 %) a la dose de 10 mL/kg. Cing minutes aprés
I'injection de I'acide acétique, le nombre de torsions a été compté chez chaque souris durant
30 min. Les solutions préparées ont été administrées par voie intra-gastrique 55 min avant
I'injection de I'acide acétique. L'effet analgésique périphérique a été évalué selon la formule

suivante :
%d’inhibition = (1-Wt/Wb) * 100
Avec :
- Wb : moyenne du nombre de torsions du groupe témoin
- Wt : moyenne du nombre de torsions du groupe traité.

Dans notre étude ;

Les souris albinos suisses ont été réparties au hasard en trois groupes composés
chacun de cing animaux. Tous les groupes ont d'abord été traités avec de la levure de
boulanger (Saccharomyces cerevisiae) (3 mL/kg de suspension a 10 % sous-cutanée) pour
I'induction de la fievre. Apres 24 h, les animaux du groupe 1 ont été traités avec de I'eau
distillée et ont servi de contrble négatif. Les animaux du groupe 2 ont été traités avec du
paracétamol (Aspégic) par voie orale et pris comme contrble positif. Les animaux des
groupes 3 ont été traités avec l'extrait éthanolique a une dose de 50 mg/Kg de poids
corporel. Les résultats ont été exprimés en nombre de contorsions détectées durant une
période de 5 min aprés injection de I'acide acétique ainsi qu’en pourcentage d’inhibition des

crampes.
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B. OPTIMISATION DE L’ECO-EXTRATION DE
BIOMOLECULES A HAUTE VALEUR AJOUTEE A PARTIR
DE GRIGNONS

I. Prédiction théorique du meilleur ratio Ethanol-Eau pour

I’extraction des polyphénols

L’extraction des composés phénoliques des végétaux ou de leurs coproduits est
influencée par différents facteurs comme la nature de la matrice, le pH, la température, la
polarit¢ du solvant, le rapport soluté/solvant et le temps d’extraction. Dans notre étude,
’¢éthanol et I’eau sont considérés comme des solvants verts. L’optimisation de la proportion
EtOH/H20 a été menée par une étude théorique a I’aide du logiciel COSMO-RS puis

confirmé par des études expérimentales.

La prédiction COSMO-RS est une procédure qui se déroule en deux étapes
comprenant des étapes microscopiques et macroscopiques. On commence par la premiére
étape du modele COSMO qui consiste a simuler I’environnement conducteur virtuel dans
lequel les molécules étudiées sont intégrées. Dans un environnement donné, la molécule
induit une densité de charge de polarisation a sa surface. Par conséquent, I’algorithme de
calcul quantique auto-cohérent convertit la molécule a 1’état d’énergie optimale dans le
conducteur en fonction de la géométrie et de la densité électronique de la molécule. La
deuxiéme étape utilise des calculs thermodynamiques statistiques. La densité de charge de
polarisation induite par la molécule est utilisée pour quantifier 1’énergie de 1’interaction des
segments de surface interagissant par paires attribué a la liaison hydrogene et 1’électrostatique.
A la surface de chaque molécule, la distribution 3D des charges de polarisation est convertie
en une fonction de composition de surface appelée « le profil S ». Ce profil S fournit des
informations détaillées sur la distribution de la polarité moléculaire. Par la suite, le potentiel
chimique du segment de surface appelé «potentiel o», est calculé en utilisant la
thermodynamique de I’interaction moléculaire basé sur le profil S obtenu. Tout récemment,
une intégration directe de la fonction de réponse du solvant ‘potentiel sigma’ du COSMO-RS
dans I’auto-consistance de la chimie quantique. Dans le présent travail, le programme
COSMOthermX (version C30 release 13.01) a été utilisé. Des mélanges hydroalcooliques
d’EtOH : H20 avec une variation des pourcentages d’éthanol de 0 a 100% ont été¢ modélisés.

Les calculs ont eté effectués a 20°C et a 50°C pour chaque melange. Aprés une étude
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bibliographique approfondie, la selection des solutés a été basée sur les principaux

polyphénols détectés dans les grignons d’olive [Malapert et al., 2017].

En mettant en ceuvre le modéle COSMO dans le logiciel COSMOtherm (C30 1401,
CosmothermX14, COSMOIlogic Gmbh & CO.KG), la solubilité relative des principaux
composés du grignon d’olive selon différents rapports EtOH : H2O a pu étre calculée. Le

calcul se fait de la maniére suivante :

purs solvent
Exp(u}' —U; - ﬂG_;l',fusion )]

RT

logyo(xj) = logyg[

e X;: solubilité de j
e ;P le potentiel chimique du composé pure j
e Mt |e potentiel chimique de j & des infinités de dilution

e AG;j, fusion : I’énergie libre de fusion de j

La solubilité relative est toujours calculée a une dilution infinie. Le logarithme de la
meilleure solubilité est défini a O et tous les autres solvants sont classés par rapport au solvant

de référence ou le meilleur solvant trouvé.

Il.  Optimisation du temps d’extraction : Etude cinétique

Une étude cinétique préliminaire a été réalisée afin d’optimiser le temps nécessaire
pour extraire la majorité des composés phénoliques a partir des grignon d’olive. Le solvant
utilisé pendant 1’étude cinétique est basé sur la littérature et les résultats de la prédiction
théorique obtenus par le logiciel COSMO-RS. Selon la littérature [Cepo et al., 2017 ; Barros
et al., 2013 ; Nawaz et al., 2006 ; Wang et al., 2008], les ratios du solvant hydroalcoolique les
plus utilisés dans ce type d’extraction sont des ratios allant de 50% a 80% d’éthanol ou de
méthanol, ce qui est confirmé aussi par la prédiction théorique. Le ratio 60% EtOH et de 40%

H-O a été choisi pour les études préliminaires.

5 g de grignons d’olive secs sont mis en suspension dans 50 mL de solvant éthanol/eau
(rapport soluté/solvant, 1 :10) sous une agitation constante pendant 3 h. Un prélevement de 5
mL de la solution est realisé a t = 0 puis apres 5 min, 10 min, 20 min, 30 min, 60 min, 120
min et 180 min pour étudier la cinétique de I’extraction du grignon d’olive par la
détermination de la quantité des phénols totaux (TPC) de I’extrait. Cette procédure est réalisée

a20°C et a 50°C. Trois mesures ont été prises pour chaque étape.
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1. Optimisation du meilleur ratio EtOH-H2O pour I’extraction

des polyphénols

Aprés une prédiction théorique de la solubilité relative des solutés étudiés dans les
différents ratios éthanol : eau, et ’optimisation de la durée d’extraction, il est nécessaire
finalement de confirmer le meilleur ratio du solvant. De ce fait, la macération conventionnelle
a été mise en ceuvre a deux temperatures différentes : 20°C et 50°C pour déterminer les
solubilités expérimentales. Le méme principe d’extraction décrit dans la partie d’étude
cinétique est utilisé pour chaque ratio EtOH/H20 : 5 g de grignons d’olive sec sont mis en
suspension dans 50 mL de solvant éthanol/eau (rapport soluté/solvant, 1:10) sous une
agitation constante pendant 20 min a une température de 20°C puis de 50°C. Les
prélevements ont été faits en triplicat pour les analyses spectrophotométriques et

chromatographiques.

IV. Intensification du rendement d’extraction: techniques

Innovantes et vertes

1. Extraction acceleree par solvant « ASE »

Un extracteur rapide de type (E-916/E-914, BUCHI, Suisse)

a ¢té utilisé pour I’ASE. Les conditions opératoires ont été fixées a
100 bars pour la pression d'extraction, 50°C pour la température
pour un cycle d'extraction. 1 min de temps de préchauffage avant 5
min d'extraction et enfin 3 min de décharge. 6 g de poudre de
ot

grignons d'olive ont été mélangés avec du sable et versés dans des
cellules d'extraction de 120 ml, puis 60 ml de mélange (EtOH/H.O

60:40 v/v) ont été injectés dans les cellules pour collecter finalement

les extraits.

2. Extraction assistée par ultrason a sonde « UAE-P »

L’UAE des grignons d'olive a été réalisee a l'aide [
d'une sonde a ultrasons (20 KHz, 1 kw, UIP 1000 hdT, e ® N
Hielscher Ultrasonic GmbH, Allemagne). 15 g de poudre g~ gL e /i 7

& J

de grignons d'olive ont éte immergés dans 150 mL de
mélange hydroalcoolique (EtOH-H.O 60:40 v/v). La [= &

solution a été insérée dans un réacteur a double
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enveloppe connecté a un systeme de refroidissement/chauffage (Ministat 125, Huber,
Allemagne) pour maintenir la température a 50 °C pendant I'extraction. Ensuite, ce mélange a

été soumis aux ultrasons pendant 5 min avec une puissance ultrasonore de 500 W.

3. Extraction assistée par ultrason a bain « UAE-B »

L’UAE-B a été réalisée dans un réacteur d'extraction : Ellji"'ﬂ
par ultrasons PEX 1 (REUS., Contes, France). Il est composé 2 ‘; = B Sle

d'un réacteur en inox de dimensions 14 x 10 cm et d'une

e

capacité maximale de 1 L, équipé d'un transducteur a la base
qui fonctionne a 25 kHz de fréquence, avec une puissance
d'entrée maximale (puissance de sortie du générateur) de 350
W. Le contrble et la régulation de la température d'extraction
de 50°C est assuré par un réacteur a double enveloppes a

circulation eau a l'aide d'un systeme de

refroidissement/chauffage (Ministat 125, Huber, Allemagne).
15 g de poudre de grignons d'olive immergées dans 150 mL de solvant d'extraction (EtOH-

H>0 60:40 v/v) ont été introduits dans le réacteur a ultrasons.

4. Extraction assistée par micro-ondes « MAE »

Un systeme Milestone EOS-GR (Microwave Gravity System,

Italie) eéquipé d'un capteur de température infrarouge et de deux

magnétrons de 950 W a été utilisé pour la MAE. Dans un ballon a
fond rond de 500 ml, 15 g de poudre de grignons d'olive ont été
immergés dans 150 ml de mélange éthanol : eau (60:40 v/v). La
puissance était préalablement fixée a 100W et la température était

mesurée & 5 min d'extraction (entre 52°C et 54°C).

5. Extraction assistée par les microbilles « BM »

L’extraction assistée par microbilles a été réalisée en tube
d'entrainement de 20 mL de type ULTRA-TURRAX (UTTD, Ika,
Allemagne). Une masse de 1 g de grignons d'olive a été mélangée a 20
g de billes de céramique et a 10 mL de melange éthanol : eau
préchauffée (60:40 v/v) puis, le mélange a été soumis a 4000 rpm,

pendant 5 min. Les extraits ont été conservés a -18°C jusqu'a I'analyse.
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V. Détermination des phénols totaux

Le dosage des phénols totaux a été réalisé par la méthode du Folin-Ciocalteu. Un
volume de 2,5 mL de I’extrait préalablement dilué (1 : 1000) a été mélangé avec 125 L du
réactif de Folin-Ciocalteu, aprés 3 min de repos, un volume de 50 uL d’une solution aqueuse
saturée du carbonate de sodium (Na2COs3) a été ajouté. Aprés agitation, la solution a été
incubée pendant 60 min a I’obscurité. La densité optique a été mesurée par la suite a 750 nm
(UV-Visible specord S600, analytic jena). Le tyrosol a été utilisé comme référence pour la

gamme étalon.

VI. Quantification des phénols totaux par UHPLC :

La quantification des phénols totaux a été faite par la UPLC (Acquity UPLC® H-Class
plus system (Waters, Milford, MA, USA)) équipée d’un détecteur a barrette de diodes (DAD
200-800 nm, Waters, Milford, MA, USA). Pour la détermination de la teneur en composés
phénoliques dans les différents extraits du grignon d’olive, une méthode UPLC en phase
inversée a été appliquée comme décrite par Malapert et al. 2018. La séparation a été réalisée
sur une colonne Acquity UPLC-BEH C18 (2,1 mm * 50 mm, granulométrie 1,7 um). La
phase mobile a été acidifiée a 1’eau a 1% par de I’acide formique (solvant A) et de
I’acétonitrile (Solvant B). Le gradient était linéaire et les proportions de solvant B utilisées
étaient les suivantes : 0—10 min 1-20 %, 10-12 min 20-30 % et 12-14 min 30-100 %. Le
volume d'injection était de 1 pL et la température de la colonne a été maintenue a 35°C. Le
long des trois étapes du gradient, le débit était de 0,30, 0,35 et 0,40 mL/min. La détection a
été réalisée sur une gamme de 200 et 600 nm avec 1,2 nm de résolution. La quantification des
principaux composés phénoliques a éte réalisée a partir de courbes d'étalonnage construites
avec I'hydroxytyrosol, le tyrosol, l'acide caféique et I'acide p-coumarique. Les composés
phénoliques ont été détectes et quantifiés & 280 nm. Toutes les analyses ont été faites en
triplicat.

VII. Les analyses statistiques :

L'expression des variables continues a eté prise comme valeur moyenne + écart type
(SD). La distribution de normalité de toutes les variables quantitatives (TPC, 3-
hydroxytyrosol, tyrosol, acide caféique et acide p-coumarique) a été analysée et validée a
I'aide du test de Shapiro-Wilk. Ensuite, afin de comparer la moyenne de TPC entre tous les
groupes de ratio de solvant a 20°C et 50°C, un test paramétrique ANOVA et un test post-hoc
(Tukey) ont été utilisés. Le test Student a été utilisé pour comparer la valeur moyenne de la

guantité de 3-hydroxytyrosol, tyrosol, acide caféique et acide p-coumarique aprés 20 min de
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maceration a deux températures : 20°C et 50°C. Les analyses statistiques ont été réalisées a
I'aide du logiciel IBM SPSS Statistics 23 (Armonk, NY, USA) a un niveau de confiance de
95% (valeur de p <0,05 considérée comme statistiquement significative). Toutes les

expériences ont été réalisées en triplicat.
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C. OPTIMISATION DE L'EXTRACTION DES POLYPHENOLS
PAR UNE HUILE VEGETALE

Choix des parametres de I’optimisation

Gréce a leurs compositions variées en acides gras polyinsaturés, les huiles végétales
peuvent étre des solvants verts pour I’extraction de certains composés d’intéréts a partir d’une
matrice végétale. L’oléo-extraction est une nouvelle approche récemment développée par des
chercheurs du domaine de la chimie verte, visant 1’évaluation et 1’optimisation du pouvoir
solubilisant des huiles végétales pour certains composés bioactifs. Une étude portée par Yara-
Varon et ses collaborateurs, 2017, a souligné le pouvoir solubilisant des huiles végétales pour
des composés bioactifs et 1’intérét des solvants biosourcés comme une alternative aux
solvants d’origine pétrolier. Une autre étude portée par Li Ying et al., 2019 sur I’extraction
des composés volatiles et non-volatiles des feuilles de romarin par une gamme d’huiles
végétales a montré que certaines huiles ont la capacité d’extraire des composés aromatiques et
des molécules antioxydantes non volatiles. 1ls ont montré aussi que le pouvoir solubilisant des
huiles peut étre amélioré par 1’ajout de certains composés des dérivés oleiques comme les

diglycérides, glycéryle mono-oléate et les glycéryle mono-stéarate.

Le pouvoir solubilisant de certains composés polaires par des huiles végétales est
trouvé lié a la présence de ses composés mineurs dans la composition des huiles. A cet égard,
cette partie de thése a ¢été portée sur 1I’étude du pouvoir solubilisant des deux huiles
alimentaires pour extraire des composés phénoliques a partir de la poudre de grignons d’olive.
Ce travail a été réalisé a I’aide d’un plan factoriel complet a 3 facteurs : le type d’huile, la
méthode d’extraction et la température. Pour simplifier 1’étude, deux niveaux pour chaque

parameétre ont €té choisis en accord avec 1’état de 1’art.

La température ambiante a été utilisée comme réference (25°C) et une deuxiéme
température de 65°C a été choisie. La macération conventionnelle a été choisie comme

méthode de référence et ’'UAE a été choisie comme technique d’extraction innovante.

L’extraction assistée par ultrason a été réalisée dans un réacteur d’extraction par
ultrasons numérique CS-YJ-5120-1 (Chine). Il est composé d’un réacteur en inox d’une
capacité maximale de 5 L, équipé d’un transducteur a la base du réacteur qui fonctionne a 40
KHz de fréquence, avec une puissance d’entrée maximale (puissance de sortie du générateur)

de 120 W. Le systéme est équipé d’un régulateur de température (0 a 80°C) et un régulateur
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de temps (1 a 99 min). 5g de la poudre de grignons d'olive ont été immergées dans 50 mL
d’huile végétale et soumis aux ultrasons a une température de 25°C puis a 45°C pour chaque

type d’huile pour une durée de 45 min.

Il.  Optimisation du temps d’extraction : Etude cinetique

L’¢étude cinétique a été réalisée par une macération conventionnelle a température
ambiante (25°C). 10 g de grignons d’olive secs ont été mis en suspension dans 100 mL
d’huile d’olive sous une agitation constante pendant 3 h. Des prélévements de 5 mL du
mélange réactionnel ont été effectués durant I’extraction a t = 0 puis apres 15 min, 10 min, 20
min, 30 min, 60 min, 120 min et 180 min. Les résultats ont été présentés sous forme des
valeurs de la quantité des phénols totaux (TPC) pour chaque prélévement. Les mesures ont été

réalisées en triplicat.

[1l.  Détermination des phénols totaux

La méthode utilisée pour extraire les composés phénoliques a partir des huiles a été
décrite par Tsimidou et al., 1998 avec une légére modification. 5 mL de I’extrait huileux a été
mélangé avec 5 mL d’hexane (1 :1, V/V) et puis extrait avec 10 ml de méthanol (60% 1 :1,
VIV) trois fois par décantation. L’extrait polaire obtenu est filtré par un filtre de porosité 0,45
MM puis concentré a sec a I’aide d’un évaporateur rotatif. Finalement les extraits ont été

conserves a -18°C jusqu’a leur réutilisation pour analyse.

V. Plan d’expérience Factoriel complet

Le plan d’expérience factoriel complet (2") a trois facteurs a été utilisé afin
d’optimiser le rendement d’extraction des composés phénoliques a partir du grignon d’olive.

Le logiciel Minitab Version 16 a été utilise pour ce travail.

Trois facteurs indépendants ont été choisis dans notre étude (X1, Xz, X3); a deux

niveaux a, appelés niveau « bas : -1 » et niveau « élevé : +1 » :
- Huile d’extraction (X1 : huile de mais (-1) et huile d’olive (+1))
- Lameéthode d’extraction (X2 : Macération (-1) et Ultrason (+1))
- Latempérature (X3 : 25°C (-1) et 65°C (+1))

La matrice de conception des différentes expériences par le plan factoriel complet
contenant huit expériences. Ils ont été mis en ceuvre pour évaluer les effets de trois parametres

(X1, X2, X3) sur le rendement d’extraction (tableau 1).
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Tableau 1 : matrice de conception factoriel complet des trois parametres utilisés

1 + + +
2 + + +
3 + + +
4 + + +
5 + + +
6 + + +
7 + + +
8 + + +
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CHAPITRE Il ;
RESULTATS & DISCUSSION

A.ETUDES CHIMIQUE ET BIOLOGIQUE DE L’EXTRAIT
ETHANOLIQUE DE GRIGNONS D’OLIVE

I. Extraction par macération de la poudre de grignons d’olive

L'extraction des composés phénoliques est une étape cruciale pour la valorisation de
ces principes actifs ainsi que pour 1’étude de leurs effets biologiques et thérapeutiques. Dans
cette partie, nous avons choisi la macération conventionnelle moyennant un solvant vert
1’éthanol pour I’extraction de la poudre de grignons d’olive. L’extrait éthanolique obtenu était
bi-phasique ce qui nous amené a realiser des extractions liquide-liquide afin de séparer ces
deux fractions pour obtenir finalement, un extrait éthanoliqgue monophasique sans des traces

de corps gras (voir la figure 24 dans le chapitre matériel et méthodes).

Aprés la macération, nous avons quantifié la teneur en composes phénoliques dans
I’extrait éthanolique et évalué par la suite leur activité antioxydante. Le rendement
d’extraction et les teneurs phénoliques de I’extrait éthanolique sont présentés dans le tableau
suivant.

Tableau 2 : rendements d’extraction et teneurs en composés phénoliques dans I’extrait
éthanolique

11,2% 2,48 + 0,06 0.644 + 0,008

L’extrait obtenu est formé de deux phases bien séparées: une phase lipidique
contenant les acides gras et des glycérides et une phase polaire, contenant les composés
phénoliques ainsi que les sucres existant dans les grignons ainsi que tous les autres composés
polaires de I’olive. Le lavage de I’extrait éthanolique moyennant I’hexane nous a permis de

récupérer 49,13% de cet extrait sous forme d’une péte.
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Il. Screening phytochimique de I’extrait éthanolique

La mise en évidence de certaines familles de métabolites secondaires de ’extrait
éthanolique de grignons d’olive est investiguée moyennant des méthodes colorimétriques. Le

tableau 3 résume les résultats des tests phytochimiques de I’extrait éthanolique.

Tableau 3 : résultats du criblage phytochimique de I’extrait éthanolique de grignons d’olive

Tests phytochimiques Extrait éthanolique
Terpénoides/stéroides +
Flavonoides +
Alcaloides -
Saponines +
Tanins +
Caroténoides/Triterpenes +

Quinones libres .

Noyaux tropolones -

(+) Présent, (-) Absent (test négatif)

Les résultats du screening phytochimique réalisé sur 1’extrait éthanolique montrent la
présence des stéroides, des terpénoides, des saponines, des caroténoides, des triterpenes et des
flavonoides dans notre échantillon. En revanche, les alcaloides, les tanins, les quinones libres

et les noyaux tropolones n’étaient pas présents dans I’extrait.
1. Etude chimique de I’extrait éthanolique

1. Spectroscopie Infrarouge (IR)
Une étude spectroscopique par les ondes IR a été réalisée sur un échantillon de
I’extrait éthanolique qui a abouti a la détection de certaines bandes spécifiques a des fonctions

chimiques.
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Figure 24 : spectre infrarouge de 1’extrait éthanolique

Une bande large est détectée de 3100 a 3500 cm™ correspondant a 1’élongation des
liaisons OH. Cette bande peut étre attribuée aux vibrations des OH dans des alcools, des

phénols ou des groupes carboxyliques.

Les deux bandes détectées autour de 2925 et 2855 cm™ sont attribuées respectivement

a des élongations asymétriques et symétriques des CH dans des chaines aliphatiques.

Les bandes larges vers 1600 et 1684 cm™ peuvent étre attribuées a 1’élongation des
C=C des composés aromatiques et des alcenes, et a 1’élongation C=0 dans les cétones ou les
aldéhydes. La bande vers 1700 cm™ peut étre attribuée aux groupements carbonyles des

acides carboxyliques.

Les bandes observées dans la zone 1200 a 1400 cm™ sont attribués a la vibration
d’élongation symétrique des —COO-, a I’¢longation des CO des acides carboxyliques et a la

déformation angulaire symétrique des méthyles.

Les bandes entre 900 et 1200 cm™ sont attribuées a 1’élongation des CO dans les
groupes carboxyligues de molécules organiques, mais aussi aux vibrations de déformation OH

dans des alcools primaires ou des éthers aromatiques.

La présence de ces différentes bandes d’absorption et spécifiquement celles de
I’¢longation des liaisons OH et les bandes d’¢élongation des C=C aromatiques peut nous

confirmer la présence des composes phénoliques dans cette fraction.
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2. Identification des composés chimiques dans [Pextrait

éthanolique moyennant I’analyse LC-MS
Le spectre LC-MS de I’extrait éthanolique de grignons d’olive (fig. 25) montre une
richesse en composés organiques majoritairement des composés phénoliques. Les pics avec
des temps de rétention de 1,06 ; 3,42; 3,60; 6,70 et 9,34 min représentent les composés
majoritaires de 1’extrait éthanolique. Le spectre montre aussi des composés d’abondance plus

ou moins importante et d’autres COmposés minoritaires qui ont des pics relativement faibles.

RT: 0,00 -14,00

3,
100 153,06 8.70
335,11

5] a
=] =]
1

s
=]
T T T T T N Y T A O

9,34
g.58 33318
377,18

747

Relative Abundance

0,91

112,88

e
L=

37720

L=

1 2 3 4 5 [i] T ] ] 10 11 12 13 14
Time {min}

L=

Figure 25 : spectre LC-MS de I’extrait éthanolique de grignons d’olive

Les composés qui ont été identifiés sont illustrés dans le tableau 4 qui comporte le
nom du composé identifié, son abondance relative par rapport a la somme des composés
détectés, sa formule brute, I’ion moléculaire m/z [M-H], les principaux fragments et son

temps de rétention en min.
Tableau 4 : tableau récapitulatif des composés identifiés de 1’extrait éthanolique par LC-MS.

N° Nom des Abondance Formules m/z Les principaux Tr Réf
COmMposés % brutes [M-H] fragments (%) (min)

Hydroxytyrosol, Tyrosol et leurs dérivés

1 Hydroxytyrosol 6,88 CeH,O, 153,06 123,04(100) 3,68  [Ghorbel et
al., 2021]

2 Hydroxytyrosol 10,89 C,H, O, 31511  153,06(100); 3,38  [Ben Saad

hexoside 123,04 ; et al.,, 2021]

3 Acétate 2,89 C,H,0, 195,06 59,01(100) 6,96  [Katsina et
d’hydroxytyrosol al., 2021]
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10

11

12

13

14

15

16

17

i
i

&=
-

Dérivé n°1

d’hydroxytyrosol

Dérivé n°2

d’hydroxytyrosol

Dérivé n°3

d’hydroxytyrosol

Tyrosol

Tyrosol
glucoside

Oleuropéine

Oleuropéine
glucoside

Oleuropéine
aglycone

Dérivé
d’oleuropéine
aglycone
Oléoside
(Secologanoside)

Oléoside
glucoside

Oléoside di-
glucoside

Oléoside méthyle

ester

Lutéoline

1,54

0,42

0,67

1,50

3,05

0,28

0,42

3,04

1,57

5,32

1,09

0,18

1,75

6,53
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- 447,15  153,06(100) ;
123,04 ; 89,02
- 481,19  153,06(100);
123,04 ; 69,03 ;
71,01
- 523,18  197,08(100);
153,09
CH,0, 137,02  136,86(100);
183,86 ; 93,03 ;
111,94
C,H,0, 299,11  71,01(100);

89,02;101,02;
119,05 ; 138,06
Oleuropéine et ses dériveés

C25H32013 539,18 153,06(100) ;
95,05; 123,04 ;
377,12 ; 307,08 ;
275,09
95,05(100) ;
539,18 ;377,12 ;
307,08 ; 275,09
197,08(100) ;
153,09;

C,H,O

31 41718 701,22

C,H,0O

22" 32716 377,14

- 755,33 241,11(100) ;
139,08 ; 377,16 ;
59,01
69,03(100) ;
121,07 ;101,02 ;
209,04 ; 345,12

C,H.,O

160 22711 389,11

C,H,0O

22° 32716 551,14

161,02(100) ;
69,03 ;133,03 ;
389,11 ; 507,15

161,02(100) ;
69,03 ;133,03 ;
507,15 ; 551,14

121,03(100) ;
371,10, 89,02 ;
101,02 ; 165,06 ;
223,06; 179,06

C,.H,O

28 42721 713,2

17" 23711 403,12

Les flavonoides

C.H 0O

15109 285,04

133,03(100) ;
151,01

3,58

5,51

6,82

4,51

3,87

6,93

5,89

4,69

8,57

4,11

5,98

5,48

5,01

7,47

[Ghorbel et
al., 2021]

[Liorent-
Martinez et
al., 2015]

[Michel et
al., 2015]

[Liorent-
Martinez et
al., 2015]

[Liorent-
Martinez et
al., 2015] ;
[Ghorbel et
al., 2021]

[Michel et
al., 2015]
[Kabbash et
al., 2023]

[Kabbash et
al., 2023]
[Michel et
al., 2015]
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19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33
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Lutéoline
glucoside

Lutéoline
rutinoside
Apigénine

Apigénine-7-O-
glucoside

Apigénine-7-O-
rutinoside

Rutine

Quercétin

Rutinose

7,3°,4°,5°-
Tetrahydroxy
flavanone

Dérivé n°1 de
Tétrahydroxy
flavanone

Dérivé n°2 de
Tétrahydroxy
flavanone

Gallocatéchine

Acide caféeique

Acide caféique
hexose
Acide caféique
diglycoside
Dérivé d’acide
caféigue hexose

1,90

0,43

0,24

0,59

0,45

0,18

0,13

1,32

0,81

0,38

0,90

0,84

8,38
0,47
0,12

0,40

C21H20()ll

C27H29015

ClSHIOOS

C21H19010

C27H29014

C27H30016

151077

C12H22C)10

15° 1076

C15H13O7
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447,09

593,15

270,05

431,06

577,15

609,15

301,04

325,09

287,15

495,18

459,18

305,07

285,04(100)

285,04(100)

117,03(100) ;
151,0
241,02(100) ;
103,92 ; 288,03 ;
269,03 ; 153,09 ;
213,02
269,05(100)

300,03(100) ;
271,03 ; 255,03

151,00(100) ;
179; 121,03 ;
107,01 ; 65,00

119,05(100) ;
163,04 ; 183,01,
66,96
287,15(100) ;
59,01; 73,03;
139,08;
123,04 ; 95,05
287,15(100) ;
325,16 ;423,20;
67,19; 139,08 ;
123,04 ; 73,03
287,15(100) ;
325,16; 423,20;
67,19; 139,08 ;
123,04 ; 73,03
96,96(100) ;
59,01 ; 225,11

Les acides phénoliques

C4H,0,

C15H1809

C21H29ol3

179,03

341,08

489,30

661,22

135,04(100)

179,03(100) ;
135,04
66,70(100) ;
135,04 ; 179,03
341,10(100) ;
221,04 ;

5,80

5,61
8,23

4,74

6,04

5,57

7,56

4,29

8,05

8,03

8,03

4,66

4,81

3,92

6,11

7,48

[Liorent-
Martinez et
al., 2015]
[Michel et
al., 2015]
[Jinguo et
al., 2016]
[Michel et
al., 2015]

[Michel et
al., 2015]

[Liorent-
Martinez et
al., 2015]
Uinguo et
al., 2016] ;
[Chernonos
ovetal,
2017]

[Jinguo et
al., 2016]

[Michel et
al., 2015]

[Jinguo et
al., 2016]
[Jinguo et
al., 2016]
[Michel et
al., 2015]
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34

5

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

L

Acide férulique

Acide gallique
monohydraté

Acide vanilique

Acide p-
coumarique
Acide quinique

Dérivé n°1
d’acide quinique

Dérivé n°2
d’acide quinique
Acide
Lithospermique
Glucoside
d’acide
loganique

Acide
tétrahydroxy-
octadécénoique

Verbascoside
(secoiridoide
Glucoside)

B-Hydroxy-

verbascoside

(secoiridoide
Glucoside)

Acide élénolique
glucoside

Dérivé d’Acide
élénolique

0,14

0,51

0,43
5,31

3,99

1,36

0,12
1,16

0,35

1,24

2,58

0,25

2,21

2,64

100 1074

C27H22012

C22H33015

18" 36 "6
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193,05

187,1

167,03

163,04

191,06

533,17

421,07

537,15

537,19

345,09

159,04 ; 95,05

134,04(100) ;
178,03 ; 148,05

125,10(100)

123,04(100)
119,05(100)

191,06(100) ;
85,03;192,06;
93,03, 127,04

191,06(100) ;
85,03 ; 93,03 ;
192,06 ; 355,98

191,06(100) ;

85,03 ; 99,93

145,03(100) ;
69,03 ; 493,16

179,07(100) ;

375,14 ; 195,07 ;
146,04

149,02(100) ;
147,04 ;121,03 ;
59,01, 327,09 ;

191,03

Les sécoiridoides

CZ9H36015

C29H35016

C17H23oll

C20H34013

623,2

639,19

403

481,19

161,02(100) ;
133,03

161,02(100) ;
133,03 ;179,03;
621,18

101,02(100) ;
71,01 ; 89,02 ;
181,07 ; 223,13
£ 119,03
371,13(100) ;
71,01 ; 151,04 ;

4,30

6,41

3,37

5,63

1,09

1,12

1,16
6,46

4,89

8,53

5,61

4,96

5,29

5,24

[Jinguo et
al., 2016] ;
[Chernonos

ovetal,

2017]
[Jinguo et
al., 2016]

[Irakli et al.,
2016]

[Da Silva
Matbhias et
al., 2019] ;
[Kabbash et

al., 2023]

[Irakli et al.,
2016]
[Michel et
al., 2015]

[Jinguo et
al., 2016] ;

[Liorent-
Martinez et
al., 2015]
[Katsina et
al., 2021]
[Michel et
al., 2015]

[Katsina et
al., 2021]

[Katsina et
al., 2021]
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48

49

50

51

52

53

54

56

56

S7

58

59

60

61

62
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hexoside
Dérivé d’Acide
élénolique

Loganine
glucoside

Nuzhénide

Oléaceine

Vanilline
(Aldéhyde)
Aesculin
(coumarine)
Aesculétine
(coumarine)

Ligstroside
(iridoide)

Fructose ou
autre
disaccharide

Acetoxypinoresi
nol 4’- g -D-
glucoside
(lignane)
Syringaresinol

Dérivé de
syringaresinol

ni

ni

ni

1,19

0,32

0,43

2,07

2,41
0,46
0,48

0,49

0,52

0,01

0,24

0,16

0,42

0,75

0,65
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C,H,0, 241,10
C,H, 0, 569,19
C,H,0, 68524
C.H, 0, 319,11
Autres

CH.O, 151,03
C.H,. O, 339,06
CH.O, 177,01
C,.H,0, 523,18
C,H,0, 341,10
C,H,.0,, 577,19
C,H,0, 417,17
- 479,21

59,01
139,08(100) ;
59,01 ; 69,03 ;

95,05
299,11(100) ;

453,14 ;389,11 ;
356,04 ; 313,78
101,02(100) ;
453,14 ; 421,15 ;
299,11 ; 523,18
111,01(100) ;
199,06 ; 85,03 ;
59,01 ; 69,03 ;
5,05 ; 181,05

123,04(100)
177,02(100)
135,04(100)

101,02(100) ;
453,14 ; 69,00 ;
291,09 ; 259,10;
223,06; 361,13

89,02(100) ;

71,01;59,01;
101,02 ; 179,06 ;

113,02

415,14(100) ;

151,04 ; 136,02 ;
59,01

371,13(100);
71,01 ;89,02 ;
101,02 ; 151,08 ;
177,05
371,13(100);
71,01 ;89,02 ;
417,19, 153,06 ;
293,09 ; 356,07

Non-identifiés

313,09

351,10

471,16

151,04(100) ;
123,04
199,06(100) ;
151,04 ;111,08 ;
123,04 ; 59,01
66,73(100) ;

8,55

7,00

6,14

7,43

4,46
4,13
4,85

7,13

1,18

5,49

5,56

5,56

1,70

5,23

5,25

[Katsina et
al., 2021]

[Michel et
al., 2015]

[Katsina et
al., 2021]

[Katsina et
al., 2021]

[Katsina et
al., 2021]
[Michel et
al., 2015]
[Michel et
al., 2015]
[Michel et
al., 2015]

[Michel et
al., 2015]

[Michel et
al., 2015]

[Bengana et
al., 2013]
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65

66

67

68

69

70
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178,09 ; 270,99 ;
290,93 ; 367,88
ni 0,81 5 245,10 111,08(100) ; 5,27 -
201,11 ; 155,07;
59,01
ni 0,51 § 371,13 71,01(100) ; 5,56 -
151,08 ; 85,03
ni 0,10 - 339,20  183,01(100); 12,08 -
340,20; 67,35
ni 0,67 = 693,21 357,10(100) ; 6,70 -
221,04 ;95,05 ;
159,04
ni 0,65 5 535,14 145,03(100) ; 6,63 -
69,03;117,03;
163,04
ni 0,28 - 789,39 257,14(100) ; 9,33 -
259,14 ;59,01 ;
394,19
ni 0,31 5 396,19 260,15(100) ; 9,34 -
257,14 ;59,01 ;
66,71 ;69,03 ;
121,07
ni 0,12 5 506,12 99,93(100) ; 10,16 -
115,92 ;476,11
ni 0,35 5 563,34 281,25(100) ; 12,20 -
283,25 ; 253,09
T, = temps de rétention (min) ; [M—H]™ m/z : masse de I’ion pseudo-moléculaire ; ni = composés

non-identifiés

e Identification du composé n°1 :

Le composé 1 (Tr = 3,68 min), a été détecté avec un ion pseudo-moléculaire [M-H] a
m/z = 153,06 et une formule brute (CsHyO3). Son spectre HRMS/MS (fig. 26) contient un pic
de base a m/z = 123,04 [M-H-30] correspondant a la perte d’une molécule CH2OH et un autre
pic m/z = 109,03 [M-H-44] correspondant a la perte d’'une molécule C2HsOH. En se basant
sur la base de données LC/MS trouvées dans la littérature et du schéma de fragmentation, ce
composé a été identifié comme I’hydroxytyrosol [Ghorbel et al., 2021] qui appartient a la
classe des alcools phénoliques. Ce composé est un produit de dégradation de 1’oleuropéine et
il représente 1I’'un des composés les plus abondants dans 1’extrait avec un pourcentage de

6,88%.

76



Relative Abundance

= Chapitre 1II : Résultats & discussion

,-’J.J

\ mz153 O 123.04
10000000 MH|
1
I ' _OH
2000000 g \
1
b
1
€000000 HO | :
1
1
! 1
4000000 mz109 1
1
1
m/z 123
2000000 /2123 153,08
124,05
57.83 €8.80 81,03 95,05 105,03 109,03 122,04 125,05 137.02 154,08
IIITI]‘IIII[IITI]TIII]IIIII]TIIII[IIII];I_IIIIIIl]TIIT]I#II]III
50 €0 70 20 90 100 110 120 130 140 150 1€0
miz

Figure 26 : spectre MS? et schéma de fragmentation du composé 1

e |dentification du composé n°2 :

Le composé 2 (Tr = 3,38 min), a été détecté avec un ion pseudo-moléculaire [M-H] a
m/z = 315,10 et une formule brute (C1sH190g). Son spectre MS? (fig. 27) contient un pic de
base a m/z = 153,06 [M-162-H]" correspondant a la perte d’une molécule d’hexose et un autre
pic m/z = 123,04 [M-162-30-H] correspondant a 1’¢limination d’une molécule CH>OH. Ce
composé a été détecté avec une abondance de 10,89% par rapport aux autres composes
phénoliques, qui représente la teneur la plus élevée. Il est identifié a I’hydroxytyrosol
hexoside [Ben Saad et al., 2021].

; 153,08
3000000
S]
2500000 Ve,
° -
e 123,04 HO
22000000
c
2
-]
§1500000 HO
£ miz123
2 1000000 -
'3 1
i
m/z 153 /
500000 121,03 154,08 _
124,05 [o: 315,11
5901 71,01 8902 101,02 | 155,08 217,75 228,28
T | T L ] L T T | T T T ] L LB | T { | ] L T T [ T T T ] T T T [ T T T ] T T T ] T T T ] L T  § ] T L T ] T T 1
0 80 100 120 140 180 180 200 220 240 260 280 300 320
m'z

Figure 27 : spectre MS? et schéma de fragmentation du composé 2

e Identification du composé n°3 :

Le composé 3 (Tr = 6,96 min), a été détecté avec un ion pseudo-moléculaire [M-H] a

m/z = 195,06 et une formule brute (C10H1:04). Son spectre MS? (fig. 28) a généré un seul
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A "
fragment majeur m/z = 59,01 [M-136-H]" correspondant a la perte du groupement acétate
C2H30,. Ce composé a été identifié comme étant I’acétate d’hydroxytyrosol [Katsina et al.,
2021].

| 5901
1400000 mz195  ©
1200000 —_ M-H
2 HO ' o o
€ 1000000 i
: 1
s
5 800000 '
b 1
< HO |
L
£ 600000 : m/z 59
€ 400000
200000
578 2292 6900 83,45 9303 99,01 117,59 15308 16144 17349 195,07

A
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miz

Figure 28 : spectre MS? et schéma de fragmentation du composé 3

e Identification du composé n°7 :

Le composé 7 (Tr = 4,51), a été détecté avec un ion pseudo-moléculaire [M-H] a m/z
= 137,02 et une formule moléculaire (CsH1002). Son spectre MS? (fig. 29) a généré un
fragment majeur m/z = 136 [M-H]" correspondant a la perte d’un proton et un fragment m/z =
93,03 [M-44-H] résultant de I’élimination d’une molécule C2H4OH. Ce composé a été

identifié comme étant le tyrosol [Ghorbel et al., 2021].

Relative Abundance

13886
B m/z 137 e
150000 — M-H |
] ! OH
- |
- 1
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] HO I
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] 5908 €214 90s0 || 10903 15495 17395
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€0 20 100 120 140 1€0 180 200 220 240 260

Figure 29 : spectre MS? et schéma de fragmentation du composé 7
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’ " r'

e Identification du composé n°8 :

Le composé 8 (Tr = 3,87 min), a été détecté avec un ion pseudo-moléculaire [M-H] a
m/z = 299,11 et une formule moléculaire (C12H2007). Selon son spectre MS? (fig. 30), la perte
d'un fragment hexose [M-162] a donné un ion fragment a m/z 137,06, qui correspond au

tyrosol. De ce fait, ce composé a été identifié comme étant le tyrosol glucoside.

Relative Abundance

71,01
89.02
140000 59,01 m/z 299 e
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120000
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Figure 30 : spectre MS? et schéma de fragmentation du composé 8

e Identification du composé n°9, 10et 11 :

Le composé 9 (Tr = 6,93 min), a été détecté avec un ion pseudo-moléculaire [M-H] a
m/z = 539,17 et une formule moléculaire (C2sH32013). Son spectre MS? (fig. 31), a donné un
ion fragment a m/z =377,12 attribué a la perte d’un hexose (-162), qui forme ensuite un
fragment @ m/z = 153,06 puis un autre fragment a m/z=123,04. Ce composé a été identifié
comme étant I’oleuropéine [Liorent-Martinez et al., 2015]. Deux autres composés dérivés de

I'oleuropéine ont été détectés et identifiés a partir de ce spectre.

Le composé 10 (Tr = 5,89 min) avec un ion moléculaire m/z= 701,22 d’une formule
moléculaire Cz1H41018 qui a donné presque les mémes ions fragments que celui de
I’oleuropéine et un fragment identique a son ion pseudo-moléculaire suite a I’élimination d’un
fragment hexose [M-162-H]. Ce composé a été identifié a 1’oleuropéine glucoside [Michel et
al., 2015].

L’ion moléculaire m/z= 377,14 généré par le composé 11 qui a été détecté¢ a Tr = 4,69
min a été déja identifié comme un ion fragment dans le spectre MS? de I’oleuropéine suite a la
perte d’un hexose (-162). De ce fait ce composé peut étre attribué a 1’oleuropéine aglycone

de formule moléculaire C22Hz2016 [Liorent-Martinez et al., 2015].
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Figure 31 : spectre MS2et schéma de fragmentation du composé 9
o Identification du composé n°13, 14, 15 et 16 :
L’ion précurseur m/z = 389,11 correspondant au composé 13 de formule C16H22011, a
été détecté a Tr = 4,11 min. Sa fragmentation en MS? (fig. 32) a produit un ion a m/z 345 dii a
la perte du groupement carboxyle (COOH), un ion fragment a m/z 59,01 correspond au
fragment d’acide éthanoique CH2COOH et un autre fragment & m/z 121,07 correspondant a
I’ion moléculaire CgHgO. En se basant sur la littérature, ce composé a été identifié comme
I’Oléoside [Liorent-Martinez et al., 2015; Ghorbel et al., 2021]. Trois autres composés
dérivés de 1’Oléoside ont été deétectés et identifiés a partir du spectre LC-MS de ce fragment.
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Figure 32 : spectre MS? et schéma de fragmentation du composé 13

Les deux composés 14 (Tr = 5,98 min) et 15 (Tr = 5,48 min) ont présenté des
molécules déprotonées [M-H] m/z = 551,14 et m/z = 713,2 et des formules moléculaires
Ca2H32016 et CosHa2021 respectivement. Leur fragmentation en MS? a produit le méme ion a
m/z 161,02 relative a la perte du fragment CsH100s. La perte d’un hexose (M-162) pour les

deux produits se traduit par la détection d’un ion m/z = 389,11 sur le Spectre MS? du composé
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14 et un ion m/z = 551,14 sur celui du composé 15. D’apres ces données le composé 14 a été

identifié comme étant 1’Oléoside glucoside et le composé 15 comme étant 1’Oléoside di-

glucoside.

Le composeé 16 (Tr = 5,01) a été détecté avec un ion pseudo-moléculaire [M-H] m/z =
403,12 et une formule moléculaire C17H23011. Son spectre MS? (Fig. 33) a montré plusieurs
fragmentations comme la perte d’un ion fragment m/z = 123,03 correspondant & C7H7O; et un
autre ion fragment m/z = 59,01 correspondant a 1’ion ethanoate CH3sCOO". En se basant sur la
littérature, [Michel et al., 2015 ; Kabbash et al., 2023] ce composé a été identifié a Oléoside

méthyle ester.

220401348-NA-GMA-YB1 #2280 RT: 501 AV: 1 NL: 1,70E5
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Figure 33 : spectre MS? et schéma de fragmentation du composé 16

e Identification du composé n°17, 18 et 19 :

Le composé 17 (Tr = 7,47 min), a été détecté avec un ion pseudo-moléculaire [M-H] a
m/z = 285,04 et une formule brute (C1sH1006). Son spectre MS? (fig. 34), a donné deux ions
fragments a m/z = 133,03 et m/z = 151,01. La littérature et la fragmentation nous ont permis
d’identifier ce composé comme étant la Lutéoline [Kabbash et al., 2023] [Michel et al., 2015].
La lutéoline appelée aussi lutéolol est un composé chimique de la famille des flavonoides de

type flavone.
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Figure 34 : spectre MS2 et schéma de fragmentation du composé 17

Les données LC-MS des composés 18 et 19 a Tr = 5,8 min et 5,61 min ont montré des
ions pseudo-moléculaires [M-H]" m/z = 447,09 et m/z 593,15 respectivement. Leurs spectres
MS? ont montré le méme pic de base & m/z 285,04 correspondant a 1’ion moléculaire
lutéoline. Le composé 18 a été proposé comme étant la lutéoline glucoside de formule
moléculaire C1H20011 [Liorent-Martinez et al., 2015] ; Le composé 19 a éte identifié a la

lutéoline rutinoside de formule C27H29015 [Michel et al., 2015].

e Identification du composé n°20, 21 et 22 :

Le composé 20 (Tr = 8,23), a présenté un ion pseudo-moléculaire [M-H]" a m/z =
270,05 d’une formule moléculaire (C1sH100s). Son spectre MS? (fig. 35), a donné deux ions
fragments a m/z = 117,03 et m/z = 151,01 qui résultent de la division de la molécule en deux
fragments de formules CgHsOH et C7H4O4. En se basant sur la littérature ce composé a été

identifié comme étant I’ Apigénine [Jinguo et al., 2016]. C’est un flavonoide de type flavone.

Figure 35 : spectre MS? et schéma de fragmentation du composé 20

Les composés 21 (Tr = 4,47) et 22 (Tr = 6,04) ont présenté des molécules
déprotonnées [M-H]" m/z = 431,06 et m/z = 517,15 de formules C21H19010 et C27H20014

respectivement. Leur fragmentation en MS? a produit un ion a m/z 269,05 correspondant a
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W

I’ion moléculaire déprotoné de 1’apigénine. Le composé 21 a été attribué a I’ Apigénine-7-O-
glucoside [Michel et al., 2015] et le composé 22 a éte identifié a I’ Apigénine-7-O-rutinoside
[Michel et al., 2015].

e Identification des composés n°23, 24 et 25 :

Le composé 23 (Tr = 5,57 min), a été détecté avec un ion [M-H] a m/z = 609,15 et une
formule brute (C27Hz0016). Son spectre MS? (fig. 36), a donné un ion de base a m/z = 300,03
qui correspond a I’ion moléculaire de la quercétine et d’autres fragments comme 1’ion m/z =
151,01 qui correspond au fragment C7H3O4, et I’ion m/z = 447,16 qui résulte de I’élimination
du fragment m/z = 163. Ce composé a été identifié comme étant la Rutine [Liorent-Martinez
etal., 2015].

La rutine appelée aussi
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. » .
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flavonoide naturel de type flavonol. HO a O _
. N |
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Figure 36 : spectre MS? et schéma de fragmentation du composé 23

Le composé 24 (Tr = 7,56 min), a été identifié comme étant la quercétine [Jlinguo et

al., 2016] ; [Chernonosov et al., 2017] avec un ion moléculaire [M-H] a m/z = 301,04 et une

formule brute (C1sH1007). Le composé 25 (Tr = 4,29 min), a été identifié comme étant la

83



= Chapitre III : Résultats & discussion
i
’ " r'

rutinose avec un ion moléculaire [M-H]" @ m/z = 325,09 et une formule moléculaire
(C12H22010).

e Identification des composés n°30, 31 et 32 :

Le composé 30 (Tr = 5,57 min), ayant un ion pseudo-moléculaire [M-H] a m/z =
179,03 et une formule brute (CoHsgO4) a été détecté et identifié comme étant I’acide caféique
[Jinguo et al., 2016]. Son spectre MS? (fig. 37), a donné un ion de base & m/z = 135,04 qui
résulte de I’élimination d’un fragment COOH. Trois autres composés dérivés de I'acide
caféique ont été détectés a partir du spectre LC-MS de cette fraction, uniquement deux

parmi eux ont pu étre identifiés.
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Figure 37 : spectre MS? et schéma de fragmentation du composé 30

Le composé 31 (Tr = 3,92 min) a présenté une molécule déprotonée [M-H] a m/z =
341,01 et une formule moléculaire CisH1s09. Sa fragmentation en MS? a produit un ion
majoritaire a m/z 179,03 relatif a 1’ion moléculaire de 1’acide caf€ique et qui résulte de la
perte d’une molécule d’hexose (M-162-H) et un autre ion fragment a m/z 135,04 identique a
celui détecté dans le spectre de I’acide caféique. Ce composé a été identifi¢é comme étant

I’hexose d’acide caféique [Jinguo et al., 2016].

Le composé 32 avec un temps de rétention Tr = 6,11 min possede un ion pseudo-
moléculaire [M-H]" & m/z = 489,30. Sa fragmentation en MS? a produit les mémes ions
fragments produits par le composé 31. Dans une étude précédente, Michel et al., (2015) ont

pu identifier ce composé a I’acide caféique di-glucoside.
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e Identification du composé n°34 :

Le compose 34 a présenté un ion [M-H] & m/z 193,05 a Tr = 4,30 min avec une
formule moléculaire (C1o0H1004). Son spectre MS? (fig. 38), a donné un ion fragment a m/z =
178,03 qui résulte de I’¢limination d’un groupement méthyle CHs. L’¢limination d’un
groupement COOH du reste du fragment précédent a donné un nouveau ion fragment m/z =

134,04. Ce composé a été attribué a I’acide férulique [Jinguo et al., 2016; Chernonosov et

al., 2017].
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Figure 38 : spectre MS? et schéma de fragmentation du composé 34

e Identification du composé n°36 :

L’ion moléculaire m/z = 167,03 correspond au composé 36 de formule moléculaire
CgHsO4, a été détecté a Tr = 3,37 min. Sa fragmentation en MS? (fig. 39) a produit un ion
majeur a m/z 121,07 d0 a la perte du groupement carboxyle (COOH). En se basant sur la

littérature, ce composeé a été identifié comme étant I’acide vanilique [Irakli et al., 2016].
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Figure 39 : spectre MS? et schéma de fragmentation du composé 36
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Identification du composé n°37 :

Le composé 37 a Tr = 3,37 min a présenté un ion moléculaire déprotoné m/z 163,04 de

formule moléculaire CoHsOs. Son spectre MS? (fig. 40) a montré un seul pic de base a m/z

119,05 da a la perte du groupement carboxyle (COOH). Ce compose a été identifié comme

était I’acide p-coumarique. Cet acide phénolique est I’un des composés majoritaires de notre

extrait.
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Figure 40 : spectre MS? et schéma de fragmentation du composé 37
Identification du composé n°44 :
Le composé 44 (Tr = 5,71 min), a été détecté avec un ion pseudo-moléculaire [M-H] a
m/z = 623,2 et une formule moléculaire (C29H36015). Son spectre HRMS/MS (fig. 41)
contient un pic de base a m/z = 161,02 correspondant a 1’ion fragment d’acide caféique
déshydraté. En se basant sur des données LC-MS trouvées dans la littérature et du schéma de
fragmentation, ce composé a été identifié au verbascoside [Liorent-Martinez et al., 2015 ;
Katsina et al., 2021]. Le verbascoside appelé aussi actéoside, appartient a la famille extensive
des phénylpropanoides.
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Figure 41: spectre MS? et schéma de fragmentation du composé 44
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e Identification du composé n°50 :

Le composé 50 (Tr = 6,14 min), a été détecté avec un ion pseudo-moléculaire [M-H]
am/z = 685,24 et une formule moléculaire (CaiHa1017). Son spectre MS? (fig. 42), a donné un
pic a m/z = 121,03 correspondant a I’ion fragment de tyrosol —OH. Un autre pic a m/z =
299,11 attribué a I’ion fragment de tyrosol glucoside et un ion fragment a m/z = 523,18
attribué a la perte d’un hexose (-162). Ce composé a été identifié comme était le Nuzhénide

de la famille des secoiridoides [Katsina et al., 2021].
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Figure 42 : spectre MS? et schéma de fragmentation du composé 50

e Identification du composé n°55 :

Le composé 50 a Tr = 7,13 min a présenté un ion moléculaire déprotoné a m/z =
523,18 et d’une formule moléculaire (C2sH31012). Son spectre MS? (fig. 43), a donné un pic &
m/z = 121,03 correspondant a 1’ion fragment de tyrosol —OH. Un ion fragment a m/z =
361,13 attribué a la perte d’un hexose (-162). Ce composé a éte identifie comme étant le

ligstroside de la famille des iridoides [Michel et al., 2015].
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Figure 43 : spectre MS? et schéma de fragmentation du composé 55

IV. Evaluation de ’activité antioxydante de I’extrait éthanolique

Dans le but de caractériser les propriétés antioxydantes de 1’extrait de grignons
d’olive, I’activité antioxydante de 1’extrait éthanolique de la poudre de grignons d’olive a été
déterminée en utilisant ’activité antiradicalaire sur DPPH’, la capacité antioxydante totale

(CAT) et le pouvoir réducteur (FRAP).

1. Activité antiradicalaire (test de DPPHe)

L’activité antioxydante de ’extrait éthanolique de la poudre de grignons d’olive a été
évaluée par la méthode de piégeage des radicaux DPPH® (Beara et al., 2014). Le
diphénylpicrylhydrazyl (DPPH) est largement utilisé pour évaluer rapidement la capacité des
polyphénols a transférer des atomes d'hydrogéne labiles vers des radicaux. La capacité totale
de donneur d'atomes d'H (steechiométrie, ICso) a été déterminée. Cette valeur est relative a la
concentration nécessaire de 1’extrait pour inhiber 50% du radical libre DPPH (La faible valeur
refléte I’'importance de 1’activité antiradicalaire). Cette valeur est déterminée a partir du
graphe donnant la variation du pourcentage d’inhibition PI (%) en fonction de la

concentration C (ug/mL) de la fraction brute.

L’activité de I’extrait a été comparée a celle de la vitamine C qui a été utilisée comme

antioxydant de référence. Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau suivant :
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Tableau 5 : P’activité antiradicalaire de 1’extrait éthanolique

DPPH CI50 (mg/mL)

Echantillon Clso
Extrait éthanolique 0,022 + 0,002
Vit C 0,020 + 0,003

Les résultats obtenus montrent que ’extrait éthanolique de grignons d’olive est doté
d’une capacité inhibitrice comparable a celle de la vitamine C. Selon des travaux antérieurs,
les composes chimiques qui sont généralement responsables de la réduction du radical DPPH
sont des composés phénoliques [Yang et al., 2018] ; ils ont la capacité de libérer un H* selon
la nature, le nombre et la position des groupements hydroxyles du noyau aromatique [Shahat
etal., 2011].

2. La capacité anti-oxydante totale (CAT)

L’activité antioxydante totale de 1’extrait éthanolique de grignons d’olive a été évaluée
par la méthode spectroscopique qui est basée sur la détermination quantitative de la capacité
antioxydante par la formation d’un complexe phosphomolybdique. Cette technique est basée
sur la réduction du molybdéne (VI) en molybdéne (V) pour former un complexe vert de
phosphate/Mo (V).

Les résultats sont obtenus a I’aide de la droite d’étalonnage de I’acide gallique (y =
1,5438x ; R? = 0,991) et exprimés en mg d’équivalent d’acide gallique par g d’extrait (mg
EAG/g d’extrait).
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Figure 44 : droite de calibration de I’acide gallique
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Figure 45 : diagramme de la capacité antioxydante totale de I’extrait éthanolique

Les résultats de I’activité antioxydante montrent que I’extrait éthanolique a une
capacité antioxydante de 364,64 mg EAG/g ce qui est proche de celui de la vitamine C
(400,75 mg EAG/g). Cette forte activité est expliquée par la richesse de 1’extrait en composés
bioactifs comme les flavonoides, les acides phénoliques, 1’hydroxytyrosol, le tyrosol et leurs

dérivés [Hamden et al., 2009].

3. Pouvoir réducteur FRAP

Ce test est basé sur la capacité des molécules présentes dans 1’extrait a réduire le fer

ferrique en fer ferreux. Les résultats sont présentés dans la figure 46.
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Figure 46 : présentation graphique du pouvoir réducteur de 1’extrait éthanolique

Les résultats obtenus sont en parfaite concordance avec les deux méthodes

précédentes. D’apres la figure, I’extrait éthanolique a une forte activité qui est proche de celle
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de I’acide ascorbique (Vit. C). Les résultats de 1’évaluation de 1’activité antioxydante de
I’extrait éthanolique par les trois méthodes corroborent bien avec ’analyse chimique de cet
extrait qui a montré sa richesse en composés phénoliques. Des études antérieures ont montré
que I’activité antiradicalaire des flavonoides dépend de la présence des structures flavonols ou
d’un groupement libre d’hydroxyle a la position C4’ [Burda & Oleszek 2001]. La quercétine,
la gallocatéchine, des flavonols identifiés dans notre extrait contribuent certainement a cette
activité. Les activites antiradicalaire et antioxydante des acides phénoliques varient d’un
composé a un autre en fonction de la position des groupements hydroxyles portés sur le méme
noyau aromatique [Sroka & Cisowski 2003]. En effet, les composés qui ont deux
groupements hydroxyles liés a un noyau aromatique en ortho (noyau catéchol) qui est
I’élément déterminant de la réactivité des composés phénoliques. L’hydroxytyrosol est
considéré le marqueur des molécules aux propriétés antioxydantes de 1’olive. L’acide caféique
et ses dérivés avec leurs deux groupements hydroxyles en ortho contribuent aussi a une
activité plus importante que d’autres acides phénoliques comme 1’acide p-coumarique qui a
un seul groupement hydroxyle ou les acides férulique et vanilique qui présentent une
ramification au niveau du deuxiéme groupement hydroxyle. Certains composés de la famille
des secoiridoides présentent aussi un pouvoir antioxydant surtout les secoiridoides glucosides
[Li et al., 2007].

V. Activité Antidiabétique de I’extrait éthanolique

1. Activité in-vitro
Dans cette partie, on s’est intéressé a ’activité inhibitrice des enzymes a-amylase et
lipase par I’extrait éthanolique de grignons d’olive. Les résultats obtenus sont donnés dans le
tableau 6 sous forme de Clso comparées a celles de témoins positifs : Acarbose (inhibiteur de

I’a-amylase) et I’ Atorvastatine (inhibiteur de la lipase).

Tableau 6 : activité d'inhibition de la lipase et d’a-amylase par I’extrait éthanolique

a-amylase Lipase
1,05+ 0,10 2,97 £0,13
0,39+ 0,07

1,10 +£0,10

Le tableau 6 montre que I’extrait éthanolique de grignons d’olive présente une

capacité d’inhibition intéressante de 1’a-amylase et de la lipase avec Clsp = 1,05 mg/mL et
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2,97 mg/mL respectivement. Cette activité d’inhibition de ces deux enzymes est expliquée par
la présence d'une variété de composés phénoliques bioactifs dans 1’échantillon analysé. Ces
résultats correlent bien avec ceux décrits dans la littérature sur la capacité inhibitrice du
grignon d’olive contre l'a-amylase et la lipase qui est parfaitement liée aux teneurs en
composés phénoliques [Sylla et al.,, 2021 ; Hamden et al., 2009]. Plusieurs composés
phénoliques ont été rapportés comme des agents antidiabétiques potentiels grace a leur

pouvoir inhibiteur de I’enzyme a-amylase.

2. Activité in-vivo
Cette étude est menée sur des rats diabétiques de type Wistar de poids corporel variant
entre 180 a 200 g. Les rats sont répartis en trois groupes : un groupe de rats diabétiques dont
la nourriture a été supplémentée avec 1’extrait éthanolique, un groupe de rats diabétiques et un
groupe de rats non diabétiques nourris sans supplémentation pour évaluer I’effet de 1’extrait
de grignons sur l’activité de I’a-amylase. Tous les résultats obtenus sont présentés dans le

tableau 7.

Tableau 7 : activités de I’enzyme a-amylase intestinale, pancréatique et sérique et le taux du
glucose sérique chez des rats Wistar traités avec 1’extrait éthanolique de grignons d’olive

5,10+ 0,70 13,10 + 1,20 7,13+0,70

11,30 £1,30 21,10 + 1,60 12,70 + 1,10
787 + 81 1978 + 113 1154 + 87

0,97 +0,12 2,13+0,18 1,37 +£0,17

L’étude in vivo, chez les rats diabétiques, a montré que la supplémentation en extrait
éthanolique de grignons d’olive a une dose de 100 mg/kg/jour a inhibé l'activité de l'o-
amylase intestinale et pancréatique de 45 % et 40 % respectivement (tableau 7) par
comparaison aux rats diabétiques non traités. De plus, I’activité de 1'a-amylase sérique a
montré aussi une diminution de 42 %. Par conséquent, le taux de glucose sérique est diminué
de 36 %. Ces résultats confirment bien ’activité inhibitrice de 1’extrait éthanolique établie au

cours de 1’étude in-vitro.
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Diverses études ont montré que les extraits naturels contenant des polyphénols sont
des extraits également dotés d’activités anti-obésité et antidiabétique par leur pouvoir
d’inhibition de la lipase et I'a-amylase respectivement [Yajima et al., 2005 ; Lei et al., 2007].
De ce fait, I’effet thérapeutique de 1’extrait éthanolique de grignons d’olive contre le diabéte
est 11¢ a sa forte teneur en composés phénoliques ainsi qu’a la présence de certains compose€s
spécifiques qui ont été approuves pour leur effet antidiabétique dans plusieurs travaux

antérieurs.

Les flavonoides sont des composeés potentiellement hypoglycémiants de par leur action
inhibitrice de la glucosidase (Fontana et al., 2011 et Jakobs et al., 2005). lIs ont été approuvés
aussi pour leur pouvoir antidiabétique par Savych et al., 2021. Gorbani (2017) a étudié
I’activité anti-hyper-glycémique de la rutine et discuté son effet protecteur contre le
développement des complications diabétiques. Il a proposé les mécanismes d’action de ce
flavonoide pour I’inhibition de I’absorption des carbohydrates par I’intestin gréle ainsi que

I’inhibition de la gluconéogenése.

Des études antérieures réalisées par Jemai et al., (2009) indiquent également que
I'oleuropéine a le pouvoir de diminuer les taux de cholestérol total chez les rats diabétiques et
d’aider le corps a sécréter plus d'insuline et ainsi contribuer a prévenir l'apparition du diabéte

de type 2.

L’hydroxytyrosol, qui est un produit de I’hydrolyse de 1’oleuropéine, est un composé
phénolique en quantité remarquable dans le grignon d’olive. Il a été approuvé par plusieurs
études pour ses activités biologiques a savoir I’activité antioxydante, anti-inflammatoire, anti-
cancérogéene et bien évidemment antidiabétique [Hamden et al., 2010 ; Vlavcheski et al.,
2019]. Les résultats de Jemai et al., 2009, ont suggéré que l'effet antidiabétique de
I'oleuropéine et de I'nydroxytyrosol pourrait étre d0 a leur activités antioxydantes limitant le

stress oxydatif qui est largement associé a la pathologie du diabéte et d’autres complications.

V1. Activité Analgésique de ’extrait éthanolique

Les résultats de 1’activité analgésique de I'extrait éthanolique de grignons d’olive sont

présentés dans le tableau 8.
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Tableau 8 : activité analgésique de I’extrait éthanolique chez les souris albinos suisses

B+71 -

0,

Par comparaison au standard « Aspégic », les résultats de 1’administration de 1’extrait

éthanolique aux souris testés montrent que 1’extrait de grignons d’olive a une concentration de
50 mg/kg inhibe un nombre de crampes de 35 a 75 avec un pourcentage d’inhibition de
52,4%, qui est plus grand que celui du standard avec un taux d’inhibition de 49,7% et par-

suite une meilleure activité anti-inflammatoire.

Plusieurs études menées sur 1’activité analgésique des flavonoides ont montré
I’efficacité de certains composés de cette famille pour leur effet calmant et apaisant [Xiao et
al., 2016]. Certains de ces composés ont été identifiés dans notre extrait éthanolique comme
la quercétine [Rylski et al., 1979], la rutine [Lapa et al., 2009], la lutéoline [Liu et al., 2010]
et I’apigénine [Kumar et al., 2008]. Ces composes ont été approuvés pour leur efficacité en
tant qu’analgésiques périphériques. Dans une autre étude portée par Picq et al., 1991, la

quercétine a montré un effet sédatif sur le systéme nerveux central chez les souris.

Certains acides phénoliques ont montré aussi un pouvoir analgésique, parmi eux on
peut citer par exemple 1’acide vanilique qui a montré dans une étude portée par Yao et al.,
2016 une capacité a inhiber I’activité des canaux de sodium résistants et ceux sensibles a la

tétrodotoxine.

VIlI. Conclusion

L’analyse par LC-MS de I’extrait éthanolique de grignons d’olive a permis
I’1identification de composés phénoliques de différentes classes dont, des phénols simples, des
flavonoides, des acides phénoliques et des sécoiridoides. Les résultats ont montré que les
composés majoritaires dans cet extrait sont 1’hydroxytyrosol, le tyrosol, 1’acide caféique,

I’acide p-coumarique, 1’ol€oside, la lutéoline, 1’oleuropéine aglycone et 1’acide quinique.

L’¢évaluation de certaines activités biologiques de I’extrait éthanolique a montré qu’il
est doté¢ d’une forte activité antioxydante comparable a celle de la vitamine C, un pouvoir

antidiabétique intéressant qui a été évalué par la capacité de 1’extrait a inhiber les enzymes a-
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amylase et lipase in-vitro puis in-vivo. L’extrait a montré aussi une capacité analgésique

remarquable par son aptitude a inhiber 52% du nombre total de crampes chez les souris.

Ces activités sont fortement liées a la richesse de I’extrait éthanolique en COMPOSsés
phénoliques, dont certains composés sont responsables de I’activité antidiabétique comme
I’hydroxytyrosol, I’oleuropéine et la rutine ; et d’autres qui conférent le pouvoir analgésique

citons la quercétine, la lutéoline, 1’apigénine et 1’acide vanilique.

La richesse des grignons d’olive en composés phénoliques dotés d’activités
biologiques intéressantes nous a encouragé a la recherche d’une procédure adéquate pour
optimiser I’extraction de ces biomolécules d’origine naturelle qui pourraient étre utilisées par
la suite dans des préparations alimentaires, cosmétiques ou pharmaceutiques. Le

développement de cette perspective est détaillé dans la partie B de ce manuscrit.
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B. OPTIMISATION DE L’ECO-EXTRATION DE
BIOMOLECULES A HAUTE VALEUR AJOUTEE A PARTIR
DE GRIGNONS

La valorisation des déchets de I’industrie oléicole devient de plus en plus investiguée
dans les différents pays producteurs d’huile d’olive pour deux raisons majeures, 1’'une est
basée sur I’intérét de protéger I’environnement des impacts néfastes causés par les déchets
oléicoles et I’autre est basée sur la richesse de ces coproduits en composées phénoliques d’un
grand intérét dans les industries alimentaires et cosmétiques. Au vue la forte demande portée
par les industries sur I’extraction de ces composés a partir des grignons d’olive et dans le but
de présenter une méthode d’extraction eco-responsable, cette partie de thése a été focalisée
sur ’optimisation de I’extraction a 1’aide d’un solvant vert « 1’éthanol » et sur I’intensification
du procédé par des techniques innovantes et en accord avec I’environnement. Le protocole

global de ce chapitre est présenté dans la figure 47.

1-Lyophilisation
J _—
/ 2-broyage

Grignon Grignon d’olive sec
d’olive
humide

Solubilité des
antioxydants

Ftude
cinétique

= 6g/60mL = 15g/150mL = 15g/150mL .
= 3g/30mL = T=50°C = T=50°C = T=50°C . is_gs/oigo mt . %g=/5](.)?cmL
= T=20°C/50°C = t=5min = t=5min = t=5min - t=5min . t=5min
= t=5et60min = P=100bar = Pw=500W = Pw=150W - o
. 1cycle . A= 70% . A= 100% Pw =100 W Speed = 4000 rpm
v
[ Analyses UV-Vis + analyses UPLC }

Figure 47 : protocole global d’optimisation de 1’éco-extraction de grignons d’olive
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I. Prédiction théorique du meilleur ratio éthanol-eau pour

P’extraction des polyphénols

1. Etape de pré-prédiction
La prédiction théorique de la solubilité des composés phénoliques dans le mélange de
solvant est assurée par le logiciel COSMO-RS par deux types de calculs consécutifs qui sont :
le calcul quantique et le calcul thermodynamique. L’étape de calcul quantique nécessite une
duréee de temps plus ou moins importante pour cibler les molécules insérées dans le logiciel.
Cette durée de temps est proportionnelle a la taille de ces molécules. Plus la molécule est de
masse moléculaire importante, plus le calcul dure longtemps (de quelques minutes jusqu’a

quelques heures).

Pour étre efficace il est nécessaire de bien choisir les solutés a étudier en se focalisant
sur les composés phénoliques majoritaires du grignon d’olive. Aprés avoir défini une liste de
composés phénoliques, on doit chercher le « code smiles » de chaque composé dans la base
de données ChemSpider (propriété de la Royal Society of Chemistry (RSC)). Chaque soluté
ou solvant est inséré dans le logiciel COSMO-RS par son code smiles.

Exemples :

- code smiles de tyrosol : clcc(ccclCCO)O

- code smiles de ’hydroxytyrosol : clcc(c(cclCCO)O)O

- code smiles de I’acide caféique : clcc(c(ccl/C=C/C(=0)0)0O)0O

- code smiles de I’acide p-coumarique : clcc(cccl/C=C/C(=0)0O)O

2. Etape de prédiction
Le calcul quantique est une étape primordiale et essentielle pour créer la base de
données des fichiers COSMO. Cette base de données est formée par les molécules ciblées
c.a.d. des molécules qui représentent la répartition de charge de criblage sur leurs surfaces

moléculaires appelées o-surfaces (fig. 48).
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Figure 48 : structures moléculaires et o-surfaces des solvants et différents solutés étudiés

A partir de ces o-surfaces, on peut avoir le o-profile des solutés en solution. Le o-

profile est le premier résultat fourni par le logiciel concernant la polarité de chaque composé

et son affinité vis-a-vis du solvant. En effet, a partir de graphe de o-profile on peut distinguer

les molécules polaires et les molécules de caractére hydrophobe, ainsi, on peut différencier le

caractere donneur ou accepteur d’hydrogene de chaque molécule.

o)

Figure 49

DonneurH et/ou
Accepteur d’électron

}\ Ethanol

i > = Eau

: Hyf:lrop:.c;ble Acide gallique
| (‘Llpop ilie) Acide vanilique

Acide caféique

Acide p-coumarique

Acide férulique

Acide trans-cinnamique
Hydroxytyrosol

Tyrosol
Hydroxytyrosol-3-O-glucoside
Hydroxytyrosol-1-O-glucoside
Oleuropéine

Nuzhenide

Accepteur H et/ou
Donneurd’électron

- représentation graphique du o-profile des solutés et du solvant étudies
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La partie qui est entre -0,01 et 0,01 (e.A) est la partie qui représente le segment
hydrophobe de chaque molécule. On remarque que plus la chaine ou la structure moléculaire
d’une molécule est importante plus le pic de son graphe o-profile est intense. Dans notre
¢tude les molécules les plus volumineuses sont celles de nuzhenide suivie par 1’oleuropéine
qui présentent les pics les plus intenses dans le graphe de o-profile. La seule molécule qui n’a

pas de pic dans cette partie est la molécule d’eau.

Un zoom sur le o-profile de 1’eau

présente un pic dans la partie donneur
d’hydrogéne et un autre pic dans la partic s

1.6
accepteur. Il en est de méme pour I’éthanol =+
1.2
1.0
0.8
0.6
«donneur» et Dautre vers la partie o

0.2

qui présente deux pics l'un vers la partie

«accepteur» d’H ce qui rend ces deux ™ 5 un  aom om o om om
o eidé]

solvants miscibles, sauf que I’éthanol a un pic Figure 50 : o-profile de la molécule H,0
vers le milieu du o-profile qui représente la

partie hydrophobe de la molécule.

A partir de la figure 49 on peut remarquer que presque tous les composés ont des pics

vers les trois parties du graphe de o-profile mais de facon différente et inégale.

En deuxiéme étape, et apres la formation de la base de données du fichier COSMO, le
logiciel peut faire les calculs statistiques thermodynamiques afin de créer le o-potentiel du
mélange pour prédire finalement les données d’équilibre. Le potentiel chimique est une
estimation de I’affinité d’une molécule dans un solvant. Il décrit aussi le caractére donneur

/accepteur d’électrons et le caractére donneur d’hydrogene de chaque molécule.

On peut considérer que les deux graphes o-profile et o-potentiel sont
complémentaires. En effet, les résultats fournis par le graphe o-potentiel confirment bien les
résultats de o-profile. Comme il est montré dans le o-profile, la molécule d’eau n’est pas
dotée d’un caractere lipophile alors que toutes les autres molécules présentent une certaine
hydrophobie. La différence créée entre la courbe de I’cau et celles des autres molécules,
confirme la présence du caractére hydrophobe des composés phénoliques. Le graphe de -
potentiel montre aussi que tous les composés ¢étudiés sont des donneurs d’électrons et

d’hydrogene.
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Figure 51 : représentation graphique du c-potentiel des solutés et des solvants étudiés

Par la suite, on doit fixer dans le logiciel COSMO-RS les différents parameétres
expérimentaux a savoir : (masse, température, type de soluté «solides »...) et préciser le
mélange de solvant et le ratio envisagé, ainsi que les solutés. De cette facon, la solubilité
relative de chaque composé d’intérét dans le solvant est calculée. La solubilité relative de

chaque soluté en solution est donnée sous forme d’un tableau des valeurs logarithmiques

(logl0 (x_RS)) allant de 0 jusqu’a -10.

Les figures 52a (a 20°C) et 52b (a 50°C) présentent les valeurs de la solubilité relative
des composés phénoliques étudiés dans les différents ratios d’éthanol/eau. Les différentes
couleurs présentées dans la figure 52 donnent une idée sur les résultats de la solubilité relative
de chaque soluté en solution. En effet, la couleur verte représente un indice de solubilité
relativement élevé (entre O et -1), la couleur jaune est relative a un indice de solubilité moyen
(entre -1 et -4), et la couleur rouge signifie une solubilité médiocre méme absente du soluté

étudié dans le solvant (> -4).

En comparant les deux figures a et b, on peut remarquer que I’indice de solubilité de
tous les composés phénoliques étudiés est influencé par 1’augmentation de la température
d’une fagon positive. En effet, la plage des valeurs en vert comprend la plage de valeurs de de
40:60 EtOH/H.0 (fig. 52a) a 20°C, a 30:70 EtOH/H20 a 50°C (fig. 52b). D’aprés la figure
52, le meilleur solvant d’extraction pour la majorité des composés phénoliques semble étre

100% EtOH. Ce solvant est pris par le logiciel COSMO comme une référence, sur laquelle se
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base toutes les autres prédictions de solubilité. Par conséquent, on peut prendre le seuil de ce
modele de prédiction entre 50:50 et 70:30 EtOH/H20.

()
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Figure 52 : prédiction de la solubilité par le COSMO-RS a 20°C (a) et a 50°C (b) avec les différents
ratios EtOH/H-0.
Couleur verte : forte probabilité de solubilité (> 60%). Couleur jaune : moyenne probabilité de

solubilité (20%-60%). Couleur rouge : faible probabilité de solubilité (< 20%).

On peut remarquer que les 6 acides phénoliques ainsi que le 3-hydroxytyrosol et le
tyrosol ont un indice de solubilité élevé pour le ratio 50:50 EtOH/H2O pour les deux
températures. L’indice de solubilité est aussi €élevé pour I’acide gallique a des ratios de 40:60,
30:70 et 20:80 EtOH/H20, I’acide vanilique et I’acide trans-cinnamique & des ratios de 40:60
et 30:70 EtOH/H20. Par contre, les deux formes glycosidiques de I’hydroxytyrosol présentent

un indice de solubilité moyen dans le solvant de référence et il decroit dans le systeme pour
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avoir une faible solubilité a 100% H20O. Les plus faibles indices de solubilité sont observés

pour le nuzhénide suivie par I’oleuropéine qui présente une solubilité moyenne méme a 100%

EtOH et presque nulle vers 100% H-O.

Pour conclure, la prédiction théorique est une étape importante pour bien clarifier et
mettre au point I’étape de 1’extraction, ainsi que pour réduire le nombre des manipulations et
par conséquent limiter le volume de solvant, la quantité¢ d’énergie et la durée de cette étape.
D’apreés les résultats obtenus, on peut retenir que les meilleurs ratios sont ceux de 50:50 a
70:30 EtOH/H20 a une température de 50°C. Pour confirmer et valider cette prédiction, les

extractions ont été menées.

Il. Optimisation du temps d’extraction : Etude cinétique

Le temps d’extraction est un facteur trés important pour avoir un rendement optimal
sans altération des molécules sensibles avec une utilisation de 1’énergie consommée
optimisée. Pour ce faire, dans un premier temps une étude cinétique de I’extraction des
composés phénoliques de grignons par une méthode conventionnelle, la macération a été

menée.

Des extractions par macération de 3 heures ont été mises en ceuvre a 1’aide d’un
solvant hydro alcoolique EtOH/H>0 60:40 a deux températures différentes 20°C et 50°C, 7
prélevements ont €té effectués au cours du temps. L’étude est portée sur la comparaison entre
la teneur en phénols totaux des différentes prises d’essais au cours du temps par la méthode de
Folin Ciocalteu. Les résultats sont donnés en mg équivalent tyrosol par g de grignons d’olive
secs. Le suivi a également été réalisé par UPLC/DAD pour les quatre composés phénoliques

quantitativement majoritaires.

0,7
y =0,2337x + 0,0125

0,6
R?=0,9954

0,5
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0,3

0,2

Absorbance a 750 nm

0,1

0
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
Concentration (10 mol.L-1)

Figure 53 : droite d’étalonnage de tyrosol
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Tableau 9 : suivi cinétique de I’extraction des phénols totaux a 20°C et a 50°C par la

méthode de Folin Ciocalteu

Temps (min) R (mg/g) R (mg/g)
10 3,36 £ 0,14 4,37 £0,17
20 3,68 £ 0,06 4,90+ 0,31
30 3,69 £ 0,07 5,18 £ 0,15
60 3,70 £ 0,07 5,17 + 0,07
120 3,73 £ 0,06 512 +0,31
180 3,87 £0,07 5,26 £ 0,13

La figure 54 montre que ’augmentation de la température améliore les rendements
d’extraction ce qui confirme la prédiction théoriqgue du COSMO-RS. En effet, les rendements
optimaux obtenus sont de 3,75 + 0,07 mg TE/g DOP a 20°C et de 4,76 £ 0,13 mg TE/g DOP a
50°C apreés 20 minutes de macération.
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w 6
Q
(7]
2
2 5
o + = { 1
-
c
c 4 _ .
Eﬂ ¥ £ = ¥
O =
ERs
=
3
o 2
.
-
=)
(=2
\m 1
(1]
£
0
0 30 60 Q0 120 150 180 210

Temps de macération (min)

Figure 54 : cinétique d’extraction des grignons d’olive secs & 20°C et a 50°C

Les résultats obtenus par les analyses UPLC sont en corrélation avec ceux obtenus par
le test de Folin Ciocalteu pour les 4 composés phénoliques quantifiés : les rendements les plus
élevés sont obtenus a 50°C. Les figures 56a et 56b montrent que la concentration la plus
élevée est obtenue pour le 3-hydroxytyrosol avec (39,0 + 1,9) 102 et (57,6 + 1,2) 102 mg
HT/g DOP & 20°C et a 50°C respectivement, suivi par le tyrosol avec (23,4 + 1,0) 102et (27,9
+0,7) 102 mg TY/g DOP a 20°C et a 50°C respectivement. On trouve par la suite ’acide p-
coumarique avec (20,6 = 0,5) 102 et (23,5 + 0,5) 102 mg p-CA/g DOP & 20°C et a 50°C
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respectivement et finalement 1’acide caféique avec (16,3 = 0,5) 10?2 mg CA/g DOP aux deux
températures (fig. 56).
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Figure 55 : les droites d’étalonnage des 4 étalons utilisés en UPLC

Tableau 10 : suivi cinétique de I’extraction des phénols totaux a 20°C par la méthode
d’UPLC

5 243+0,3 16,2+0,3 09,0+£0,2 146+1,3
10 375+0,5 224+1]1 143+0,4 20,117
20 39,0+19 234+1,0 16,3+0,3 20,6 £0,5
30 390+1,1 235+0,9 16,2+0,5 20,7+1,2
60 388+19 235+0,5 16,2+0,3 20,8 +0,5
120 38,6 +0,5 23,4+0,2 16,4+1,2 20,7+0,3
180 386+1,1 235+1,0 16,4+1,8 20,8+1,2

DOP: Grignons d’olive secs (Dried Olive Pomace)
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Tableau 11 : suivi cinétique de I’extraction des phénols totaux a 50°C par la méthode
d’UPLC

5 45,2+0,3 20,3+1,9 11,4+2,1 17,9+2,0
10 55,7+0,3 25,4+ 1,4 15,5+1,7 22,4+1,9
20 57,7+0,3 27,9+0,7 15,6+0,4 23,5+0,3
30 57,8+0,2 27,8+0,6 15,7+0,5 23,5+0,5
60 57,6 1,2 28,0+1,4 15,6 £0,3 23,5+1,0
120 57,7+0,8 27,9+0,5 15,6+04 23,6 +0,9
180 57,6 +0,9 28,1+0,8 15,7 +0,8 235+1,1

(a) ——3-hydroxytyrosol tyrosol —«— Acide caféique —— Acide p-coumarique
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Figure 56 : cinétique d’extraction des grignons d’olive secs a 20°C et a 50°C : UPLC 20°C
(@), UPLC 50°C (b)
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L'analyse comparative par le test Student des vitesses moyennes d'extraction des
composés phénoliques a deux températures (20°C et 50°C aprés 20 min de macération)
montre une différence statistique pour le 3-hydroxytyrosol, le tyrosol et I’acide p-coumarique.
Cependant, concernant I'acide caféique, il n'y a pas de différence significative du taux moyen

entre 20°C et 50°C (valeur p = 0,11). Ces résultats sont présentés dans le tableau 12.

Tableau 12 : tableau comparatif des valeurs moyennes des composés phénoliques quantifiés

a 20 min de macération a 20°C et a 50°C

3-hydroxytyrosol

(102 mg/g DOP*) SR 57,7+0,3 Ps <0,001
(10° Lg%sgop*) 234+ 10 27907 Ps = 0,003
e e 163+0,3 15,6 + 0,4 Ps = 0,110
Acide p-coumarique 20,6405 23503 ps = 0,001

(102 mg/g DOP%*)

*DOP: Grignons d’olive secs (Dried Olive Pomace)

Ces résultats statistiques nous ont permis de montrer l'effet du taux d'extraction lié au
3-hydroxytyrosol, au tyrosol et a l'acide p-coumarique a 50°C. On peut conclure que la
cinétique d’extraction de la majorit¢ des composés phénoliques est améliorée par
I’augmentation de la température, a ’exception de celle de 1’acide caféique qui n’a pas été
influencée par ce facteur. La durée optimale d’extraction est atteinte a 20 min, au-dela de cette

durée on est sur un plateau, c’est a dire, qu’il est inutile de dépasser cette durée d’extraction.

1. Optimisation du meilleur ratio EtOH-H2O pour I’extraction

des polyphénols

Pour confirmer les résultats obtenus par la prédiction théorique a 1’aide du logiciel
COSMO-RS, une série d'extractions a été mise en ceuvre aux différents ratios EtOH/H.0 a
deux températures différentes : 20°C et 50°C pour une durée de 20 min. L’étude est faite en se
basant sur les analyses spectrophotométriques et chromatographiques. Le tableau 13 et la
figure 54 présentent les teneurs des phénols totaux TPC obtenues pour chaque ratio.
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Tableau 13 : TPC des extraits de grignons d’olive obtenus par macération dans les différents

ratios EtOH/H»0 a 20°C et a 50°C

Chapitre I1I : Résultats & discussion

DS cmwer <0 R (/g 5D
| mowme | sseons 2332009
_ 2,21 +£0,10 2,81 +0,07
DmRE 2s6:os 3092011
T ey 3501005
_ 3,40 £ 0,06 3,70£0,06
_ 3,66 £ 0,02 4,30+0,10
DGRE -0 4592030
D wmEon | ss0x00 429005
_ 3,18+ 0,03 4,06 £ 0,08
_ 2,41 +0,07 3,36 £0,05
T ey 2322006

Les résultats expérimentaux ont montré que 1’extrait optimal a été obtenu pour un ratio
de 60:40 EtOH/H.0 avec des meilleurs rendements de TPC de 3,73 + 0,02 a 20°C et 4,59 +
0,30 mg TE/g DOP a 50°C suivi par ceux de (70:40) et de (50:50) d’EtOH/H20 avec 3,60 +
0,02 et 3,66 = 0,02 a 20°C, et 4,29 + 0,05 et 4,30 £ 0,10 mg TE/g DOP a 50°C

respectivement.

En outre, les résultats de 1’analyse ANOVA pour la comparaison des groupes moyens
(de 40:60 a 80:20 EtOH/H.0) a deux conditions de température d’extraction, montrent la
présence de différences statistiques entre chagque groupe de pourcentage (valeur p.anova <
0,05). De plus, a I’aide d’un test post-hoc, le taux d’extraction du TPC lié au rapport de
solvant de 60:40 EtOH/H20 a 50°C s’est révélé statistiquement différent de tous les autres
taux aux deux températures (valeur p.tukey < 0,05). Au contraire, le taux d’extraction obtenu
avec le méme rapport de solvant a 20°C n’était pas statistiquement différent de ceux
déterminés en utilisant 50:50 et 70:30 EtOH/H.O a 20°C, ainsi qu’en utilisant 40:60
EtOH/H20 a 50°C. De plus, les taux d’extraction du TPC correspondant a 50:60 et 70:30
EtOH/H20 ne sont pas statistiquement différents a 50°C. Cela conduit a la conclusion que le
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rapport 60:40 EtOH/H20 a 50°C pourrait étre le solvant le plus efficace pour extraire la

majorité des composés phénoliques des grignons d’olive (figure 57).

m Solubilité a 20°C m Solubilité a 50°C

6 * *
*I I 1
> I S
a X
3
2
1
0
L » P P P& A P P
s o
N &
EtOH/H,0

Figure 57 : les TPC des extraits de grignons d’olive obtenus par macération dans les différents

ratios EtOH/H>0 a 20°C et a 50°C

Les rendements les plus faibles sont relatifs aux extraits obtenus par des solvants de
100% EtOH et 100% H20 aux deux températures, ce qui n’a pas été établi par la prédiction
COSMO. Cette contradiction de la prédiction de solubilité pour les forts pourcentages
d’éthanol peut étre expliquée par le fait que le calcul COSMO-RS des indices de solubilité
des solutés dans le systeme de solvant suit une tendance linéaire, c.a.d. ’augmentation des
valeurs de la solubilité résulte de 1’augmentation de la proportion d’EtOH. Donc, on peut
conclure que le seuil d'un modeéle de prédiction COSMO-RS valide a été considéré dans un
systeme de solvant avec moitié eau et moitié éthanol ou 60% d'éthanol. Par conséquent, ce
modeéle de prédiction ne peut étre validé que par les résultats expérimentaux jusqu'a un taux
d'éthanol de 60%. A partir de 70% d'éthanol, la diminution de la solubilité des solutés peut
s'expliquer par le changement de polarité du systéme solvant, qui n'est pas favorable pour une
solubilisation efficace [Vernes et al. 2019 ; Mnafgui et al. 2016].

Ces résultats ont pu étre corroborés par UPLC/DAD sur les extraits obtenus a 50°C,
seuls extraits analysés par chromatographie. La figure 58(b), montre que le 3-hydroxytyrosol
et ’acide p-coumarique suivent la méme tendance des résultats de TPC alors que le tyrosol et

I’acide caféique présentent un comportement différent selon les ratios de solvant. Par contre,
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la somme de ces 4 composés phénoliques quantifiés illustrée par la figure 58(b) présente la

méme tendance que celle des résultats de TPC. Ces résultats confirment bien que le ratio
60:40 EtOH/H0 est le ratio optimal suivi de 50:50 EtOH/H20.

Tableau 14 : rendements d’extraction des phénols quantifiés dans les extraits relatifs aux
différents ratios EtOH/H.0 a 50°C par ’'UPLC

| 100%H0 | 37,205 31,440,3 13,1+0,9 15,7+1,3 97,4+3,1
| 10%EOH | 382:16 32,740,5 12,1+1,4 16,4+ 0,8 99,5 + 4,4
| 20%EOH | 381:05 33,240,7 12,1+0,4 17,0+1,5 100 +3,1
| 30%EOH | 401:06 352+13 14,4+ 0,9 19,2+0,9 109 +3,7
| 40%EOH | 458:11 36,5+ 0,5 13,4+0,7 19,3+0,9 115432
| B0%EOH | 486+03 36,3+0,7 14,011 21,9+0,7 121 +2,9
| B0%EOH | 503+0,2 36,4+0,3 13,5+0,3 22,140,6 122+1,4
| 70%EOH | 49,8:05 32,7+0,4 11,4+0,9 213+1,1 115+ 2,9
| BO%EOH | 49803 30,940,2 09,1+1,3 21,1+0,4 111422
| 90%EtOH | 409:04 19,0+ 1,0 05,4+ 0,4 204+1,0 85,3+2,8
| 100%EOH | 32,6+1,2 10,340,3 Nd* _ 158+1,3 58,8+2,8

Nd* : non détecté / DOP* : grignon d’olive sec (Dried Olive Pomace)

B 3-hydroxytyrosol M tyrosol m Acide caféique Acide p-coumarique
60E-2

50E-2

40E-2

30E-2
z & .
20E-2 ih el L &
I
I & L
- I I I I I I I I I I
00E+0 I

100% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
H20 EtOH

mg phénol/g grighon d’olive sec
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Figure 58 : détermination de la solubilité expérimentale a 50°C des différents ratios
EtOH/H20 par I’'UPLC, Phénols quantifiés (a), et la somme des phénols quantifiés (b)

En se basant sur les résultats expérimentaux qui corroborent bien avec ceux obtenus
par la prédiction théorique du logiciel COSMO-RS, le solvant optimal pour solubiliser les
composés phénoliques étudiés est le ratio 60:40 EtOH/H20. Ces résultats sont en cohérence
avec ceux de la littérature (Cepo et al. 2017).

IV. Intensification du rendement d’extraction moyennant des

techniques innovantes et vertes

La macération conventionnelle est une technique traditionnelle lente, qui nécessite une
quantité de solvant importante. Pour intensifier le procédé d’extraction, nous avons choisi des
techniques innovantes et respectueuses de 1I’environnement qui ont ét¢ mises en ceuvre dans
les conditions optimales définies précédemment, et comparées a la macération
conventionnelle. La poudre de grignons d’olive a été dissoute dans un solvant EtOH/H>0
60:40 (v/v) avec un ratio soluté/solvant 1:10 (g/mL) et soumise aux différentes méthodes
d’extraction (CM, ASE, UAE-P, UAE-B, BM et MAE) pendant 5 min a 50°C.
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Tableau 15: teneur en composés phénoliques totaux dans les extraits obtenus par les
différentes techniques d’extraction en mg d’équivalence de tyrosol par g de grignons d’olive
Secs

Macération conventionnelle (CM) 3,80 + 0,05

Extraction accélérée par solvant (ASE) 5,31+0,04

Extraction par ultrason a sonde (USE-P) 5,04 £ 0,06

Extraction par ultrason a bain (USE-B) 4,80+0,11

Extraction par micro-billes (BM) 4,32 +0,07

Extraction par micro-ondes (MAE) 4,33 +£0,02
6,0

TPC
mg éq.tyrosol /g grignon d’olive sec

5,0
5,0 28,5% 4,8
4,3 4,3

4,0 38 vy BB BB

3,0

2,0

1,0

0,0

CM 5 min ASE 5min UAE-P 5min  UAE-B 5min BM 5min MAE 5min

Figure 59 : comparaison des différentes techniques d’extraction en termes de composés
phénoliques totaux

D’apres la figure 59, 1’extrait obtenu par ASE presente la plus grande teneur en TPC
avec 5,31 + 0,04 mg TE/g DOP, suivie par 1’extrait obtenu par UAE-P (5,04 £ 0,06 mg TE/g
DOP) suivi par celui obtenu par UAE-B (4,80 £ 0,11 mg TE/g DOP). Les extraits obtenus
BM et MAE présentent les valeurs de TPC les plus faibles (4,32 + 0,70 mg TE/g DOP et 4,33
+ 0,02 mg TE/g DOP respectivement), avec des rendements presque identiques. Les résultats
de TPC de tous les extraits sont parfaitement confirmés par les résultats de I’'UPLC (figure
60(a) et 60(b)).
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Tableau 16 : teneurs en composés phénoliques dans les extraits obtenus par les différentes
techniques d’extraction déterminées par UPLC

0,45 +0,01 020+0,01 0,12 £0,01 0,18 £0,01 0,95 £ 0,05

0,65 £ 0,06 0,33+£0,01 0,22 £0,01 0,32+£0,01 1,54 £ 0,02
0,54 £0,01 0,32+0,01 0,17 £0,01 0,26 £ 0,01 1,32+£0,03
0,54 £0,01 0,33+£0,02 0,15+£0,01 0,26 £ 0,01 1,30+ 0,04
0,46 £ 0,02 0,29 £ 0,01 0,12 £0,01 0,22 £ 0,01 1,10 £ 0,05
0,46 £ 0,02 0,27 £ 0,02 0,12 £ 0,01 0,23 +£0,01 1,10 £ 0,06
(a) E 1,80
4 1,60 1,54
S
b -] 1,40 1,32 130
c
o
@ 120 1,10 1,10
§ 1,00 0,35
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Figure 60 : comparaison des différentes techniques d’extraction par UPLC selon la somme des
phénols quantifiés (a) et la teneur des différents phénols quantifies (b)
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La figure 60 présente les quatre composés phénoliques quantifiés par UPLC dans
chaque extrait obtenu par les différentes techniques d’extraction. La figure 60(a), montre que
la teneur des quatre composés phénoliques quantifiés dans chaque extrait suit la méme
tendance que les résultats de TPC. D’aprés la figure 60(b), on peut noter que le 3-
hydroxytyrosol présente les concentrations les plus élevées variant entre (45,2 + 1,4) 1072 et
(65,7 + 0,6) 102 mg HT/g DOP suivie par le tyrosol avec des valeurs allant de (20,3 + 1,4) 10°
23(33,2+0,2) 10°mg TY/ g DOP et I’acide p-coumarique avec des valeurs entre (18,0 + 1,4)
102 et (32,5 + 0,6) 102 mg p-CA/g DOP. Les concentrations les plus faibles sont détectées
pour I’acide caféique allant de (12,0 + 0,8) 1024 (22,4 + 0,5) 102 mg CA/g DOP.

Par comparaison a la macération conventionnelle, I’ASE permet d’augmenter le
rendement d’extraction de 28,5% pour une durée de 5 min. Les extractions assistées par
ultrasons ont montré aussi une augmentation significative des rendements d’extraction tout en
considérant que le systétme a sonde est un peu plus efficace que le bain. Par contre, les
techniques d’extraction par micro-ondes et microbilles se sont avérées les moins efficaces
pour I’extraction des composes phénoliques a partir des grignons sec, avec toujours une

amélioration légere du rendement d’extraction par rapport a la macération.

Pour conclure, I’ASE s’est avérée la technique la plus efficace pour intensifier les
rendements d’extraction des composés phénoliques a partir de la poudre de grignons d’olive
séche. Cette efficacité est expliquée par ’effet de la pression qui est appliquée durant
I’extraction. En effet, la haute pression favorise la diffusion du solvant EtOH/H2O entre les
pores des particules de grignons d’olive, ce qui augmente la surface de contacte soluté/solvant
induisant ainsi une augmentation du rendement d’extraction. D’autres études ont montré aussi
des résultats significatifs par ASE pour I’extraction des composés phénoliques [Barros et al.
2013 ; Repajic et al. 2020 ; Richter et al. 1996].

V. Compréhension des mécanismes d’extraction

Chaque technique a son mécanisme d’action sur les différentes matrices et solvants.
En effet, durant le processus d’extraction, 1’effet qui se produit sur la matrice dépend de sa
composition physique et chimique. Les composés solides, granulaires ou pulvérulents peuvent
différer de maniere significative, ce qui génere des différences dans le processus d’extraction.
En outre, le grand nombre de composes organiques présents dans la matrice végétale
augmente la complexité de la procédure d’extraction. D’autre part, le type et les propriétés du
solvant telles que la polarité ou la viscosité ont également un rdle important dans le

phénomeéne d’extraction.
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Comme on I’a déja montré, ’ASE est la technique la plus efficace en termes
d’intensification du rendement d’extraction des composés phénoliques a partir de la poudre de
grignons d’olive séche. En effet, la combinaison de la haute pression et la haute température
améliore la performance de cette technique d’extraction grace a la rupture de 1’équilibre de
surface qui engendre des effets de transfert de masse et par la suite une augmentation de la

solubilité.

Une température de 50°C perturbe 1’interaction soluté-matrice et abaisse la tension
superficielle de la matrice, du solvant et des solutés, ce qui favorise le phénoméne de
diffusion. D’autre part, la température élevée diminue la viscosité du solvant, ce qui améliore
sa capacité a solubiliser les composés ciblés de la matrice [Richter et al. 1996]. L utilisation
de la haute pression facilite I’extraction des composés phénoliques piégés dans les pores de la
matrice. En effet, la pression force le solvant a pénétrer dans les zones des matrices qui ne

sont normalement pas accessibles par le solvant dans les conditions atmosphériques.

Pour ’ultrason « UAE », La sonde produit des résultats plus intéressants que celui du
bain. Ces résultats sont en accord avec les conclusions de Jamalabadi et al. 2019, qui ont
montré que la sonication par sonde était plus efficace que par bain en termes d’influence sur
les propriétés physico-chimiques et microstructurales des matrices. En effet, les ondes de
sonication se propagent dans le milieu tout en créant des cavitations au niveau des particules
solides favorisant ainsi la libération des composés d’intéréts ce qui conduit a I’intensification
des rendements d’extraction. Les ultrasons ont montré leur efficacité pour I’extraction de
matrices de tailles assimilées a des grains plutot qu’a des particules plus fines assimilées a des
poudres [Catena et al., 2020].

Le procédé assisté par microbilles conduit probablement a la destruction des grains
dans une taille plus petite tout en augmentant la surface de contact entre le soluté et le solvant
ce qui permet d’améliorer le rendement d’extraction des composés phénoliques [Montalescot

et al. 2015].

Dans le cas des micro-ondes, I’absence d’agitation durant le processus d’extraction
s’est avérée non favorable pour améliorer la solubilité des composes phénoliques dans le
solvant. Cet handicap influence négativement I’irradiation micro-ondes qui stimule
normalement les cellules de la matrice tout en conduisant typiquement a leur destruction et

par la suite favorise la libération des molécules ciblées [Chemat et al., 2017].
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Figure 61 : effet des processus d’extraction sur la structure de la poudre de grignons d’olive séche

V1. Conclusion

La COSMO-RS est un logiciel visant 1’évaluation théorique de la solubilité de certains
composés chimiques dans un solvant ou un mélange de solvants en se basant sur la

thermodynamique et la chimie quantique.

L’évaluation théorique par COSMO-RS suivie d’une étude expérimentale nous a
permis de conclure que le ratio 60:40 EtOH:H>O est le meilleur mélange de solvants pour
I’extraction des composés phénoliques a partir des grignons d’olive. Aprés une étude
cinétique a deux températures, nous avons déduit qu’une durée de 20 min d’extraction a 50°C
est optimale pour extraire la majorité des composés phénoliques a partir des grignons par
macération.

La comparaison du rendement d’extraction de cing techniques vertes et innovantes
(ASE, UAE-P, UAE-B, MAE et BM) avec celui obtenu par macération conventionnelle nous
a permis de choisir I’ASE comme la méthode la plus pertinente. Elle permet une d’obtenir des

rendements de ’ordre de 5.3 mg €q. tyrosol/g grignons d’olive secs pour une durée de 5 min.
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Les actifs d’origine naturelle peuvent &tre jugés plus chers de par leur faible
disponibilité¢ et les procédés d’extraction a mettre en ceuvre pour leur obtention par
comparaison a la synthése chimique du méme composé. L’optimisation de 1’extraction de
certains bioactifs a partir d’un coproduit oléicole comme les grignons d’olive peut baisser le
colt de la matiere premicre, de la procédure en minimisant le temps d’extraction, de 1’énergie
ainsi que des quantités de réactifs chimiques. Ces conditions autorisant une grande valeur
ajoutée peuvent encourager les industriels a adopter les actifs d’origine naturelle avec des

formules innovantes, efficaces et en accord avec 1’environnement.
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C. OPTIMISATION DE L'EXTRACTION DES
POLYPHENOLS DU GRIGNON PAR UNE HUILE
VEGETALE

Afin de contribuer a développer des procédés respectueux de 1’environnement, nous
avons choisi les huiles végétales comme solvant d’extraction. Les huiles végétales et surtout
I’huile d’olive sont trés utilisées dans plusieurs préparations cosmétiques et alimentaires de
par leur richesse en composés bioactifs. En effet, ’utilisation des huiles végétales remonte a
des millénaires avec l'invention de la premiére presse a huile pendant la préhistoire [Pasquet
2019]. L'huile d'olive et I'huile de graine de sésame sont les premieres huiles apparues
[Pasquet 2019]. Puis la modernisation du procédé a vu naitre des huiles de noisette, de colza,
de noix et d’autres. Leur utilisation remonte a la plus haute antiquité, les arabes, les berbeéres,
les phéniciens, les romains et les grecs anciens les utilisaient déja pour leur cuisine et leurs
produits cosmétiques. L’utilisation des huiles comme solvants pour les composés apolaires est
trés répandue dans le monde entier alors que leur utilisation pour 1’extraction des composés
polaires ou moyennement polaires reste a performer. Certaines équipes de chercheur ont
proposé d’utiliser cette source naturelle pour I’extraction des composés d’intérét comme les
polyphénols ou les caroténoides a partir de plusieurs matrices végeétales. Citons par exemple
I’étude réalisée par Li et al., en 2019 qui a été portée sur I’utilisation des huiles alimentaires
comme solvant pour une extraction verte des composés bioactifs volatils et non volatils a
partir du romarin. IlIs ont pu démontrer que 1’huile de soja été la meilleure huile, parmi douze
huiles étudiées, pour I’extraction des composés phénoliques a partir des feuilles de romarin.
Ainsi I’ajout des dérivés d’huile comme le mono-oléate et mono-stéarate de glycéryle et le
diglycéride a I’huile d’extraction a la capacité d’améliorer le rendement d’extraction des
antioxydants non-volatiles par 66,7% et d’augmenter la solvatation des composés aromatiques
volatiles par 16%. Une autre étude réalisée par Achat et al., 2012, a été portée sur
I’enrichissement d’huile d’olive en composés phénoliques et spécifiquement en oleuropéine a
partir des feuilles d’olive par extraction assistée par ultrasons. Kehili et al., 2019, ont mené
une ¢étude sur I’optimisation de 1’extraction du lycopéne a partir de la peau de tomate, sous-
produits industriels, par macération avec 1’huile d'olive raffinée comme solvant. Ils ont pu
optimiser les conditions d’extraction en utilisant le model Box-Behnken pour optimiser le

rendement et ainsi obtenir des teneurs de 35 mg de lycopéne par g d’huile d’olive.

Adoptant le méme principe, et visant 1’utilisation des solvants verts, biosourcés et

renouvelables, nous avons choisi d’envisager une étude comparative de deux huiles vegétales
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tout en optimisant les conditions d’extraction afin d’extraire des composés phénoliques a
partir des grignons d’olive. Un plan d’expérience est mis en ceuvre moyennant le modéle
factoriel complet, la réponse est donnée sous forme de rendements d’extraction tout en

calculant la teneur totale en polyphénols.

|.  Optimisation du temps d’extraction

Dans ce chapitre, huit expériences seront mises en ceuvre afin d’étudier I’effet de la
variation de certains parametres sur le rendement d’extraction. Afin de fixer le paramétre de la
durée, une ¢étude cinétique a été mise en ceuvre par macération conventionnelle durant une
période de 3 heures avec I’huile d’olive comme solvant d’extraction a température ambiante
(25°C). Huit prélévements ont été effectués au cours du temps. Chaque prise d’huile a subi
une deuxiéme extraction liquide-liquide des composés phénoliques et les composés
phénoliques extraits ont été quantifies par la méthode de Folin Ciocalteu. Les résultats sont

présentés en mg d’équivalent d’acide gallique par g de grignons d’olive sec.
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Figure 62 : droite d’étalonnage de I’acide gallique

Tableau 17 : cinétique d’extraction des phénols totaux par la méthode de Folin Ciocalteu

0 0,0
15 0,44 + 0,05
30 0,98 +£0,03
45 1,23 +£0,04
60 1,23 + 0,04
90 1,23 +£0,04
120 1,23 +0,06
180 1,23 +0,05
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Le tableau 16 présente le rendement d’extraction de chaque prise en mg équivalent

d’acide gallique par g de grignons d’olive sec. La quantit¢é des composés phénoliques

initialement présente dans le solvant (huile d’olive), a été soustraite de tous les extraits.

140

1,20

Loy
o
=}

mg EAG/g grignon sec

0,20

0,00 &

30

60 20 120 150 180

Temps de macération (min)

Figure 63 : cinétique d’extraction des grignons par I’huile d’olive

La figure 63 montre que le rendement d’extraction augmente linéairement durant les

premiéres 30 min puis commence & se stabiliser pendant les 15 min suivantes pour atteindre

leurs maximums vers 45 min. Apres 45 min, un plateau de rendement est observé, c.a.d.

I’extraction est dans son maximum (1,23 + 0,04 mg d’EAG/g grignons). Par consequence, le

temps d’extraction qui va étre utilisé pour toutes les autres extractions sera de 45 min.

Il.  Optimisation des parametres d’extraction

Trois parameétres a deux variables chacun ont été choisis durant ce travail induisant a

la réalisation de huit expériences (2°). La réponse de ces expériences est donnée par le

rendement d’extraction et présentée en quantité de phénols totaux par gramme de grignons

d’olive sec.
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Figure 64 : droite d’étalonnage d’acide gallique
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Tableau 18 : suivis de I’extraction des phénols totaux moyennant I’huile d’olive et de mais

par la méthode de Folin-Ciocalteu

(-1)(-1)(-1) M/25°C/MC YB: 0,35 + 0,06
(-1)(+1)(-1) M/65°C/MC YB; 0,84 + 0,04
(+1)(-1)(-1) 0/25°CIMC YB3 1,20 + 0,04
(+1)(+1)(-1) 0/65°C/IMC YB, 1,75 + 0,05
(-1)(-1)(+1) M/25°C/US YBs 0,61+ 0,05
(-1)(+1)(+1) M/65°C/US YBs 1,03 + 0,04
(+1)(-1)(+1) 0/25°CIUS YB; 1,57 + 0,04
(+1)(+1)(+1) 0/65°CIUS YBs 2,08 0,05

M : huile de mais, O : huile d’olive, MC : macération conventionnelle, US : extraction par ultrason

La comparaison des rendements d’extraction des polyphénols par les différents types
d’expériences montre que 1’huile d’olive est un solvant plus performant que I’huile de mais
pour les composés phénoliques. L’augmentation de la tempeérature améliore les rendements
d’extraction et 1’extraction assistée par ultrasons est plus efficace que la macération

conventionnelle.

La méthode du plan factoriel complet a été¢ envisagée pour étudier 1’effet direct de
chaque parameétre sur le rendement d’extraction des polyphénols. La variation du type d’huile
a montré un effet significatif sur le rendement. En effet, le pouvoir solubilisant de 1’huile est
directement lié a sa composition et surtout a la quantité et au type des composants mineurs de
chaque huile. Plusieurs études antérieures ont pu montrer le pouvoir solubilisant des huiles
végétales ainsi que I’amélioration de leur qualité organoleptique et leur stabilité¢ dans leurs
formes enrichies. A savoir que, 1’utilisation des huiles végétales dans 1’extraction directe des
caroténoides a partir des micro-algues et de sous-produits de crevette a été appliquée avec
succes dans plusieurs études [Sachindra et al., 2005; Kang et al., 2008; Rao et al., 2007; Pu
et al., 2010]. Une autre etude réalisée par Kehili et al., 2019, a montré le pouvoir solubilisant

d’huile d’olive raffinée du lycopéne a partir des pelures de tomates.

1. 1°" paramétre : type d’huile
Le type d’huile utilisé pour I’extraction est le paramétre qui a montré I’effet le plus

significatif lors de sa variation. En effet, la composition assez différente d’huile d’olive et
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d’huile de mais, est responsable de cette distinction en termes de pouvoir solubilisant. A coté
des composants majeurs des deux huiles « les triglycérides » qui ont un caractere lipophile,
les composants mineurs (Les diglycérides, monoglycérides et les phospholipides) sont les
responsables de ce pouvoir solubilisant des composés phénoliques.

Les triglycérides sont des associations de trois molécules d’acides gras estérifiees a
une molécule de glycérol. Ils représentent le squelette constructif d’une huile végétale qui
varie de 95 a 98% d’une huile a une autre. Les caractéristiques de ces molécules varient en
fonction du type, de la proportion et de la position des acides gras associés a la molécule de
glycérol. La composition des acides gras des triglycérides des huiles végétales differe en
fonction de la variété, des conditions climatiques, du mode et de temps de récolte. Les acides
gras eux-mémes peuvent étre classifiés en acides gras saturés, mono-, di- ou poly-insaturés
selon le nombre d’insaturation dans la chaine hydrocarbonée. La position et le nombre
d’insaturation assure une variation importante en termes de configuration liées a différentes
propriétés physiques (fluidité et viscosité) et chimiques (point de fusion, stabilité

oxydative...).

Durant le processus d’extraction, les composés des huiles végétales, comme certains
triglycérides peuvent étre hydrolyses induisant la formation des glycérides partiels comme les
mono- et les diglycérides qui sont des mono- et di-esters de glycérols avec des acides gras.
Ces composés sont aussi naturellement présents dans les huiles végétales, du fait de 1’action
de I’enzyme endogéne-lipase dans les fruits et les graines. Cette hydrolyse enzymatique
conduit a la formation des glycérides partiels et des acides gras libres. La quantité de
glycérides partielle varie entre 1 et 6% selon le type d’huile, mais généralement, la
concentration des diglycérides est plus élevée que celle des mono-glycérides. Ces composés
sont des molécules amphiphiles grace a la présence des groupements hydroxyles libres, ce qui
leur conferent une certaine hydrophilie. La variation de la quantité et le type de ces molécules
ainsi que d’autres composés mineurs confére a ’huile son pouvoir solubilisant de certains
composés phénoliques. Notons que ces composés sont autorisés comme additifs alimentaires
(E471).

Les phospholipides sont aussi des composants mineurs des huiles végetales et sont
considérés comme des lipides polaires. lls sont naturellement présents dans les cellules
membranaires des plantes, et ils sont co-extraits avec les triglycérides lors du processus
d’extraction par solvant. Les phospholipides sont des molécules constitu¢es d'un squelette de

glycérol avec deux acides gras et un groupe phosphate polaire. Cette polarité peut étre
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associee au pouvoir solubilisant des huiles végétales pour des composés polaires ; Mais
généralement, la majorité des phospholipides est éliminée pendant I'étape de dégommage du
processus de raffinage de I'huile afin d'éviter le brunissement ou la formation de mousse lors

des opérations de traitement pour une utilisation alimentaire.

Dans notre investigation nous avons choisi de travailler avec 1’huile d’olive, seule
huile contenant des composés phénoliques et de la comparer avec le comportement de 1’huile
de mais dont les propriétés de solubilisation de composeés polaires ont été montré par Li et al.,
2019.

a. Huile d’olive

L’huile d’olive est une huile trés utilisée dans plusieurs domaines a savoir
I’alimentation, la cosmétique et la phytothérapie. Ce multiusage est dii & sa composition
unique et ses bienfaits reconnus sur la santé humaine. Sa composition varie en fonction du
cultivar, de la région de culture, du climat et de la période de récolte. D’un point de vue
chimique, on peut identifier deux fractions dans 1’huile d’olive qui sont la fraction
saponifiable et la fraction insaponifiable. La fraction saponifiable représente 97-99% de
I’huile et contient des triglycérides majoritaires ainsi que ses produits de dégradations comme
les di- et les mono-glycérides ainsi que quelques acides gras libres. Les acides gras insaturés
sont les constituants les plus abondants formant les triglycérides avec un pourcentage variant
entre 75 et 85%. L’acide oléique C18:1 « O » (56 & 84%) et I’acide linoléique C18:2 « L » (3
a 21%) représentent les portions les plus élevées d’acides gras insaturés. Par contre, les acides
gras saturés représentent uniquement 15 a 25% de la totalité des acides gras de cette huile.
L’acide palmitique « P » C16:0 (5 a 20%) et I’acide stéarique C18:0 « S » (0,5 a 5%) sont les
acides gras saturés les plus abondants [Kamvissis et al., 2008]. Le positionnement de ces
acides gras sur la molécule de glycérol donne plusieurs types et configurations de ces
composés, dont les plus abondants dans 1’huile d’olive sont : OO0 (40-59%), POO (12-20%),
OOL (12,5-20%), POL (5,5-7%) et SOO (3-7%). Les diglycérides représentent 1 a 2,8% dans
I’huile d’olive vierge abondant sous forme 1,2-diglycérides dans 1’huile nouvelle, alors que
durant le stockage, une isomérisation progressive se produit donnant naissance a 1’isomere le
plus stable 1,3-diglycéride. Les mono-glycerides sont présents a des quantités plus faibles qui
ne dépassent pas 0,25%, avec une proportion importante de I’isomére 1-monoglycéride que

I’isomere 2-monoglycéride.

La fraction insaponifiable représente uniquement 1-3% de I’huile regroupant une large

variété de molécules citons par exemple les polyphénols, les stérols, les tocophérols etc. Cette
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fraction ne peut pas étre négligée de par son importance d’un point de vue nutritionnel et de

par sa contribution a la stabilité et aux propriétés organoleptiques de I’huile d’olive.

b. Huile de mais :

L’huile de mais est extraite a partir des germes de graines de mais est trés utilisée en
cuisine essentiellement comme huile de friture de par sa stabilité a la température. Cette huile
a une valeur diététique intéressante grace a sa composition chimique. Environ 59,6% des
acides gras présents dans I’huile de mais sont des acides gras polyinsaturés dont la majeure
teneur est réservée a I’acide linoléique C18:2 « L » (54%) ; 27,4% sont des acides gras
monoinsaturés (acide oléique C18:1 « O ») et 12,9% sont saturés. Le triglycéride majoritaire
de cette huile est le « OLL ». Les huiles apres extraction des germes peuvent subir différents
traitements tels que le dégommage, la décoloration, la neutralisation et la désodorisation.

Généralement, les huiles raffinées sont dépourvues des composés minoritaires.

c. Analyse des résultats :

Les résultats de la comparaison de I’huile d’olive et de mais montrent que 1’huile
d’olive est le solvant le plus performant pour I’extraction des composés phénoliques a partir
de la poudre de grignons d’olive. Ce résultat est di a la composition chimique de cette huile
qui contient davantage de composés minoritaires comme les mono- et les diglycérides qui
sont généralement beaucoup plus faibles dans 1’huile de mais. La présence des diglycérides,
des mono-glycérides et de certains composés insaponifiables apportent a 1’huile d’olive le
caractere solubilisant de certains composes polaires. Une étude portée par Li et al., 2019 a
montré que I’addition des diglycérides, mono-stéarate de glycérol et mono-oléate de glycérol
aux huiles végétales améliore d’une facon significative 1’extraction des antioxydants non-

volatils et augmente la solvatation des composés aromatiques.

2. 2°™ paramétre : La température

La température est considérée comme un catalyseur physique qui peut accélérer et
améliorer les rendements d’une fagon significative. Cependant, une température trop élevée
peut conduire a I’altération de certains composés donnant un effet antagoniste et une
réduction des rendements d’extraction. Des études antérieures ont montré que les polyphénols
sont des composes thermosensibles qui peuvent résister a la chaleur a des temperatures
moyennement élevees. Antony et Farid 2022 ont montré que 1’extraction des polyphénols par
des techniques traditionnelles est optimale pour des températures comprises entre 60 et 80°C.
Pour notre investigation nous avons choisi de travailler a la température ambiante (25°C) et a

une température de 65°C. Les extractions réalisées a 65°C ont donné des rendements plus
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¢élevés. En effet, I’augmentation de la température agit non seulement sur le soluté mais
également sur le solvant. Elle diminue la viscosité de I’huile ce qui améliore la dispersion de
la poudre de grignons dans le solvant et par suite augmente la surface de contact solute-
solvant assurant une meilleure extraction. La chaleur facilite aussi I’extraction en
perméabilisant les parois cellulaires du soluté par dénaturation ce qui aide a la diffusion des

composés d’intérét dans le milieu réactionnel.

3. 3°™ paramétre: méthode d’extraction

Les techniques d’extractions actuelles sont nombreuses et varient entre les
traditionnelles comme la macération conventionnelle ou le Soxhlet et les techniques
innovantes telles que, les extractions assistées par ultrasons et par micro-ondes, 1’extraction
accélérée par solvant, 1’extraction par fluides supercritiques et plusieurs autres technologies.
Ce travail est porté sur la comparaison entre 1’extraction par macération et celle assistée par
ultrasons. Les rendements d’extraction sont améliorés par la technique ultrasonore grace aux
ondes mécaniques qui génerent le phénomeéne de cavitation induisant ainsi la libération des

composés d’intéréts.

[11. Effet des paramétres sur le rendement d’extraction

Nous avons choisi de faire un plan d’expérience complet a trois paramétres de type 2"
« factoriel complet ». 11 fait partic des plans d’expérience les plus exhaustifs du fait de la
variation simultanée de tous les parameétres du niveau -1 au niveau +1 ce qui permet d’étudier

I’interaction intra- et inter-facteurs.

1. Validation du modeéle
Les résultats expérimentaux ont été ajustés selon un modéle linéaire de régression
multiple tout en utilisant une équation polynomiale du second ordre. L’efficacit¢ de
I’ajustement globale est exprimée par un coefficient de corrélation R2 D’aprés les résultats du
test ANOVA (Tableau 18) pour notre modéle, la valeur de R? était 99,92%. Cette valeur
montre la bonne corrélation réelle entre les trois variables étudiées en fonction de la reponse.
En outre, la valeur du coefficient de détermination ajustée est trés élevée et est égale a R?

ajusté = 99,85% ce qui confirme la validation de notre modeéle.
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Tableau 19 : analyse de variance « ANOVA » des données d’intensification d’extraction des
composés phenoliques a partir des grignons d’olive

Source OF e e VaeurE e
Linéaire 3 4,74092 1,58031 3402,31 0,000*
X1 1 3,45024 3,45024 7428,16 0,000*
X2 1 0,96701 0,96701 2081,92 0,000*
X3 1 0,32367 0,32367 696,84 0,000*
Interaction de 3 0,02701 0,00900 19,39 0,000*
2™ ordre

X1*X2 1 0,00538 0,00538 11,57 0,009*
X1*X3 1 0,01768 0,01768 38,06 0,000*
X2*X3 1 0,00396 0,00396 8,52 0,019*
Interaction de 1 0,00059 0,00059 1,26 0,293
3¢me ordre

X1*X2* X3 1 0,00059 0,00059 1,26 0,293
Erreur résiduelle 0,00372 0,00046 i i
Erreur pure 8 0,00372 0,00046 - -
Total 15 - - . -
R2=99,92% ; R2(pred)=99,69% ; R2(adj)=99,85% ; *Significant (P < 0,05)

2. Effet des facteurs

D’aprés le tableau 18, les valeurs-P montrent que toutes les variables ont eu un effet
linéaire positif sur le rendement d’extraction (p < 0,001) mais d’une importance différente. En
effet, le type d’huile (X1) a eu effet le plus significatif en termes d’intensification du
rendement d’extraction suivi par la température (Xz) et finalement on trouve la méthode
d’extraction (X3) qui a aussi un effet significatif mais le moins important par comparaison aux
deux autres variables. Les interactions bidirectionnelles, appelées aussi de 2™ ordre, ont été
trouvées aussi significatives pour 1’augmentation du rendement. L’interaction la plus
importante a été trouvée entre les variables Xi1-X3z (p < 0,001) mais aussi entre les deux
variables X1-Xz (p = 0,009). L’interaction X2-X3 (p = 0,019) a eu ’effet le plus faible sur

I’augmentation du rendement. L’interaction tri directionnelle, dite aussi de 38Mme ordre, n’était
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pas significative dans notre cas. L’analyse statistique a montré que tous les parametres avaient

un effet significatif sur le rendement avec un niveau supérieur pour le statut +1 de chaque.

A Huile ™
N B %
0,52000 |5 [_iﬂ [.iﬂ [-1',6]

Compasite
Desirability
0,52000

Y
Targ: 3,0
y= 2,040

d = 0,52000

Figure 65 : effet optimal des trois paramétres : type d’huile (X1), de la
température (X2) et la méthode d’extraction (X3) sur le rendement.

La figure 65 montre que la prédiction du logiciel pour une réponse optimisée est de y=
2,04 dans les conditions suivantes : minimum = 1, maximum = 4 et une valeur cible de 3.
Ainsi, les meilleures conditions proposées sont une extraction avec ’huile d’olive a 65°C et

une extraction assistée par ultrasons.

a. Effet lineaire des facteurs :

La figure 66 présente 1’effet moyen linéaire de chaque parametre sur le rendement
d’extraction des composés phénoliques. Il est clair que la variation du type d’huile a
I’influence la plus forte sur le rendement. En deuxiéme lieu, la variation du parametre
température (de 25°C a 65°C) a montré un effet favorable sur le rendement. En effet, la
majorité des études antériecures confirme 1’effet positif du chauffage du milieu réactionnel
pendant 1’extraction sur le rendement, mais dans les limites exigées par le point d’ébullition
du solvant et la thermosensibilité de la matrice végétale [Spigno et al., 2007]. Néanmoins, le
traitement de la matiere végétale par les ultrasons a amélioré les rendements d’extraction par

comparaison a la maceration conventionnelle.
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Figure 66 : effet moyen linéaire de chaque facteur sur le rendement d’extraction

b. Interaction huile-température (X1-X2) :

La figure 67 présente la variation du rendement d’extraction par maceration

conventionnelle des deux huiles végétales a deux températures différentes. La ligne noire

représente le rendement d’extraction avec I’huile de mais plus faible que celui de I’huile

d’olive (en ligne rouge) pour les deux températures étudiées. La variation de la température

du 25°C a 65°C donne une amélioration significative sur le rendement d’extraction.
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Figure 67 : interaction huile — température

L’effet de la variation du solvant -1 a +1 est tres remarquable avec une pente

importante. Ainsi le rendement d’extraction a doublé de = 0,7 mg d’EAG/g grignons pour

I’huile de mais a =~ 1,6 mg pour ’huile d’olive.
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c. Interaction huile-méthode d’extraction (X1-X3) :

En comparant maintenant I’interaction entre le paramétre type d’huile et le paramétre
méthode d’extraction présentée par la figure 68, les résultats montrent que 1’ultrason est plus
efficace en termes de rendements que celle par macération conventionnelle. Bien que la pente
de variation ne soit pas trés importante entre les deux techniques d’extraction, 1’extraction par
ultrason semble étre 1égérement supérieure pour 1’huile d’olive que pour I’huile de mais (la
pente de la ligne rouge est plus grande que celle de la ligne noire). Cela peut étre expliqué par
le fait que I’huile d’olive a un aspect un peu plus visqueux, et I’utilisation des ultrasons
fluidifie ce solvant en favorisant sa pénétration dans les pores des tourteaux d’olive dans les

grignons entrainant I’amélioration d’extraction des composés phénoliques.

Interaction Plot foryY Main Effects Plot for Y
Cets Means etz Means
2,00 135
——
175 =" - 130
=T 125
150 o
c e 120
3135 H
= 115
1,00
1,10
Ns / 105
050 . : 100 .
1 1 -1
us 1

Figure 68 : interaction huile-méthode d’extraction

d. Interaction température-méthode d’extraction (X2-X3) :

D’aprés la figure 69, I’extraction par ultrason est plus pertinente pour les deux

températures (25°C et 65°C) que celle par macération conventionnelle. En effet, la pente a

25°C est plus importante que celle a 65°C. A température ambiante, I’US donne de meilleurs

résultats que la macération. Par contre, a des températures élevees, la sonication reste toujours

plus efficace.

Mean
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Figure 69 : interaction température-méthode d’extraction
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3. L’analyse de la réponse tridimensionnelle

Les impacts des trois paramétres sur le rendement d’extraction sont illustrés par des

graphiques tridimensionnels (3D) présentés par la figure 70.

a Surface Plot of RENDEMENT vs H; T° Hold Values
H -1
™ -1
us -1

b Surface Plot of RENDEMENT vs H; US

Surface Plot of RENDEMENT vs T°; US

Figure 70 : représentation graphique : surface de réponse du rendement d’extraction
(@) : en fonction huile-température ; (b) : en fonction huile-méthode d’extraction ;
(c) : en fonction température-méthode d’extraction

Ces graphiques constituent la réponse directe d’un plan factoriel complet. Ils illustrent
des différentes combinaisons binaires des paramétres sur le rendement d’extraction des

composés phénoliques a partir des grignons d’olive. La figure 70(a) montre 1’effet du solvant
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. i
d’extraction (type d’huile) et la température sur le rendement sans faire intervenir I’effet du
troisieme parametre. Le graphique montre que la combinaison Xi-X; est la meilleure en
termes de rendements. La figure 70(b) présente I’effet du type d’huile et la méthode
d’extraction sur le rendement global. Ainsi, le graphique indique que I’interaction Xi-
X3 donne une bonne réponse. La figure 70(c) illustre I’effet de la température et de la méthode
d’extraction sur le rendement. Les réponses obtenues de I’exécution de notre plan
d’expérience montrent que les meilleurs rendements sont dans les conditions suivantes :
I’huile d’olive comme solvant d’extraction, une température de 65°C moyennant 1’application

des ultrasons comme méthode d’extraction pour notre matiére végétale (grignons d’olive).

4. Analyse des courbes d’iso-réponse

Les courbes d’iso-réponses sont considérées comme des outils nécessaires
d’exploration de ’effet global de paramétres. Ils doivent étre examinés lors des premiers
balancements afin de cibler les paramétres optimaux des niveaux de chaque facteur. En effet,
ces courbes donnent une idée sur la totalité des régions entre les deux niveaux de chaque
variable. Ces courbes peuvent étre appliquées pour les effets principaux linéaires de chaque
variable ou pour les interactions de 2°™ ordre comme présenté par la figure 71. La
dégradation de la couleur verte indique I’intensité du rendement d’extraction. Plus la couleur
est intense, plus le rendement est important. Comme indiqué précédemment, ’interaction
huile-température (X:-X2) (figure 71(a)) a donné les rendements les plus importants
lorsqu’elles sont appliquées a leurs hauts niveaux. On peut remarquer a partir de cette figure
que le rendement s’améliore du point 0 pour la variable (type d’huile) c.a.d. a partir : de
I’utilisation de 50% huile d’olive / 50% huile de mais pour atteindre son maximum a 100%
huile d’olive. Alors que le rendement commence a s’améliorer a partir d’une température qui

dépasse 45°C.

La figure 71(b) présente ’interaction huile-méthode d’extraction (X1-X3) ou le type
d’huile garde son effet positif sur le rendement, de plus 1’utilisation des ultrasons (X3= +1)
améliore les résultats. On remarque ici que I’utilisation d’huile de mais (X1= -1) moyennant
la macération conventionnelle comme technique d’extraction (X3= -1) a donné la réponse la

plus faible.

Néanmoins, I’interaction température-méthode d’extraction (X2-X3) est la plus faible.
Cela est bien illustre par la figure 71(c) montrant uniquement trois panneaux avec graduation
de couleur de large plage. Sans nier I’effet de 1’association binaire température-ultrasons pour

avoir un rendement remarquable.
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Figure 71 : les courbes d’iso-réponse des trois parametres étudies.
(@) : en fonction X1-Xz ; (b) : en fonction X1-Xs ; (c) : en fonction X2-Xs.

Dans cette étude, nous avons pu conclure que I’huile d’olive peut étre considérée
comme un bon solvant d’extraction des composés phénoliques a partir des grignons d’olive
grace a sa composition chimique qui difféere des autres huiles végétales. Son utilisation a
donné un effet significatif sur le rendement. L’extraction a haute température améliore
significativement le rendement en composés d’intérét; ainsi 1’utilisation des ultrasons

améliore le rendement obtenu par macération conventionnelle.

Suite a ces travaux, nous pouvons conclure que la réponse optimale des rendements
confirmés par notre plan d’expérience (factoriel complet) est la suivante : huile d’olive

comme solvant, une température de 65°C et extraction assistée par ultrasons.

IVV. Conclusion

La comparaison du rendement d’extraction des composés phénoliques a partir des
grignons d’olive moyennant deux huiles végétales en tant que solvants a montré que I’huile
d’olive a un pouvoir solubilisant plus grand que celui de I'huile de mais. Le rendement
optimal de I’extraction par I’huile d’olive a été obtenu a 1’aide de ’'UAE a une température de
65°C.

L’ ¢étude de I’effet de trois facteurs (type d’huile, procédé d’extraction et température)
sur le rendement d’extraction a été réalisée a 1’aide d’un plan factoriel complet a trois
variables a deux niveaux. Les résultats de 1’analyse statistique ont montré que tous les
paramétres ont un effet lin€aire positif sur le rendement d’extraction avec la dominance de la

variable de type d’huile.

Le pouvoir solubilisant de 1’huile d’olive pour les composés phénoliques présents dans

les grignons d’olive est 1i¢ essentiellement a la présence des diglycérides, des monoglycérides
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et de certains phospholipides dans cette huile végétale qui sont quasiment absents dans 1’huile

de mafrs.

La demande croissante des consommateurs pour des produits certifiés bio et le besoin
de réussite de la transition écologique et énergétique nous laisse a penser que 1’utilisation des
huiles végeétales riches en composés phénoliques pourrait contribuer a cette évolution en
particulier dans le secteur cosmétique. En complément de I’effet hydratant et solubilisant des
composés lipophiles, ces huiles peuvent étre utilisées comme des conservateurs naturels dans

certaines preparations cosmétiques de par leur richesse en composés phénoliques.
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CONCLUSION GENERALE ET
PERSPECTIVES

La valorisation des déchets agricoles fait I’objet actuellement de nombreuses études
phytochimiques et biologiques. Généralement, ces coproduits sont riches en composés
naturels pouvant étre valorisés dans les secteurs alimentaires, cosmétiques ou
pharmaceutiques. Dans cette optique, nous nous sommes intéressés aux études chimiques et
biologiques des grignons d’olive mais surtout a I’optimisation des conditions d’extraction des

composés phénoliques a partir de ce coproduit.

La premiere partie a été consacrée aux études chimiques et biologiques de 1’extrait
éthanoliqgue de grignons d’olive. Nous avons préparé I’extrait par une macération
conventionnelle dans 1’éthanol. Cet extrait a été soumis a un criblage des tests
phytochimiques. Ces tests ont montré que notre extrait est riche en composés phénoliques.
Afin d’identifier le type de composés chimiques présents, une analyse par LC-MS a été mise
en ceuvre. 71 métabolites secondaires ont été détectés dont 59 composés ont été identifiés. Ces
composes appartiennent a différentes classes et familles chimiques telles que, les phénols
simples, les acides phénoliques, les flavonoides et les sécoiridoides. Les résultats de cette
étude ont montré que notre extrait contient majoritairement 1’hydroxytyrosol, le tyrosol,
’acide caféique, ’acide quinique, 1’acide p-coumarique, 1’oléoside, 1’oleuropéine aglycone, la

lutéoline et le verbascoside.

Cette richesse en composé€s phénoliques nous a amené a évaluer Iactivité
antioxydante de cet extrait (par DPPH, CAT et FRAP), I’activité antidiabétique (in-vitro et in-
Vvivo) et I’activité analgésique. Les résultats de 1’évaluation de I’activité antioxydante par les
deux méthodes DPPH et FRAP ont montré une forte activité comparable a celle de la
vitamine C. Il en est de méme pour la méthode CAT qui a permis de déterminer un taux de
364,64 mg EAG/g grignons séches. Les résultats de I’analyse in-vitro ont montré que 1’extrait
a une capacité d’inhibition intéressante contre 1’a-amylase et la lipase, ce qui nous a
encouragé a évaluer I’activité in-vivo. Les résultats ont montré que la supplémentation
quotidienne de I’extrait éthanolique administrée a des rats diabétiques a la capacité d’inhiber
l'activité de l'a-amylase intestinale, pancréatique et seérique de 45%, 40% et 42%
respectivement. Ceci contribue a la diminution du taux de glucose serique de 36%. Ces
résultats pourraient étre dus a la présence de I’hydroxytyrosol, de 1’oleuropéine et de certains

flavonoides comme la rutine. L’extrait a montré également une capacité analgésique par son
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aptitude a inhiber 52% du nombre total de crampes des souris. Ces résultats pourraient étre
liés a la présence de certains composés de la famille des flavonoides comme la quercétine, la
rutine, la lutéoline et I’apigénine, et aussi de la famille des acides phénoliques comme 1’acide

vanilique.

La richesse des grignons d’olive en composés phénoliques et I’importance de leurs
activités biologiques nous a amené a réaliser des études d’optimisation de 1’extraction de ces
composés a partir des grignons. Afin de trouver le meilleur ratio éthanol-eau comme solvant
d’extraction, une prédiction théorique a ét€¢ mise en ceuvre a 1’aide du logiciel COSMO-RS
suivie d’une étude expérimentale. Les résultats de ces travaux ont montré que les meilleurs
rendements ont été obtenus avec un ratio 60/40 EtOH/H20 a une température de 50°C. Une
étude de la cinétique d’extraction a montré que 20 min est le temps nécessaire pour terminer
I’extraction et que la température de 50°C a donné les rendements les plus importants.
Finalement, une étude d’intensification des rendements d’extraction a I’aide de nouvelles
technologies a été mise en ceuvre tout en utilisant les conditions expérimentales déja fixeées.
Nous avons pu conclure que les meilleurs résultats ont été obtenus avec I’ ASE suivie de ceux
de ’US-P et de I’US-B. Les techniques BM et MW ont été les moins performantes. Les
rendements obtenus par ces derniéres restent supérieurs a ceux relatifs au procédé de

référence la macération.

Dans la troisieme partie de ce travail, nous nous sommes intéressés a 1’é¢tude du
pouvoir solubilisant de deux huiles végétales pour les composés phénoliques des grignons
d’olive. L’optimisation des conditions d’extraction a ét¢ menée a 1’aide d’un plan factoriel
complet a trois variables a deux niveaux. Une étude cinétique préliminaire nous a amené a
fixer un temps de 45 min pour le procédé d’extraction de référence, la macération. Les trois
facteurs sont : type d’huile (huile de mais et huile d’olive), la température (25°C et 65°C) et la
méthode d’extraction (MC et US), ce qui a conduit a réaliser 8 expériences (2°). Les extraits
obtenus ont été quantifiés en composés phénoliques. Les résultats ont montré que 1’huile
d’olive a un pouvoir de solvatation plus important que celui de 1’huile de mais ; L’extraction
assistee par US-B est plus efficace que la macération conventionnelle et la température

optimale a été 65°C.

Les résultats de 1’analyse statistique ont montré que tous les parametres ont eu un effet
linéaire positif sur le rendement d’extraction avec la dominance de la variable de type d’huile.
Les interactions de 2™ ordre, ont été trouvées aussi significatives alors que ’interaction de

3°M ordre ne 1’a pas été. L’analyse de la réponse sous forme de surface 3D et des courbes
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d’iso-réponses ont confirmé I’importance de I’interaction huile-température et son effet sur le
rendement d’extraction. Ces résultats nous ont conduits a conclure que I’huile d’olive est un
solvant plus efficace que I’huile de mais pour 1’extraction des composés phénoliques des
grignons d’olive. Ce pouvoir de solvatation est lié a la présence de certains composés
minoritaires dans la composition chimique de I’huile d’olive comme les diglycérides, les
monoglycérides ainsi que certains phospholipides, qui sont quasiment absents dans I’huile de
mais. En conclusion générale, ces études nous ont permis de montrer que le grignon,
coproduit oléicole constitue une source naturelle riche en composes bioactifs qui pourraient

étre valorisés dans les secteurs cosmétiques, alimentaires et pharmaceutiques.
En perspective, pour la continuité de notre travail, nous envisageons de :

> dévaluer d’autres activités biologiques de 1’extrait éthanolique comme I’activité anti-
Alzheimer par I’évaluation de 1’effet d’administration d’un extrait de grignons d’olive aux
souris atteintes de la maladie d’Alzheimer sur le taux d’acétylcholine dans la fente
synaptique (inhibition des enzymes cholinestérase responsables de la dégradation de

’acétylcholine). L’activité antibactérienne peut aussi étre évaluée contre différents types

de souches comme Listeria, Salmonella, Staphylococcus et Escherichia.

> d'étudier le pouvoir solubilisant d’autres huiles végétales comme I’huile de tournesol,
I’huile de colza et I’huile de soja ; et améliorer leur pouvoir solubilisant par 1’ajout de
certains additifs naturels a savoir les mono- et les diglycérides ainsi que les

phospholipides.

> de formuler des préparations cosmétiques ou alimentaires contenant un extrait phénolique
issu de grignons d’olive ou une huile végétale enrichie en polyphénols dans le but

d’assurer la stabilité oxydative du produit et de prolonger sa durée de vie par exemple.
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