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Résumé

Résumé

Ce travail a pour objectif principal de valoriser les grignons d’olive (GO), un des principaux
sous-produits issus de la production d’huile d’olive, et les pellicules d’aubergine par la synthese
de biodiesel de deuxiéme génération a base de la biomasse oléagineuse des GO d’une part et
I’extraction de composés phénoliques a partir de pellicules d’aubergine d’autre part. La
production du biodiesel a été achevée par le procédé d’estérification/trans-estérification en deux
étapes. Ce procédé a été appliqué de deux manicres différentes : (1) sur la biomasse séchée des
grignons d’olives directe (In-situ), et (2) sur son huile extraite (conventionnelle). Les biodiesels
produits ont été soumis a des caractérisations physico-chimiques et rhéologiques appropriées.
Les résultats obtenus montrent L’EMAG issu de la méthode directe (In-situ) présente le
meilleur rendement de 98,46% dans un temps de production extrémement court (la suppression
totale de la pré-extraction d’huile) et de meilleures performances énergétiques relativement a
I’indice d’acide (0,26 mg KOH/g biodiesel), point d’éclair (128°C), I’indice de cétane (50,4), point
trouble (-3°C), point de congélation (-8 °C) et point d’écoulement (-5°C). De plus, la viscosité
4 40°C a diminué de 34,76 mm?/s 4 6,19 et 6,17 pour EMAGnco et EMAGgo respectivement.
Les autres principales propriétés mesurées de ces biodiesels ont montré une intéressante
conformité avec les normes internationales de Diesel conventionnel. Les spectres infrarouges
de deux biodiesels obtenus reflétent parfaitement la structure du biodiesel. L’étude rhéologique
aux deux températures 20 et 40°C a illustré un comportement pseudo-plastique suivi par un
comportement newtonien pour les deux EMAG ¢élaborés. Deux méthodes d’extraction a savoir
I’extraction conventionnelle et extraction assistée par ultrasons (EAU) ont été utilisées pour la
récupération des composés phénoliques a partir des pulpes et des pellicules d’aubergine. Une
¢tude paramétrique est envisagée a fin d’optimiser les conditions d’extraction (le pH et la nature
du solvant d’extraction, la température, et 1’état de la matiere végétale (broyées/découpées)).
L’effet du temps de prétraitement des pulpes et de pellicules découpées en morceaux par
ultrasons a ¢été également évalué. Les meilleures teneurs en polyphénols totaux (23,10
mgEAG/gms et de 7,83 mgEAG/gms pour les pellicules et les pulpes respectivement) ont été
obtenus a pH=2, température=75°C avec broyage de la matiere végétale. L’EAU mene a une
amélioration du rendement en composés phénoliques a 29,01 mgEAG/gwms. Ce procédé a permis
d’isoler 5 composés anthocyaniques vs. 3 composés isolés par macération a froid. L’activité
antioxydante d’extrait de pellicule découpée et traitée aux US est le plus active que celui non-
traité (Clso= 7,048 pug/ml pour US30 vs Clso= 24,257 pug/ml pour Teo).
Mots-clés : Biomasse, valorisation, biodiesel, composés phénoliques, in-situ, extraction

assistée par ultrasons, activité antioxydante.

These de doctorat | Soumia Ferarsa



Abstract

Abstract

The main purpose of this study is to valorize olive pomace (OP), one of the main by-products
of the olive oil extraction process, and eggplant peels through the synthesis of biodiesel based
on OP oleaginous biomass, on the one hand, and the extraction of phenolic compounds from
eggplant peels, on the other hand.

Biodiesel production was achieved by the two-stage esterification/trans-esterification
method. This chemical process was applied in two different ways: on the dried biomass of OP
(in-situ), and on its extracted oil (conventional). The produced biodiesels were subjected to
appropriate physico-chemical, structural and rheological characterizations. The results showed
the decrease of kinematic viscosity from 34,7 mm?/s to 6,19 and 6,17 mm?/s for FAMEoop and
FAMEor respectively. The other main measured properties of these biodiesels was found within
international standards of conventional diesel. The FTIR spectra of two synthesized biodiesel
perfectly reflect the structure of FAME. The rheological study illustrated a pseudo-plastic
behavior followed by a Newtonian behavior for the two esters. In addition, the produced
biodiesel from the direct method (in-situ) has the best yield of 98,46% obtained in an extremely
short production time (the complete suppression of the oil pre-extraction) and better energy
performance relative to the acid number (0,26 mg KOH/g biodiesel), flash point (128°C), cetane
number (50,4), cloudy point (-3°C), freezing point (-8°C) and pour point (-5°C).

Two extraction methods, namely conventional extraction and ultrasonic assisted extraction
(UAE), were used for the recovery of phenolic compounds from eggplant pulps and peels. The
optimization was carried out by a parametric study of the extraction conditions including pH
medium, solvent composition, temperature and nature of particles (square and ground). The
effect of pretreatment ultrasonic time on phenolic compounds extraction from the two parts of
eggplant was also evaluated. The best yield of total phenolic compounds (23,10 mgGAE/gms
and 7,83 mgGAE/gwms for the peels and pulps, respectively) were obtained at pH= 2, temperature
of 75°C with grinding of the plant material. The UAE leads to an improvement in the yield of
phenolic compounds to 29,01 mgGAE/gms. This process made it possible to isolate 5
anthocyanin compounds vs. 3 compounds isolated by cold maceration. The antioxidant activity
of extract of square peels treated by US is the most active than the untreated one (ICso = 7,048

pg/ ml for USso vs ICso = 24,257 pg/ml for Teo).

Keywords: Biomass, valorize, biodiesel, phenolic compounds, in-situ, ultrasound-

assisted extraction, antioxidant activity.
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La progression démographique alarmante ainsi que le changement dans le style de vie ont
poussé les industriels vers plus de production pour satisfaire la demande en produits
alimentaires. Cette croissance rapide dans le mode de consommation a entrainé plus de rejets
et de grandes quantités de déchets qui sont difficiles a gérer, et, qui dans la plus part des temps,
sont accumulés dans les décharges [1]. Cependant, les déchets générés contiennent une
proportion importante de matiéres biodégradables organiques trés abondantes et bon marché.
Ainsi, I’absence de stratégies pour la gestion adaptée des différents déchets et rejets agricoles,
a contribué a I’augmentation du taux de pollution de I’environnement et par conséquent, a une
augmentation incontrdlable des émissions de CO2 qui sont responsables en grande partie du
réchauffement climatique. Une étude de la Commission Européenne estime qu’une tonne de
déchets alimentaires émet environ 2 tonnes de CO: [2]. Parallélement a cette dégradation
environnementale, les ressources d’origine pétrochimique (ressources par définition limitées)
constituent la principale source d’énergie actuelle qui répondent a plus de 80% des exigences
énergétiques dans le monde [3]. Le secteur des transports est le plus grand consommateur de
cette énergie fossile non renouvelable et affiche une augmentation moyenne de 1,1% par an [4].
L’utilisation continue et massive des carburants fossiles accroit le réchauffement climatique a
cause des accumulations et des émissions des gaz a effet de serre (GES), a I'instar du dioxyde
de carbone [5].

Selon le groupe d’experts intergouvernementaux sur 1’évolution du climat (GIEC), la
prévention contre les conséquences catastrophiques des changements climatiques nécessite la
stabilisation de la concentration atmosphérique du dioxyde de carbone. Ainsi, la transition vers
les énergies renouvelables (ER) est le seul chemin a suivre pour faire face aux enjeux
environnementaux et climatiques, et aussi a 1’épuisement des carburants fossiles. Comme
alternative a cette situation, la solution consiste a utiliser directement la biomasse végétale
comme source d’énergie et de produits a haute valeur ajoutée (biocarburant, substances
bioactives...), dans une logique de développement durable, sans attendre sa fossilisation
géologique en hydrocarbures.

En effet, les déchets et les sous-produits agro-alimentaires contiennent une part importante
de maticres organiques hautement valorisable assimilées a la biomasse. Au niveau mondial,
cette biomasse est produite en amont de la consommation et lors de la transformation
industrielle des aliments a tous les stades de production, de la récolte jusqu’au produit final. La

connaissance de la composition de la biomasse provenant des déchets et des sous-produits agro-
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alimentaires implique la compréhension des méthodes de valorisation et des technologies qui y
sont associées.

L’extraction de I’huile d’olive dans les huileries algériennes génére annuellement d’énormes
quantités de grignons d’olive. Ces derniers sont toxiques et sont souvent stockés et rejetés dans
la nature. Les grignons d’olives sont une biomasse végétale ligno-cellulosique trés riche en
huile résiduelle. La biomasse des grignons d’olive est citée comme une source énergétique
renouvelable disponible pour la production d’énergie suivant différents procédés [7], pouvant
représenter ainsi des avantages a la fois environnementaux et économiques, mais elle est moins
valorisée et mal considérée en Algérie.

C’est dans ce contexte que ce travail se situe. On s’est intéressé essentiellement aux sous-
produits de I’industrie oléicole (grignons d’olive) et les pellicules d’aubergine dont 1’objectif
principale est de mettre 1’accent sur 1’opportunité de valoriser les grignons d’olive et les
pellicules d’aubergine pour produire des vecteurs énergétiques et des substances bioactives qui
peuvent remplacer le carburant fossile en proposant un carburant vert pour les véhicules, et les
produits équivalents issus de synthéses chimiques aux effets toxiques.

Le manuscrit s’articule en quatre chapitres :

» Les chapitres I et II représentent une synthése bibliographique sur les biocarburants et
les composés phénoliques. Elle présentera bri¢vement les biocarburants en mettant
I’accent sur le biodiesel et les principales mati¢res premicres oléagineuses utilisées pour
le produire, en particulier la biomasse grasse des grignons d’olive. Puis, elle s’attachera
a décrire un apercu sur les composés phénoliques des aubergines (pellicules/pulpes) et
les différentes méthodes d’extraction et caractérisation de ces composés bioactives.

» Le chapitre III s’attachera a présenter les matériels et les méthodes utilisées dans notre
travail, les appareils de caractérisation et d’analyse.

» Le chapitre IV exposera les résultats relatifs a la synthése des biodiesels obtenus et a
I’extraction des composés phénoliques et leur éventuelle caractérisation.

A la fin de cette thése, on présente une conclusion générale en mettant en évidence les

principaux résultats de cette étude et les perspectives associées.
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"L’Homme ne trouvera jamais une invention plus belle,
plus simple ou plus directe que la nature, car dans ses
inventions, rien ne manque et rien n’est excessif"”

Léonard de Vinci
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Syntheése bibliographique Chapitre | : Biocarburants

I.1. Introduction

La demande mondiale d’énergie primaire a connu une croissance exponentielle ces dernieres
années. Nombreux sont les scientifiques qui admettent que I’évolution récente démographique
et le développement souhaitable et nécessaire de I’ensemble des pays du monde contribuent
significativement a cette demande [8].

La compagnie pétroli¢re britannique (British Petroleum BP) délivre des données détaillées
sur I’énergie dans le monde. La Figure I.1-a montre que les besoins énergétiques sont satisfaits
presque entiérement par [’usage des énergies d’origine fossile (pétrole, charbon, gaz naturel)

qui couvrent 78,4 % de la consommation d’énergie globale [9].

Billion toe
2 E - Renewables % /\ i
| o \m |
1 I
E MNuclear 40% i
15 1 1
= M cos \i\
i | 5 30% ; =~
-: . | \\0
10 | W oi :
= ! 20% :r
— ! i
R — i i
i 10% |
: — ,
0 0% .
1970 1980 1990 2000 2010 2020 2030 2040 1970 1980 1990 2000 2010 2020 2030 2040
(a) Consommation d'énergie primaire (b) Evolution des sources d’énergie primaire

Figure I.1. Energie dans le monde (Source: BP Energy Outlook, édition 2019).

Le transport routier étant le premier en termes de consommation des produits pétroliers et
qui est I’un des principaux moteurs de I’augmentation de la demande d’énergie mondiale dans
le futur [10]. Les énergies fossiles sont aujourd’hui a la base de nombreuses préoccupations a
1’échelle mondiale.

Tout d’abord, le probléme majeur lié a ces ressources est leur raréfaction. En effet,
I’utilisation continue et croissante du pétrole comme source d’énergie intensifie la pollution de
I’air et accroit le réchauffement climatique. La forte aggravation de 1’effet de serre dont les
émissions de COg, issues de la combustion des hydrocarbures d’origine fossile, sont les
principales causes. C’est le secteur des transports routier qui est le plus générateur de ces
émissions [11]. L’émission de gaz a effet de serre, est I’'une des raisons pour la recherche d’une

source d’énergie plus propre et alternative aux carburants fossiles
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Selon les prévisions entre 2019 et 2040 de la compagnie pétroliere britannique (BP) (Figure
I.1 b), toutes les données montrent clairement que 1’ensemble de 1’économie mondiale va
évoluer dans un contexte de raréfaction des matieres premicres énergétiques fossiles, telles que
le pétrole. Parallelement, il apparait un rdle croissant des énergies renouvelables. Parmi celles-
ci, les biomasses vont jouer un rdle important, avec le plus grand potentiel de croissance au
future [12].

Les réserves ultimes, et en particulier le pétrole, tendent a disparaitre avec le temps alors que
la demande en carburant est présente et ne cesse d’augmenter. La biomasse résiduelle, en
particulier les déchets de I’industrie agro-alimentaire, sont considérés comme une alternative
potentielle pour la production de carburants d’origine agricole et remplacer le pétrole sur les

véhicules.

1.2. Biocarburants

Les biocarburants couvrent 1’ensemble des carburants liquides (bioéthanol et biodiesel),
solides (bio-charbon) ou gazeux (biogaz, gaz de synthése et bio-hydrogene) issus de la
transformation des matériaux organiques non-fossiles provenant de la biomasse [13]. Une
ressource renouvelable est définie comme étant la fraction biodégradable des produits, des
déchets et des résidus d’origine biologique provenant de I’agriculture (y compris les substances
végétales et animales), de la sylviculture et des industries connexes (y compris la péche et
I’aquaculture), ainsi que la fraction biodégradable des déchets industriels et municipaux [14].

Les biocarburants ont 1’avantage d’étre des sources renouvelables d’énergie propre, qui
constituent une alternative soutenable et durable aux carburants pétroliers d’origine fossile,
favorisant ainsi I’indépendance énergétique de nombreux pays [15]. D’un point de vue
environnemental, le développement des filicres de production de biocarburants permet, de
réduire le taux d’émission de COz et de lutter contre les gaz a effet de serre responsable du
réchauffement climatique, et de ce fait, d’améliorer la qualité de 1’air [16].
1.2.1. Production de biocarburants

La production des biocarburants peut se faire a partir de la biomasse a base de: (1) sucres et
d’amidon, (2) d’huiles et de lipides, (3) de gomme et de bois (dérivés forestiers) et de cellulose
[17]. La Figure 1.2 présente les différentes voies de production des biocarburants a partir de la

biomasse.
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Oléagineux Biodéchets Biomasse
Huiles usagées méthanisables lignocellulosique

Prétraitement

Hydrolyse Gazéification
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Biomethanol

v
Biocarburants

Figure 1.2. Diagramme de production des biocarburants de la biomasse

Biométhane Hydrogéne

(adapté de http://biotech.spip.ac-rouen.fr).

1.2.2. Différentes générations de biocarburants

Trois générations de biocarburants sont distinguées [18]: (i) les biocarburants de premiére
génération: il s’agit de carburants produits a partir de cultures alimentation, plus spécifiquement
les organes de réserves des plantes oléiféres et sucrieres ou encore les céréales. Ils constituent
la quasi-totalité des biocarburants disponibles sur le marché. De ce fait, cette génération de
biocarburants entre en concurrence directe avec la filiere alimentaire et peut accentuer la crise
alimentaire; (ii) les biocarburants de deuxiéme génération: le substrat de départ pour leur
production est la biomasse dédiée au non-alimentaire, en majorité la biomasse lignocellulosique
(bois et paille, sous-produits des industries agro-alimentaires, déchets agricoles et
forestiers,...). Ces ressources représentent a I’échelle mondiale une source d’énergie
renouvelable disponible en grandes quantités et peu onéreuse. La biomasse lignocellulosique
permet une valorisation de la totalité de la biomasse et ne rentre pas en compétition avec
I’alimentaire; (iii) les biocarburants de troisieme génération sont obtenus a partir d’algues dont
la productivité peut étre théoriquement de 10 a 20 fois plus élevée que les oléagineux terrestres

comme le colza ou le tournesol.
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Dans cette étude, on se focalise sur la ressource "biomasse non-valorisée par 1’industrie agro-

alimentaire" afin de produire un biocarburant de deuxiéme génération.

1.3. Biomasse résiduelle issue de I’industrie oléicole

L’extraction d’huile d’olive est une activité agro-industrielle qui représente une grande
importance économique et sociale dans les pays méditerranéens, générant environ 98% de la
production mondiale [19]. Selon les chiffres du marché mondial des huiles d’olive publiés par
le Conseil Oléicole International (COI, 2018), I’ Algérie est classée comme le troisiéme pays
producteur d’huile d’olive d’Afrique du Nord avec une production d’environ 80,000 tonnes
d'huile d'olive.

1.3.1. Extraction de I’huile d’olive

L’oléiculture Algérienne est caractérisée par une large gamme de variétés (pour I’extraction
d’huile d’olive ou pour I’olive de table). La Rougette, Chemlal, Azeradj, Bouchouk, Blanquette
et Limli sont les variétés d’olives destinées a la transformation pour la production d’huile
(ITAFV, 20006).

Apres la récolte des olives et avant d’initier le cycle de leur transformation en huile de
qualité, les olives sont soumises a des opérations d’effeuillage et de lavage. Ces opérations sont
importantes pour ¢liminer les feuilles, les branches et les brindilles, ainsi que pour le retrait de
toutes les substances étrangeres solides (terre, poussicre, pierres,...).

L’extraction de I’huile d’olive comprend généralement trois étapes opérationnelles: (1) le
broyage des olives, ou les parois des cellules de la pulpe renfermant I’huile sont brisées et
laissent libérer 1’huile qu’elles contiennent; (2) malaxage, qui sert 8 mélanger lentement la pate
d’olive obtenue pour la rendre onctueuse et homogene, en augmentant le rendement en huile;
et (3) ’extraction ou la séparation des phases (liquide/solide), qui constitue le stade fondamental
de ’ensemble du processus. Cette derniére étape pourrait étre réalisée selon 1’un des procédés
suivants: systéme discontinu par pressage (traditionnelle), systéme continu par centrifugation a
deux phases ou a trois phases (Figure 1.3) [20].

Les systémes d’extraction de I’huile d’olive varient non seulement dans la différence des
forces physiques nécessaires pour séparer I’huile, mais aussi dans la quantité d’eau utilisée [21].
Pendant le processus d’extraction, il y a un peu ou pas d’ajout d’eau au milieu d’extraction, ce
qui minimise a la fois la consommation d’eau et la production de déchets liquides polluants

[22].
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Figure 1.3. Principaux procédés d’extraction de I'huile d’olive [20].

1.3.2. Sous-produits oléicoles

Les sous-produits provenant de I’extraction d’huile d’olive sont généralement connus
comme sous-produits de 1’olive [23]. Les deux systémes, pressage ou centrifugation, générent
de nombreux déchets et sous-produits avec des caractéristiques différentes ; les plus importants
sont le bois (branches ou brindilles), les feuilles, les grignons d’olive, et les margines (eaux de
végétation) [24].

Selon différents auteurs, un hectare d’olivier produit environ 2500 kg d’olives, étant estimé
que pour 100 kg d’olives traitées, 35 kg de déchets solides (grignons d’olives) et 55 a 200L de
déchets liquides sont produits, selon le processus d’extraction. Les feuilles représentent environ

5 % du poids des olives [25].

1.4. Biomasse des grignons d’olive
Le grignon d’olive (Figure 1.4) est une biomasse ligno-cellulosique ; c’est un résidu solide
récupéré a la suite de la premiere pression ou centrifugation lors de 1’extraction d’huile des

olives enti¢res broyées. Il est constitué¢ par un agrégat de pulpes, de pellicules du fruit, de
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coques, de noyaux fragmentés, de I’eau et contenant encore une quantité d’huile d’olive

résiduelle [26].

Figure 1.4. Biomasse du grignon d’olive

(adapté du site https://www.scoop.it/t/biomasse-energie-bois-energie-france).

1.4.1. Composition chimique

Selon la variété d’olive et les méthodes d’extraction, le grignon d’olive a une composition
variable [26]. La teneur du grignon d’olive en humidité est comprise entre 22 a 25% dans les
grignons d’olive pressés et entre 40 et 45% dans les systémes a trois phases, par contre, les
systémes a deux phases laissent un grignon beaucoup plus humide dont le taux d’humidité se
situe entre 65 et 75% [20], un pH légérement acide et une teneur trés élevée en maticres
organiques (lignine, hémicellulose et cellulose). En outre, il contient des protéines et des
(lipides, glucides et substances phénoliques) solubles dans 1’eau, et il est riche en potassium et
pauvre en phosphore et en micronutriments [27].

La teneur en huile est autour de 4 a 15 g/100 g de matiere seéche selon la qualité des grignons
d’olive et la méthode d’extraction [28].
1.4.2. Valorisation des grignons d’olive

Actuellement, plus d’une centaine de milliers de tonnes de grignons d’olives sont déversés
dans la nature, engendrant des problémes environnementaux inquiétants dans la plupart des
pays oléicoles. Pour préserver I’environnement d’une part et contribuer a I’amélioration de la
rentabilité du secteur oléicole d’autre part, la valorisation de ce sous-produit fait sentir son
importance.

D’apres chouchen [29], les filieres de valorisation des grignons d’olives sont nombreuses
(Figure 1.5).

# Les grignons d’olives peuvent étre fermentés par des champignons pour produire de

composés d’aromes d’intérét dans différents domaines (agroalimentaire, cosmétique et
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pharmaceutique). Dans le domaine agricole, les grignons d’olives peuvent étre
employés comme amendements organiques et fertilisant des sols

# Les grignons épuisés a I’hexane constituent une matiére premiere pour la production du
furfural, méthanol pour les industries des plastiques. Mieux encore, ces sous-produits
de I’industrie oléicole peuvent étre transformés en un produit destiné a I’alimentation
animale utilisé en tant qu’aliment pour bétail.

# La valorisation énergétique des grignons d’olives constitue 1’alternative la plus
pertinente pour la réduction de ces sous-produits oléicoles. En effet, des procédés de
conversion transforment ces grignons en énergie utilisable sous différentes formes.

# D’autres filieres de valorisation des grignons d’olives sont la production du charbon
actif et ['utilisation comme biosorbant de certains polluants indésirables qui

contaminent les rejets industriels.

Fermentation par des

champigaons ~ Production des ardmes

Fermentation anaérobique :

Méthanisation Combustion direcle
» Compostage - Fertilisation des terres
P{M;"‘:Ohann‘ili ;":F"m]' Industries des plastiques
»|  Tamisage : Dénoyautage
A
Grignons d’olives - Eplfi\cmt'ﬂl a » Alimentation de bétail
I'hexane
|
| Gazéification
| Production de I'énergie
Séchage y Pyrolyse | thermique, mécanique
. J ou électrique
Combustion ou :
Co-combustion | Production du charbon
i actif: Dépolluant
o
o | Adsorption des métaux lourds Décontamination des
elfuents industriels

Figure L.5. Possibilités de valorisation des grignons d’olives [29].

L’intérét économique de la biomasse des grignons d’olive est principalement di a son huile
résiduelle [30]. Les grignons d’olive peuvent étre utilisés comme substrats pour la production

de biocarburant, aprés avoir subi une extraction chimique de son huile [31].
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Les biocarburants liquides occupent une place significative. Ils font partie de deux grandes
filieres, soit les substituts a I’essence (la filiere bioéthanol) et les substituts au carburant diesel
(la filiere de biodiesel). Ils sont les plus développées industriellement a 1’heure actuelle [15].

La filiére du biodiesel en particulier va étre détaillée dans ce qui suit.

L.5. Biodiesel

Le biodiesel est de loin le biocarburant le plus utilis¢é dans le monde comme carburant
automobile dont le procédé de production et de distribution est plus facile a mettre en ceuvre.
Les propriétés physico-chimiques de ce biocarburant étant presque identiques a celles du gazole
[9] et son utilisation directe ne nécessite aucune modification ou adaptation du moteur en font
le substitut privilégié des carburants fossiles [32].
I.5.1. Principales sources de matiéres premieres pour la production du biodiesel

Les lipides (huiles/graisses) représentent le principal intrant dans la production du biodiesel
obtenus majoritairement par extraction mécanique ou par extraction au solvant. Le biodiesel est
produit a partir d’huiles végétales provenant d’une trés large gamme de plantes oléagineuses
(soja, colza, palme, tournesol....), de graisses animales, d’huiles usagées, d’huiles a base de
micro-algues ou d’huiles extraites de déchets graisseux [33].
1.5.2. Production de biodiesel

Selon la littérature, les huiles végétales se révelent de bons carburants pour les moteurs
diésels. Cependant, ces huiles ne sont pas utilisées telles quelles car leurs propriétés ne
permettent pas un bon fonctionnement des moteurs diesel (viscosité et acidité trop ¢levées).

En effet, la haute viscosit¢ des huiles végétales engendre une faible atomisation et
pulvérisation du jet de carburant et une formation de dépots de carbone dans le cylindre allant
jusqu’a I’obstruction des injecteurs, traduisant par des performances dégradées du moteur [34].
Afin de réduire leur viscosité, ’adaptation des huiles végétales est donc indispensable pour
rapprocher leurs caractéristiques a celles d’un gasoil conventionnel et éviter les problémes li¢s
a leur utilisation.

Plusieurs procédés d’adaptation des huiles végétale ont vu le jour. Parmi les plus importants,
on note la dilution, la microémulsion et la trans-estérification [35].
1.5.2.1. Dilution

Les huiles végétales brutes peuvent étre utilisées comme carburant diesel alternatif quand
elles sont diluées dans le diesel conventionnel. Cette méthode ne nécessite aucun traitement
chimique [36]. Certes la dilution permet de réduire la viscosité de 1’huile et d’améliorer les

performances et le fonctionnement du moteur [34] mais cela n’est possible qu’a une certaine
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teneur de I’huile inférieure a 30% dans le diesel. Des mélanges de 20 a 25% d’huiles végétales
et de gasoil ont donné des résultats satisfaisants pour une utilisation optimale dans les moteurs
diésel [37].
1.5.2.2. Microémulsions

Une autre approche pour réduire la viscosité de 1’huile et permettre son utilisation directe
dans les moteurs diesel est celle par micro-émulsification. Celle-ci est la formation de
microémulsions qui peuvent €tre constituées d’huile végétale avec un ester et un dispersant (co-
solvant), ou d’huile végétale avec un alcool (méthanol, éthanol ou le 1-butanol) et un surfactant
[34]. Les microémulsions ont des dimensions comprises généralement dans la gamme de 1 a
150 nm [35]. La micro-émulsification des huiles végétales, phase ternaire, ont montré une nette
amélioration des caractéristiques de pulvérisation du carburant [38].
1.5.2.3. Trans-estérification

Il existe un autre moyen d’adapter une huile végétale pour qu’elle puisse étre utilisée dans
un moteur diesel conventionnel non modifié, est de changer sa composition chimique et de la
convertir en ester. Cette réaction de conversion appelée trans-estérification est largement

utilisée pour réduire la viscosité des huiles végétales [39].

1.6. Procédé de trans-estérification
1.6.1. Trans-estérification classique

La trans-estérification nommée aussi alcoolyse, est une réaction chimique entre les
triglycérides du corps gras (huiles/graisses) et un alcool (éthanol/méthanol) en présence d’un
catalyseur pour former du glycérol et des esters alkyles (méthylique ou éthylique) d’acides gras

communément appelé biodiesel [9] (Figure 1.6).

1l 2. o = Il
cH,jo-c-R, CH;—0-C-R; CH, - OH
0 j# = r e ﬁ
il
CH HO-C-R, |+ 3CH;OH —— > |CH;-0—-C~-R, |+| CH-OH
Catalyseur
0]
1l o T 11
CH;HO-C-Ry | .~ M CH;-0-C-Ry CH,—OH
, \ ¥
I Melange esters .
1 Triglycérides floed] d’acides gras Glycérol,
_______________________ i |

Figure 1.6. Réaction de transestérification des triglycérides avec 1’alcool [27].
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La libération du glycérol (GL) n’est effective qu’apres plusieurs réactions consécutives
et réversibles de transestérification [40]. En effet, comme démontré par le schéma réactionnel
de trans-estérification ci-dessous (Figure 1.7), les triglycérides (TG) se transforment en
diglycérides (DG), puis en monoglycérides (MG) qui sont finalement transformés en glycérol

dans lesquels une molécule d’ester alkyle est formée a chaque étape [41].

1 étape : TG + R-OH == DG + R;-COO-R
2™ gtape | DG + R-OH = MG + R,-COO-R
3™ étape | MG + R-OH = GL + R;-COO-R

OH

OH
O O CH
Diglycérides \f Monoglycéride
o) R,

pé pé

R, o R, 0

Figure L.7. Les trois étapes successives et réversibles de la réaction de transestérification [41]

Le déroulement du processus réactionnel est influencé par plusieurs parameétres, a savoir la
nature du catalyseur, le type d’alcool, le rapport molaire alcool/triglycérides, la température, la
présence d’acides libres et d’eau, la vitesse d’agitation et enfin, le temps de la réaction [42].

Les acides gras libres et 1’eau sont des parameétres clés dans le processus de trans-
estérification. L humidité et ’acidité de la matiére grasse est un facteur limitant de la réaction
de trans-estérification a catalyse basique et peut méme 1’arréter [43]. En effet, en présence d’eau
les triglycérides s’hydrolysent facilement donnant lieu au glycérol et aux acides gras libres
(AGL). Avec I’augmentation de I’'un des deux parametres les savons de ces acides se forment
(réaction de saponification) et le rendement de la réaction diminue [44].

La teneur en acides gras libres dépasse un seuil donné peut conduire a des problémes de
corrosion dans le circuit d’alimentation et d’injection des moteurs diesel [45]. Des études ont
restreint la faisabilité de la catalyse basique sur les huiles ayant une faible acidit¢ de 1%
(équivalente a 2 mg xon/g huile) [46], de 2 % [47] et méme de 4,5% [48]. Lorsque la teneur en
AGL dans la mati¢re grasse dépasse ces seuils, une trans-estérification en deux étapes, une pré-
estérification par un acide est conseillée afin de réduire son acidité avant de passer a la

transestérification de la maticre grasse traitée a catalyse basique [49].
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1.6.2. Trans-estérification in-situ

Le procédé de trans-estérification in-situ est la méthode de production du biodiésel en une
seule étape utilisant directement la biomasse oléagineuse broyée comme matiere premicre, les
¢tapes d’extractions et de trans-estérification se faisant simultanément [50].
1.6.3 Comparaison entre la trans-esterification in situ et classique

La production classique de biodiesel nécessite I’utilisation des huiles d’une certaine qualité.
Comme le montre la Figure 1.8, la production de biodiesel commence par le broyage de la
matiere premicre suivi d’une extraction de son huile a 1’aide d’un solvant. L’extraction d’huile
est une ¢étape clé de ce procédé conventionnel. La purification de I’huile extraite est requise
pour une réaction de trans-estérification optimale. Le processus d’extraction et de raffinage de
I’huile constitue a lui seul 70% du coft total de la production du biodiesel [51].

Cependant, le procédé in-situ utilise la biomasse broyée en fine poudre comme substrat
lipidique [52]. Les fragments de la biomasse réagissent avec 1’alcool et le co-solvant en
présence de catalyseur, produisant des esters alkyliques d’acides gras [53]. La trans-

estérification in situ permet donc de s’affranchir a la fois 1’extraction et la purification de I’huile.

... Conventionnel |Matiére premiere i
Procédé In-situ

—

Prétraitement Matiére premiére Matiére premiér
(séchage , broyage) broyée broyée

Extraction
(Solvant, iécanique)

Huile

Purification — Huile purifiée

Phase riche en biodiesel || phase riche en biodiesel
Transestérification

Phase riche en glycérol Phase riche en glycérol

Purification Biodiesel pur Biodiesel pur

it

Figure 1.8. Trans-estérification conventionnelle et trans-estérification in-situ [52].

Une fois la réaction de trans-estérification terminée, on procéde a la purification du
biodiesel qui commence par la filtration du milieu réactionnel pour éliminer toute trace de
particules. La décantation du produit est nécessaire pour séparer le biodiesel du glycérol. La
phase de biodiesel récupérée est lavée a I’eau pour débarrasser les impuretés (la glycérine
résiduelle, ’excés d’alcool et les traces de catalyseurs). L’étape de purification se termine par

le séchage du biodiesel lavé afin d’éliminer I’eau présente [54].

These de doctorat | Soumia Ferarsa 13



Syntheése bibliographique Chapitre | : Biocarburants

La trans-estérification in situ apparait plus simple et facile a mettre en ceuvre par rapport a
la réaction de trans-estérification classique, parce qu’elle se fait en un nombre d’étapes tres
limité et n’utilise que trés peu d’intrants. Elle permet de réduire la durée et les cofits

opérationnels du processus [52].

1.7. Propriétés et qualités du biodiesel

Le biodiesel est produit a partir de plantes de différentes origines, propriétés et qualités ; il
est nécessaire d’avoir donc des normes spécifiques sur la qualité¢ du biodiesel qui doivent étre
respectées dans chaque pays pour assurer la performance du moteur sans aucune difficulté [55].

La qualité du biodiesel est caractérisée par des propriétés physico-chimiques qui doivent étre
conformes aux spécifications, comme les normes internationales Américaines (ASTM 6751-3)
ou les normes Européennes (EN 14 214) [56].

Parmi ces propriétés, on a la viscosité cinématique (mm?/s), la densité (kg/m?), le point éclair
(°C), le point de trouble (°C), le point d’écoulement (°C), I’indice de cétane, I’indice d’acide
(mg KOH/g-huile). Les propriétés chimiques et physiques du biodiesel dépendent du type de
maticre premicre et de leur composition en acides gras [57].

L.7.1. Viscosité

La viscosité est la propriété la plus importante de tout carburant, et pour cette raison, elle a
¢té largement étudiée [58]. La viscosité du carburant décrit sa capacité a s’écouler, elle est
fortement dépendante de la température [59]. Cette caractéristique affecte les performances du
moteur, et la qualité de pulvérisation du carburant en particulier aux basses températures car
I’augmentation de la viscosité affecte la fluidité du carburant [60].

Lorsque la viscosit¢ augmente, le carburant inject¢ dans la chambre de combustion a
tendance a former de plus grosses gouttelettes lorsqu’il est pulvérisé. La pulvérisation du
carburant en gouttelettes de grande taille se traduit par une mauvaise pulvérisation [61]. Cela
conduit a une mauvaise volatilité du carburant ce qui provoque une combustion incompléte et
des émissions polluantes plus €levées [61]. De plus, la cristallisation a basse température et la
gélification qui en résulte entrainent un colmatage des filtres et limite la pénétration du jet de
carburant dans le moteur et conduit aux mémes effets qu’une viscosité élevée [62].

1.7.2. Densité

La densité d’un carburant correspond a sa masse contenue dans un volume bien déterminé

dans des conditions de pression et de température fixées [59]. Elle doit étre mesurée a la

température de référence de 15 ou 20°C.
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La densité¢ d’un carburant a un effet important sur les performances du moteur et un effet
direct sur la masse de carburant injecté et sur la qualité de 1’atomisation. Un carburant ayant
une densité élevée conduit & une masse de carburant injecté plus importante et augmente la
consommation.

1.7.3. Indice de cétane

L’indice de cétane est I'un des principaux indicateurs de la qualité du carburant. Il affecte
un certain nombre de parametres de performance du moteur comme la combustion, les
émissions polluantes et le bruit.

L’indice de cétane caractérise le délai d’auto-inflammation du carburant au moment de son
injection dans la chambre de combustion et la qualité¢ de combustion dans les moteurs diesel
[63]. Plus le délai d’auto inflammation est court, plus ’indice de cétane est élevé et vice versa.

Un faible indice de cétane provoque un probléme de démarrage, une augmentation du délai
d’auto inflammation et un ralentissement de la combustion [64]. Cela augmente les émissions
polluantes dans le moteur (hydrocarbures imbriilés, oxydes d’azote, monoxyde de carbone, etc.)
dues a une combustion incompléte, et le niveau du bruit est ainsi augmenté [63].

1.7.4. Indice d’acidité

L’indice d’acidité est une mesure des acides gras libres contenus dans un carburant. Les
acides gras libres (AGL) se trouvent naturellement dans les graisses et les huiles, mais qui ne
sont pas attachés aux squelettes de glycérol [59]. Une quantité plus €élevée en acides gras libres
conduit a un indice d’acide plus élevée. L’effet d’une teneur en acide plus élevée cause une
corrosion des pieces du moteur, en particulier le systéme d’injection [65].

1.7.5. Point d’éclair

Le point d’éclair d’un carburant liquide ¢galement appelé point de flash se définit comme la
température la plus basse a laquelle la concentration de vapeurs émises est suffisante pour
former, avec 1’air ambiant, un mélange gazeux qui s’enflamme (étincelle) sous 1’effet d’une
flamme étrangere [66]. En d’autres termes, ¢’est un indice de la présence de matiéres volatiles
et inflammables dans le carburant. Le point d’éclair du carburant varie inversement avec sa
volatilité [61]. Le point d’éclair du biodiesel est supérieur a la limite prescrite pour le pétro-
diésel, qui est sécuritaire lors des opérations de transport, de transfert et de stockage [57].
L.7.6. Propriétés d’écoulement a froid

Le comportement du biodiesel a basse température est un critére de qualité trés important.
Les propriétés d’écoulement a froid du biodiesel dépendent principalement de sa composition
[67]. Le biodiesel commence a gélifier ou méme devenir trop épais a basse température, surtout

en hiver dans les régions froides, ce qui peut obstruer ou limiter I’écoulement a travers les filtres
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[68]. La cristallisation ou 1’épaississement du biodiésel causent des problémes de démarrage
perturbant ainsi le fonctionnement du moteur, principalement en raison de sa forte teneur en
composants saturés [62].

En effet, la solidification partielle ou totale du carburant peut provoquer le colmatage des
filtres et le blocage des conduites de carburant, entrainant des problémes de démarrage, de
conduite et des dommages au moteur en raison d’une lubrification inadéquate [59].

Les propriétés d’écoulement a froid peuvent étre évaluées par le point trouble et le point
d’écoulement:

# Le point trouble est la température a partir de laquelle un nuage de cristaux
apparait pour la premicre fois dans un carburant et devient visible lorsqu’il est refroidi
dans des conditions normalisées [69].

# Le point d’écoulement est défini comme la température la plus basse a laquelle

le carburant peut s’écouler [59].

1.8. Avantages et inconvénients du biodiesel

Le biodiesel est considéré comme un biocarburant prometteur pour le remplacement du
diesel d’origine fossile puisqu’il est renouvelable, biodégradable et non toxique pour
I’environnement et 1’étre humain que son homologue pétrolier. Le biodiesel posseéde
d’excellentes propriétés lubrifiantes et donc peut contribuer a I’augmentation de la durée de vie
du moteur [2,64].

La viscosité du biodiesel, de 7 a 11 fois plus basse que celle de I’huile d’origine, est un atout
primordial puisqu’elle améliore sa pulvérisation et sa volatilité lors de ’injection au moteur et
rend sa combustion plus complete. Son point d’éclair élevé rend sa manipulation moins
dangereuse et plus sécurisée que le diesel, tandis que son indice de cétane plus élevé que celui
du gasoil rend sa combustion plus rapide et moins bruyante.

En dehors des éléments qu’on vient de citer, I’application du biodiesel & nos moteurs diesel
pour les activités quotidiennes est avantageuse pour son caractére plus respectueux de
I’environnement que le diesel issu du pétrole : (1) le biodiesel ne contient que tres peu de soufre
(<10 ppm), ce qui participe a une moindre émission de SO2; (2) la présence d’oxygene dans sa
composition permet une combustion plus compléte, favorisant ainsi la baisse des émissions de
CO et HC; et (3) au niveau du cycle du carbone, la consommation de biodiesel produit a partir
de cultures énergétiques constitue un cycle fermé (figure 1.9) car durant sa croissance, la plante
consomme par photosynthése la méme quantit¢ de CO2 que la combustion du carburant

dégagera.
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Le biodiésel présente, en plus de ces avantages, certains inconvénients tels que:

»  Ses points de fusion, de trouble et d’écoulement élevés, qui rendent difficile son
utilisation a 1’état pur sur les véhicules en hiver et surtout dans les pays a climat froid.
Il est possible de résoudre ce probléme en I’utilisant comme mélange ou en le
préchauffant avant son injection dans le moteur.

» La stabilité du biodiesel pendant le stockage a longue durée pose un probléme,
car les doubles et triples liaisons présentes dans les acides gras sont instables et ont
tendance a s’oxyder ou a former des gommes. L’ajout des antioxydants, ou son

utilisation directe aprés la production, permet de résoudre ce type de probléme.
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Figure L.9. Cycle carbone du pétrole (A) et du biocarburant (B)
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II.1. Introduction

Un ¢lément nécessaire pour tous les organismes vivant en aérobiose, 1’oxygeéne permet de
produire de I’énergie indispensable au travail cellulaire. C’est au niveau de la chaine respiratoire
mitochondriale que s’effectue la réduction de I'oxygéne en eau, impliquant la formation
d’adénosine triphosphate (ATP) a haut potentiel énergétique [72]. Cependant, une réduction
incompléte du dioxygene donne naissance a des especes toxiques ayant des électrons non
appariés (célibataires), appelées radicaux. Ces radicaux centrés sur I’oxygeéne sont reconnus par
leur grande réactivité et font partie des especes oxygénées réactives (EOR) libres [73]. La
production de ces especes pro-oxydantes est normale et s’accompagne d’un réle physiologique
important [74]. En outre, les EOR peuvent étre produites par d’autres causes extérieures,
notamment [’exposition environnementale a des facteurs pro-oxydants comme le tabac,
I’alcool, les médicaments, les rayons gamma, les rayons ultraviolets, les herbicides, 1’0ozone,
I’amiante, les métaux toxiques [75].

Ces especes oxygénées réactives, lorsqu'elles sont présentes en trop grande quantité dans
I’organisme, sont susceptibles d’exercer des effets déléteres sur les composés vitaux des
cellules (glucides, lipides membranaires, protéines, et acides nucléiques), entrainant de
profondes altérations et des dysfonctionnements cellulaires a 1’origine de nombreuses
pathologies (maladies cardiovasculaires, maladies neurodégénératives, cancers, diabéte) [76].

L’organisme est pourvu de plusieurs moyens de défense antioxydants [77]. Ces molécules
réductrices consomment directement les radicaux libres formés au cours de réactions
d’oxydoréduction. Un déséquilibre entre la production excessive de molécules oxydantes et/ou
une diminution du taux d’antioxydants dans 1’organisme est défini par le terme de stress
oxydant [78]. Une partie des composés antioxydants doit étre apportée par 1’alimentation afin
de maintenir un équilibre et limiter le phénomene de stress oxydatif. Un grand nombre des
antioxydants, tels que les vitamines E (tocophérol) et C (acide L-ascorbique), les provitamines
A (B-caroténe) et les composés phénoliques, proviennent des fruits (orange, raisin, fruits

rouges,...) et des légumes (tomate, cresson, ail...) [79].

IL.2. Antioxydants

Selon Gutteridge et Halliwell [80], un antioxydant est toute substance qui, lorsqu’elle est
présente en faible concentration par rapport aux substrats oxydables, supprime ou empéche de
facon significative I’oxydation de ceux-ci.

Les antioxydants présentent la capacité de piéger, neutraliser les formes actives de I’oxygene

a caractere toxiques (radicaux libres) et les convertir en espéces non-toxiques due a leur aptitude
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a céder un hydrogene ou ¢€lectron et a délocaliser I’¢lection non-apparié sur I’ensemble du cycle

aromatique [81], comme le montre la Figure II.1.

Electrons appariés
=
Electron
non-apparie
5
;
O
Electron
Antioxydant Radical libre

Figure I1.1. Neutralisation d’un radical libre par un antioxydant [82].

Les composés phénoliques constituent une grande classe d’antioxydants naturels. Les
antioxydants phénoliques sont des molécules trés importantes car elles ont la capacité de

prévenir les agressions des intermédiaires oxydants (EOR) [77,78].

I1.3. Composés phénoliques

Les composés phénoliques, ou polyphénols, sont des métabolites secondaires ubiquistes les
plus largement distribués dans le régne végétal avec plus de 8,000 composés connus allant de
simples acides phénoliques a de grands polymeéres complexes comme les tanins ou les lignines
[85]. Elles forment un groupe de molécules organiques dotées de structures et de fonctions trés
diverses [86], mais ayant toutes en commun la présence d’au moins un cycle benzénique, lui-
méme porteur d’un nombre variable de fonctions hydroxyles (-OH) [87] et se différencient par
le nombre et I’enchainement des noyaux aromatiques, le nombre et la position des groupes
hydroxyles ainsi que la présence de substituants non phénoliques de nature diverse (groupes
alkyles, sucres, acides organiques...) [88].

Les composés phénoliques sont connus pour leur réle dans le contrdle de la croissance et le
développement des plantes (différenciation, organogenése, dormance des bourgeons, floraison
et tubérisation), dans la protection contre les radiations UV [89] et les agents pathogénes [90].
Mis a part leurs fonctions biologiques diversifiées, et notamment grace a leur propriété
antioxydante, les composés phénoliques manifestent un spectre des effets bénéfiques contre une
large panoplie de maladies associées au stress oxydatif, telles que le cancer ou les maladies
neurodégénératives et cardiovasculaires [76].

Les molécules phénoliques a propriétés multiples, chez les étres humains et chez les

végétaux, peuvent étre également utilisées comme additifs, colorants [91], agents de saveur [92]
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ou agents conservateurs naturels des denrées alimentaires [93], et étre ainsi utilisées en
cosmétique en tant qu’ingrédients naturels dans de nombreuses formulations cosmétiques pour
la protection de la peau (crémes écrans solaires) [94] et comme actifs anti-age [95].

Les composés phénoliques sont communément scindés en deux principales catégories: les
flavonoides et les non flavonoides [96]. La Figure I1.2 représente ces différentes catégories, en

précisant une des nombreuses sources de chaque sous-groupe avec un exemple.

Les composés phénoliques

v
\ v
Non flavonoides Flavonoides
| l | |
Stilbénes Lignanes Acides phénoliques || Tannins
(Resvératrol) (Pinorésinol) (Acide férulique) hydrolysables

(Ellagitannis)
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Figure I1.2. Différentes catégories des composés phénoliques.
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I1.4. Activité antioxydante des composés phénoliques

La propriété la plus décrite de la plupart des composés phénoliques est leur capacité d’agir
comme des antioxydants. Cette capacité est strictement dépendante de leur structure. Parmi les
familles de composés phénoliques, les flavonoides sont les plus efficaces dans le processus
d’inhibition des molécules oxydantes [97].

Des recherches sur les relations structure-activité des flavonoides ont mis en évidence le role
des composés structurels spécifiques dans le piégeage des radicaux [98]. Ainsi, il a ét¢ montré
que l’activité des flavonoides dépend, essentiellement, du nombre et de 1’arrangement des
groupements fonctionnels (hydroxyles) [97].

Les relations structure-activité¢ dans le cas des flavonoides suggerent que leur pouvoir
antioxydant est favorisé par plusieurs éléments structuraux [99]:

# la présence d’une fonction catéchol sur le cycle B, motif orthodiphénol, qui confére une
plus grande stabilité de la forme radicalaire et participe a la délocalisation des électrons ;

# la présence d’un motif énone (double liaison C2-C3), en conjugaison avec la fonction
carbonyle en position Cs dans le cycle C permet la délocalisation des électrons a partir
ducycle B;

# la présence de groupement hydroxyle libre en position 3 en combinaison avec la double
liaison C2-Cs. La glycosylation ou la méthylation de ce groupement conduit a une
diminution importante de 1’activité anti-oxydante.

# la présence de deux groupements hydroxyles en positions 3 et 5 avec la fonction cétone
en position 4 des cycles A et C sont essentiels pour un potentiel antioxydant maximal.

Les flavonols (la quercétine, la myricétine et le kaempférol) sont connus pour étre les
antioxydants les plus efficaces de tous les flavonoides [100]. Les anthocyanes (la delphinidine,
la cyanidine et la malvidine) occuperaient alors la deuxiéme position apres les flavonols [101].

La quercétine est un exemple de flavonoides treés connus dont la structure répond a tous ces

critéres (Figure I1.3).

r -

Quercetin % ;
3 e,
4 _OH

Figure I1.3. Groupements et fonctions influengant I’activité anti-oxydante de la quercétine

[102].
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Ces derni¢res années, 'intérét porté aux antioxydants naturels, en relation avec leurs
propriétés intéressantes dont leur puissant pouvoir antioxydant, a considérablement augmenté.
En effet, leur utilisation est encouragée en raison de la toxicité des produits équivalents issus

de syntheses chimiques impliquée dans la prolifération des cellules cancéreuses [103].

IL.5. Sources des antioxydants phénoliques

Chez les végétaux, il y a un grand potentiel de composés phénoliques ayant une activité
antioxydante, et les sources sont trés nombreuses et variées.
I1.5.1. Sources végétales

Les antioxydants phénoliques d’origine naturels sont présents dans toutes les parties des
plantes supérieures [104]. Par ailleurs, divers fruits et boissons renferment des composés
phénoliques antioxydants [105]. Les légumes et céréales contiennent aussi des molécules
antioxydant de nature phénolique [100,101].

Les plantes médicinales comme le romarin [106], et la zédoaire (curcuma) [107], certaines
graines de plantes comme les graines de canola, et de sésame [108] ainsi que les feuilles,
racines, tiges et écorces de divers arbres [109] sont également des sources intéressantes de
molécules phénoliques antioxydantes.

I1.5.2. Déchets et sous-produits de I’industrie agro-alimentaire

Les déchets et les sous-produits issus de I’industrie agro-alimentaire représentent aussi une
source potentielle de molécules d’intéréts principalement de nature phénolique et sont
caractérisés par une forte capacité antioxydante. Les antioxydants phénoliques ont été identifiés
dans divers sous-produits comme des marcs de raisins (pellicules et pépins) générés lors de la
vinification, pressage du raisin [110], des margines et des grignons d’olives apres 1’extraction
d’huile d’olive [111], des pellicules de pomme, de poires et de péches [112], de pomme de terre
[113], des feuilles d’olivier [114], des racines d’arachide [115], et des résidus de feuilles de thé
[116].

Dans cette partie, 1’aubergine est présentée de facon plus détaillée, puisqu’il s’agit de la
source qui a été retenue pour ce travail de thése. L’extraction des composés phénoliques a été
menée a partir de pellicules d’aubergine (sous-produits de I’épluchage).

Des recherches scientifiques dans diverses spécialités ont été développées pour 1’extraction
et la caractérisation (quantitatives et qualitatives) de ces composés a partir de différents déchets
et sous-produits issus des industries agro-alimentaires [113,114]. L’extraction des composés

phénolique a partir de cette biomasse renouvelable et inépuisable pourrait permettant d’obtenir
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des molécules antioxydantse de hautes valeurs ajoutées incorporables dans différents produits

alimentaires, cosmétiques ou pharmaceutiques [119].

I1.6. Aubergine, une source végétale des antioxydants phénoliques
I1.6.1. Généralité sur I’aubergine

L’aubergine, connue aussi sous les noms de brinjal, d’eggplant, ou d’al-badinjan, appartient
a la famille des Solanaceae [120]. Le terme désigne la plante et le fruit.

L’aubergine (Solanum melongena L.) est principalement cultivée en Asie, en Afrique et dans
les régions subtropicales (Inde, Amérique centrale), mais est aussi cultivée dans certaines
régions tempérées comme la zone méditerranéenne et le sud des Etats-Unis [121].

Conformément aux données statistiques de I’Organisation des Nations Unies pour
I’Alimentation et I’Agriculture, la production mondiale d’aubergines est d’environ 51,3
millions de tonnes par an ce qui en fait la cinquieéme culture solanacée la plus importante
¢conomiquement apres la pomme de terre, la tomate, le poivron et le tabac [122]. L’ Asie occupe
la majeure partie de la surface mondiale cultivée (94%, 48,22 millions de tonnes).

L'aubergine présente une grande variabilité morphologique (couleur, forme, et taille) [120].
En se basant sur la forme du fruit, ’aubergine est classée en trois principales variétés
botaniques: les variétés a fruits arrondis (S. melongena var esculentum), allongés (S. melongena
var serpentium), et demi-allongés (S. melongena var depressum) [123]. Cependant, dans notre
étude nous avons utilisés les fruits des variétés de forme allongés et de couleur violet sombre
qui sont les plus communes dans la région méditerranéenne.

Le fruit de I’aubergine (Figure 11.4-A) est considéré comme un légume mais botaniquement
c’est une baie a péricarpe entierement charnu contenant des pépins.

La coupe longitudinale (Figure I1.4-B) d’un fruit arrivé a maturité, montre de 1’extérieur vers
I’intérieur deux parties bien différenciées: 1’épicarpe appelé pellicule ou peau, est la zone
épidermique du fruit et le mésocarpe appelé pulpe ou chair représente sa partie interne sur
laquelle sont concentrés des graines colorées.

La pulpe est la partie la plus importante en volume de I’aubergine, elle est la partie
consommée du fruit tandis que la peau est la partie généralement ¢liminée. Sur une coupe
transversale de la pulpe (Figure 11.4-C), deux zones se distinguent [124]:

» Le mésocarpe sans graines (pulpe du tiers inférieur prés du pédoncule) de
structure compacte, gorgé d’eau a I’extérieur (sphére.1).
» Le mésocarpe avec graines (pulpe placentaire) de structure spongieuse, plein

d’air a I’intérieur (sphére.2).
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Figure I1.4. Schéma détaillant la structure de 1’aubergine [124].
(A): Fruit entier, (B) : coupe longitudinale de I’aubergine, (C) coupe transversale de la

pulpe. 1 : Pulpe compacte, 2 : Pulpe spongieuse, 3 : Concentration de graines

Sur le plan nutritionnel, les fruits fraiches d’aubergines contiennent environ 7-11% de masse
séche, 3-4% de glucides, de faibles quantités de protéines et de lipides, environ 1,5% de fibres
alimentaires [125]. Elle a une valeur calorique tres faible et fait partie des 1égumes nutritifs en
raison de sa teneur élevée en vitamines, minéraux et composés biologiquement actifs pour la
santé humaine [126].

L’intérét nutritionnel de I’aubergine réside également dans le fait que ce fruit-légume
contient des composés antioxydants, de nature phénolique pour la plupart. Elle est classée parmi
les dix premiers légumes en termes de capacité anti-oxydante [127].

I1.6.2. Principaux composés phénoliques des aubergines

Chez I’aubergine, les non-flavonoides (incluant les acides phénoliques) et les flavonoides
(anthocyanes et flavonols) sont les principaux composés phénoliques constitutifs de ce fruit.
Une revue comparative du contenu en ces composés phénoliques de différentes variétés
d’aubergine et de leurs structures chimiques a été établie par Nifio-Medina et coll. [128].
11.6.2.1. Composés non flavonoides

Les composés non flavonoides ne possedent pas de squelette «flavoney, ils regroupent
principalement les acides phénoliques. Ces derniers font partie des formes les plus simples des
composés phénoliques. Ils sont divisés en deux groupes distincts que sont les dérivés de I’acide
benzoique (Cs-C1) et ceux de ’acide cinnamique (Ces-C3) [129].

Les acides phénoliques de [’aubergine sont représentés exclusivement par les acides
hydroxycinnamiques qui ne se trouvent que dans les pulpes [128]. Ces acides n’existent pas
sous forme libre dans la pulpe d’aubergine mais se trouvent plutdt sous forme estérifiée par

I’acide quinique. L’ester 5-caféoylquinique, aussi nommé acide chlorogénique, est I’ester
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hydroxycinnamique le plus abondant [130]. Il représente environ 96% du total des acides
phénoliques de la pulpe d’aubergine [131].
11.6.2.2. Composés flavonoides

Les flavonoides regroupent un vaste ensemble de composés naturels polyphénoliques. Ils
apparaissent dans divers organes du systéme végétal (racines, tiges, bois, feuilles, fleurs et
fruits). La classe des flavonoides comporte a elle seule plus de 4000 molécules, soit environ
50% des composés phénoliques, qui ont été caractérisés chez les végétaux et la liste ne cesse
de croitre [132].

Structuralement, les flavonoides possédent tous le méme squelette de base a quinze atomes
de carbones Cis (Cs-C3-Co) de type phénylchromane. Elles sont dotées en effet de deux noyaux

benzéniques reliés par une chaine propyle, comme le montre la Figure I1.5 [133].

Figure ILS5. Structure de base des flavonoides [134].

D’apres Ribéreau-Gayon [135], les trois cycles constituant ce type de molécules sont
dénommés cycle phloroglucinol pour le cycle A, cycle catéchol si un atome d’hydrogene est en
position 5’ ou pyrogalloyl s’il s’agit d’un groupement hydroxyle pour le cycle B et cycle pyrane
pour le cycle C.

C’est la structure de 1’hétérocycle pyranique central (C) et son degré d’insaturation et
d’oxydation qui permettent de distinguer les différentes sous-classes de flavonoides [133], dont
les groupes majeurs sont montrés dans la Figure I1.7. Ces diverses sous-familles de flavonoides
se rencontrent le plus souvent a 1’état naturel sous forme de glycosides [136].

Parmi ces flavonoides glycosylées, deux sont présentes dans 1’aubergine: les anthocyanes et

les flavonols.

a/Anthocyanes
Les anthocyanes font partie de la famille des flavonoides. Le terme anthocyane, dérivé des
mots grecs (fleur et bleu (anthos = fleur, et kyanos = bleu) [137], est un terme général qui

regroupe les aglycones ou anthocyanidines et leurs dérivés glycosylés ou anthocyanines [89].
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Les anthocyanines n’existent pas, naturellement, sous forme aglycone mais sous forme
d’hétérosides [138]. Elles sont considérées comme le plus grand groupe des pigments
hydrosolubles dans le régne végétal [137]. Ce sont des pigments naturels responsables de
couleurs (bleu, rouge, mauve, rose et orange) attirantes observée dans la nature (fleurs, fruits,
légume et feuilles) [139]. Plus de 500 structures différentes de ces pigment ont été identifiées
[140].

Les anthocyanidines (forme aglycone) sont la structure de base des anthocyanines (forme
glycosylée). Ces molécules sont constituées de deux cycles phénoliques A et B reliés par 1’ion
flavylium (cycle C), un hétérocycle oxygéné, cationique et insaturé, qui dérive du noyau 2-

phényl-benzopyrilium comme indiqué dans la Figure I1.6 [137].

Aglycone Schéma de substitution
R, R
Pélargonidine H H
Cyanidine OH H
Delphinidine OH OH
Péonidine OCH; H
Pétunidine OH OCH,
Malvidine OCH, OCH;

Figure I1.6. Structure chimique de quelques anthocyanidines de base chez les fruits et

légumes [141].

Selon le nombre et la position des substituants hydroxyle et méthoxyle, on dénombre dix-
huit aglycones différents, dont seulement six se retrouvent le plus souvent dans les fruits et
légumes: la pélargonidine, la cyanidine, la delphinidine, la péonidine, la pétrunidine et la
malvidine [141].

Les anthocyanidines constituent le groupement chromophore du pigment [142]. Les
aglycones instables sont ensuite glucosylées généralement en position 3 (ou méme en Cs et Cs)
pour former des anthocyanines. Ces anthocyanines peuvent étre ensuite substituées par des
acides (acide p-coumarique, caféique,...) ou aliphatiques (acide acétique,....). Elles se
différencient, d’une part, par leur degré d’hydroxylation et de méthylation sur le noyau B, et
d’autre part par le nombre, la position et la nature des sucres liés, ainsi que le nombre et la
nature des acides aliphatiques ou aromatiques estérifiant le sucre (anthocyanines acylées) [143].

Chez I’aubergine, les anthocyanines sont exclusivement localisés dans la peau (pellicule).

Les anthocyanines de la pellicule d’aubergine dérivent principalement de deux anthocyanidines

These de doctorat | Soumia Ferarsa 26



Synthese bibliographique Chapitre 11 : Antioxydants phénoliques naturels

que sont la delphinidine et la pétunidine. Néanmoins, les dérivés de la delphinidine restent
I’anthocyanine majoritaire dans la pellicule de différentes variétés d’aubergine [128].

La teneur globale (de 11,53 g/100 gms jusqu’a 54,8 mg/100 gwms) de la delphinidine
0,55g/100gwms et de la petunidine [144] et les proportions sont des caractéristiques variétales.
Les formes les plus rencontrées sont issues d’une glycosylation en position Cs et (C3, Cs) avec
des mono- et di-saccharides (glucose, rutinose, galactose, rhamnose) et acylation sur le groupe
hydroxyle de ces sucres par des acides cinnamiques de type p-coumarique et caféique,
augmentant ainsi la diversité des composés anthocyaniques de la pellicule d’aubergines

Compte tenu de leur structure, nature ionique, différentes formes d’anthocyanes existent
dans une solution aqueuse a différentes valeurs de pH, donnant plusieurs couleurs et teintes
[145]. Cette variation est une particularité des molécules anthocyaniques. Aux pH trés acides
(pH 1-2), les anthocyanes (cations flavylium, stables) ont une forte coloration rouge. Cette
coloration vire vers le bleu (bases quinoniques) quand le pH augmente vers la neutralité¢ (pH
6,5-8). A pH neutre, I’anthocyane est incolore (pseudobase carbinol). Celle-ci a son tour, peut
générer la forme chalcone (incolore a Iégérement jaune) qui est tres instable (pH>8) [146]. Ces
changements de couleur sont dus a des équilibres chimiques réversibles entre les différentes

formes obtenues a partir de réactions de déprotonation et d’hydratation de I’ion flavylium [147].

b/ Flavonols

Les flavonols sont des pigments jaunes qui se caractérisent par une fonction cétone sur le
carbone 4 (Cs), par une insaturation de I’anneau C en position 2,3 et par un groupement
hydroxyle additionnel sur le carbone 3 (C3) de I’hétérocycle central C (Figure I1.7). Parmi les

flavonols, on retrouve le kaempférol, la quercétine, la myricétine et la rutine.

Figure I1.7. Structures de base des flavonols [148].

Les anthocyanines (delphenidine) de la pellicule des aubergines contribuent a
I’augmentation de 1’activité antioxydante de ce fruit [149]. L’aubergine a été utilisée en

médecine traditionnelle [150]. Par exemple, des extraits de tissus ont été utilisés pour le
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traitement de 1’asthme, de la bronchite, du choléra et de la dysurie [151]. Les composés
phénolique des aubergines ont une action potentielle sur I’hyperlipidémie chez les animaux
[152] et un effet modeste sur I’hypercholestérolémie chez les humains [153], des activités

hépato-protectrices et antidiabétiques [154] et un certain nombre d’autres [155].

I1.7. Méthodes d’extraction des composes phénoliques

La grande abondance de composés phénoliques dans les déchets et les sous-produits
agricoles et industriels, leur extraction et leur activité antioxydante ont fait 1’objet de plusieurs
revues scientifiques publiées dans la littérature [91,152]. La valorisation de ces antioxydants
phénoliques d’origine naturelle représente un potentiel économique énorme. Pour étre
valorisés, les molécules recherchées doivent d’abord étre séparées de leur matrice végétale
d’origine. L’extraction par solvant est la méthode la plus ancienne et la plus répandue pour la

récupération de ces molécules végétales [157].

I1.7.1. Méthodes conventionnelles
I1.7.1.1. Définitions et mécanismes

L’extraction solide-liquide consiste en la mise en contact d’une phase solide (la matrice
végétale) avec une phase liquide (le solvant, aqueux ou organique) afin d’extraire et de
solubiliser les molécules d’intérét (soluté) et les diffuser a I’extérieur du solide. La diffusion est
un phénomene de déplacement des solides solubles, contenus dans les structures végétales, vers
le solvant, qui se traduit par leur migration irréversible, des zones de forte concentration vers
celles de faible concentration. Au bout d’un certain moment un équilibre est atteint, ¢’est-a-dire
la diffusion s’arréte quand la concentration a I’intérieur des cellules est égale a la concentration
a I’extérieur des cellules [158].

Toute une série d’étapes successives se déroule pendant la période d’interaction entre la
produit solide contenant les molécules d’intérét et le solvant qui réalise 1’extraction [159]. Ces
¢étapes incluent (Figure I1.8):

— transfert du solvant du milieu environnant vers la surface externe du solide,
diffusion du solvant au sein de la matrice solide,

N
— dissolution du soluté dans le solvant,

— diffusion du soluté dissous dans le solvant de la matrice solide vers la surface,
N

transfert par convection ou diffusion du soluté vers la masse restante du solvant.
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Figure I1.8. Mécanisme de I’extraction solide liquide et schéma

de la diffusion a travers de la membrane cellulaire [159].

I1.7.1.2. Parametres influencant I’extraction solide-liquide

Plusieurs auteurs ont trouvé que le solvant (sa nature et son pH), le couple température-temps
d’extraction, le rapport liquide-solide et la taille des particules, sont d’importants parametres
qu’il est nécessaire d’optimiser afin d’assurer une extraction efficace et de garantir le maintien

de la stabilité des composés phénoliques.

a/ Nature du solvant et pH

Le choix du solvant est fondamental pour obtenir un processus d’extraction optimal car la
solubilisation des composés phénoliques dépend de sa nature. Les propriétés physiques et le
colt sont les critéres de choix du solvant d’extraction. Il doit étre sélectif, posséder une grande
capacit¢ de dissolution, une température d’ébullition peu élevée et une viscosité faible,
inoffensif pour I’environnement et peu cotiteux [160].

Les données de la littérature montrent que 1’eau et des mélanges de solvants (méthanol,
acétone et éthanol) avec I’eau sont les solvants les plus employés pour extraire les composés
phénoliques et les anthocyanines des aubergines.

Boulekbache-Makhlouf et coll. [161] ont comparé 1’extraction des composés phénoliques
des pellicules d’aubergine avec trois solvants: méthanol 70%, éthanol 70% et acétone 70%.
L’extraction par le méthanol 70% a donné la teneur la plus élevée en anthocyanines (82,83 mg
EDG/100gwms), alors que 1’acétone 70% est le solvant le plus approprié pour extraire

respectivement les composés phénoliques, les flavonoides et les tanins totaux des pellicules
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d’aubergine (29,3 mg EAG/100gwvs; 18,5 mg EQ/100gvs et 5,37 mg EAT/100gms
respectivement).

Le pH intervient également dans la dissolution des composés phénoliques. En ce qui
concerne plus particulierement les anthocyanes, ces molécules sont instables en solution neutre
ou alcaline [162]. L acidification du solvant améliore la stabilité des anthocyanines et favorise
la dénaturation membranaire, facilite la solubilisation des composés phénoliques et leur
diffusion au travers de la matrice végétale [163].

D’apres la littérature, I’ajout de quantité d’acide chlorhydrique dans le solvant s’est avéré

efficace pour I’extraction des anthocyanines a partir des pellicules d’aubergine [160,161].

b/ Couple temps-température

Les parametres de temps et de température ont montré leur importance dans 1’extraction des
composés phénoliques. Ils doivent €tre choisis de maniere a limiter la dégradation des composés
phénoliques et a minimiser le colt énergétique du procédé.

Les résultats obtenus sur I’étude de 1’influence du temps d’extraction optimal des composés
phénoliques divergent [ 166]. En effet, certains auteurs montrent la nécessité de plus longs temps
de contact de 1 a 24 h [163,164] alors que d’autres préconisent de courtes durées d’extraction
de 5 a 30 min [165,166].

D’une maniére générale et de fagon simpliste, I’augmentation de la température est favorable
au rendement d’extraction, car la chaleur peut agir a la fois sur le solvant et sur le solide de la
maniére suivante : (1) facilite ’extraction du fait de la perméabilisation des parois cellulaires
par dénaturation des protéines membranaires ; (2) augmente la solubilité et la diffusivité
moléculaire, améliorant ainsi le transfert de masse; (3) diminue la viscosité du solvant et la
tension de surface et augmente sa capacité de diffusion [171].

Cependant, les anthocyanes étant thermosensibles, une température extrémement élevée et
une exposition prolongée augmentent les chances de leur oxydation. Ceci aurait pour
conséquence, une diminution du rendement d’extraction et une dégradation de [’activité
antioxydante des extraits [172]. En général, une élévation de la température permet de diminuer

les temps de contact et vice versa et ce, sans diminution notable du rendement [166].

¢/ Rapport liquide-solide
L’extraction des composés phénoliques est meilleure lorsque le rapport liquide-solide
augmente car le transfert de matiére est amélioré. Cependant, des rapports tres élevés pourraient

influencer le colt économique et énergétique de I’extraction. Par ailleurs, des rapports solide-
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liquide trop faibles pourraient causer des problemes de saturation du soluté dans le solvant et
pourraient diminuer la pénétration du solvant dans la matrice végétale. L’optimisation de ce
paramétre est donc nécessaire afin de trouver un rapport liquide-solide approprié favorisent
I’extraction tout en réduisant les colits du procédé [173].

Une optimisation de ’extraction des anthocyanines de pellicules d’aubergine fraiche par
1’¢éthanol acidifi¢ (HCI, 1,5 mol/l) en utilisant la méthodologie des surfaces de réponses (RSM),
a été effectuée par Thirunavukkarasu et Nithya [ 174]. Dans cette étude, I’effet de trois variables
critiques : le rapport solide-solvant (1:15-1:30), la température d’extraction (60 -90°C) et le
temps d’extraction (30-90 min) sur les rendements des anthocyanines a été étudié en utilisant
RSM. Le meilleur ratio solide-liquide trouvé est 1:26 avec 70 min d’incubation a 76,5°C qui

donnent un rendement en anthocyanines de 148 mg/100g.

d/ Taille des particules

Les matrices solides, a 1’état naturel, sont trop larges et elles sont souvent préalablement
découpées ou broyées pour faciliter I’extraction [175]. La réduction de la taille des particules
solides par broyage permet la rupture des structures vacuolaires dans lesquelles sont accumulés
les composés phénoliques et donc I’intensification des phénomenes de transfert de matiere en
augmentant la surface de contact entre solvant et solide. Le solvant aura ainsi accés facilement
aux composés phénoliques pour les solubiliser et les libérer [176]. Cependant les particules de
taille trés fine tendent a s’agglomérer et a influer négativement sur 1’extraction en réduisant la
pénétration du solvant a I’intérieur de la matrice solide. En plus, les particules excessivement

broyées rendent 1’étape de purification difficile [177].

I1.7.2. Méthodes émergentes d’intensification de I’extraction

En se référant a la littérature, les méthodes conventionnelles d’extraction des composés
phénoliques reposent sur une diffusion solide/liquide par solvants supposent la non-
dénaturation de la matrice végétale et la conservation de 1’intégrité des membranes cellulaires
[178]. La libération de ces composés par diffusion simple nécessite des durées d’extraction trés
longues et une consommation importante de solvant et d’énergie [179].

Durant les derniéres décennies, la diffusion solide/liquide s’est vue assistée par des méthodes
émergentes non conventionnelles, telles que les ultrasons, les micro-ondes, les fluides
supercritiques, les hautes-pressions, les champs électriques pulsés et les décharges électriques
de haute tension pour intensifier I’extraction moléculaire a partir de différentes matrices [118].

Ces prétraitements thermique et mécanique ont pour objectif d’endommager les membranes
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et/ou parois cellulaires afin de faciliter la libération des composés phénoliques dans le milieu
environnant.

Le but d’intensifier I’extraction a I’aide de ces prétraitements est d’atteindre des rendements
¢levés en composés phénoliques tout en réduisant la consommation de solvants organiques et
en diminuant les énergies mises en jeu (température et temps opérationnel de diffusion). En
particulier, le prétraitement mécanique par ultrasons est une méthode d’intensification qui

agissent sur les membranes et/ou parois cellulaires et facilitent les opérations d’extraction.

I1.8. Extraction assistée par ultrasons (EAU)
11.8.1. Définitions

Dans les secteurs de I’agro-alimentaire et de la pharmacie, les ultrasons trouvent des
applications dans 1’extraction de divers composés d’intérét a partir de différentes matrices
[176,177].

Les ultrasons (US) sont définis comme des ondes mécaniques et €lastique pouvant se
propager dans les solides, les liquides et les gaz a une fréquence supérieure a celle audible par
I’oreille humaine (~20 kHz) [182]. L’amplitude ou I’intensité des ondes permet de classer les
ultrasons pour leur application industrielle [183] : ultrasons de faible intensité (< 1 W/cm?) pour
le contrdle de la qualité des produits et les ultrasons de forte intensité (10-1000 W/cm?) pour la
modification des produits par rupture physique des tissus.

11.8.2. Equipements de traitement

Lors d’une extraction solide-liquide assistée par US, 1’échantillon est immergé dans I’eau ou
dans le solvant et est soumis a I’action des ultrasons a 1’aide de deux principaux systémes
(Figure I1.9) que sont le bain a ultrasons (Figure I11.9-A) et la sonde a ultrasons (Figure 11.9-B)
[184].

Le bain a ultrasons génére des puissances acoustiques de 14 5 W/ecm?. Ce type d’équipement
agit indirectement dans le milieu liquide-solide du fait de la présence d’un amortisseur de 1’effet
des ultrasons qui est le contenant du mélange a traiter. Au contraire, la sonde a ultrasons est
directement immergée dans la solution, ou la sonication a lieu, et permet ainsi une irradiation
directe du milieu (la pointe de la sonde) tout en générant des puissances acoustiques nettement
supérieures a celle fournies par le bain (100 fois plus élevées) [185]. Le systéme de la sonde est
plus puissant grace a une intensité ultrasonique délivrée par une surface plus petite (seulement

la pointe de la sonde), en comparaison avec le bain ultrasonore [184].
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Figure I1.9. Schéma des systémes a ultrasons couramment utilisés:

bain (A) et sonde (B) [184].

Dans la littérature, il n’existe que trois publications sur 1’utilisation des ultrasons pour

I’extraction des anthocyanines présents dans les pellicules d’aubergine. Toutes ces extractions

ont été réalisés par le bain a ultrasons [182-184].

11.8.3. Mécanismes d’action

La propagation des ondes sonores dans les liquides soumis aux ultrasons a hautes intensités

induit en alternance des cycles de haute pression (compression) et des cycles de basse pression
(raréfaction) (Figure I1.10).

ression| / N\ /N /N /]
acoustique / \/ \/ \/
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Bulle de
cavitation

O

o O ©

Effondrement de la bulle
Fragmentation

Phase de compression

€ ) Phase de dépression

Figure I1.10. Cycle de croissance de la bulle de cavitation par I’action des ultrasons [189].

Les séries de ces cycles de compressions et de raréfactions créent une pression acoustique,

celle-ci est positive pendant les cycles de compression et négative pendant les cycles de
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raréfaction. Cette différence de pression implique des mouvements moléculaires au sein du
milieu induisant des distensions et des rapprochements entre des groupes de molécules. Lors
d’un cycle de raréfaction la distance entre molécules est augmentée et au-dessus d’une certaine
distance, des petites bulles (micro-cavités) contenant de la vapeur du liquide et des gaz dissous
vont se former dans le liquide. Ces bulles naissantes sont capables de croitre au cours des phases
de dépression et de diminuer en taille au cours des cycles de compression [190].

Au moment de la dimension critique, les bulles implosent violemment, libérant ainsi une
grande quantité d’énergie [191]. Ce processus de compression-raréfaction des molécules du
milieu et le collapse de bulles est appelé « cavitation » [192]. Lors de cette cavitation, des
valeurs locales de température et de pression trés élevées au moment de I’effondrement ont été
estimées jusqu’a 5000 K [193] et entre 50 a 1000 atm [194], respectivement.

Proche d’une surface solide (Figure II.11), ’effondrement des bulles est asymétrique et

I’implosion qui en résulte produit des jets de liquide.

Figure I1.11. Evolution d’une bulle de cavitation a proximité d’une surface solide

Ces jets liquides produits ont un impact physique et mécanique important sur la surface
solide [195].

Dans le cas d’une matrice végétale (Figure 11.12), les jets de liquides qui peuvent atteindre
la vitesse de 280 m/s vont détruire les parois cellulaires, augmentant ainsi leur perméabilité.
Cela améliore I’acces du solvant a I’intérieur de la cellule et la solubilité des composés due aux
températures et aux pressions élevées dans la zone de cavitation et donc améliore le processus
de diffusion. Par conséquence, le contenu cellulaire est plus facilement libéré dans le milieu
environnant [196].

En outre, la cavitation est influencée par beaucoup de facteurs a savoir la fréquence, la
puissance, le solvant, la température et le temps d’application des ultrasons [197]. 11 est

important de les maitriser afin d’assurer une extraction efficace.
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(a) génération de bulles de cavitation; (b) explosion de bulles; (c) création de
micro jet; et (d) libération de composés d’intérét.
Figure I1.12. Mécanisme proposé de I’effet des bulles de cavitation sur la surface d’une

matrice végétale [184].

Les microscopies électroniques a balayage (MEB) ont fourni I’évidence des effets
mécaniques des ultrasons sur la surface de matrices végétales, principalement montrés par la
destruction des parois cellulaires et la libération du contenu cellulaire.

La Figure II.13 correspond a des observations par MEB, issues des publications
scientifiques, de I’effet des ultrasons sur le changement structural de la surface de feuille des

trichomes (Figure 11.13-A) et de pellicule de fruits d’Opuntia. stricta (Figure 11.13-B).

a) Avant diffusion (contrdle), b) apres 1 h de diffusion (pellicules non-traitées) sans traitement, et

d) apres traitement aux US a sonde (10 min, 400 W) + EAS, c: cellules, s : stomate.

Figure I1.13. Observation microscope par MEB la surface des feuilles de trichomes (A) et

des pellicules de fruits d’Opuntia. stricta (B) [184].

These de doctorat | Soumia Ferarsa 35



Synthese bibliographique Chapitre 11 : Antioxydants phénoliques naturels

Un endommagement cellulaire et un transfert de masse effectif sont cités comme deux
facteurs majeurs conduisant a D’intensificattion de I’extration assistée par ultrason [192].
L’extraction des composés phénoliques antioxydants par ultrasons est une technique écologique
et une alternative peu cofiteuse, simple et efficace aux extractions simple (conventionnelles).
Cette méthode émergente présente de nombreux avantages par rapport a 1’extraction
conventionnelle. En particulier, elle permet d’accélérer les cinétiques d’extraction en
augmentant le rendement maximal de I’extraction, de réduire considérablement le temps
d’extraction et donc la consommation énergétique avec une reproductibilité élevée, et d’extraire

de maniere sélective les composés d’intérét [198].

I1.9. Méthodes de caractérisation des composés phénoliques

Les teneurs des extraits, de plusieurs variétés d’aubergine issues de différentes régions du
monde, en composés phénoliques et la nature de molécules qu’ils contiennent ont largement été
étudiées et décrites dans la littérature.

Les composés phénoliques peuvent étre dosés soit dans leur totalité soit individuellement
apres leur extraction du matériel végétale. De nombreuses méthodes spectrophotométriques et
chromatographiques ont ét¢ développées pour quantifier et caractériser les composés
phénoliques des extraits végétaux [195,196]. Dans cette étude, seules les principales méthodes
utilisées dans I’analyse des composés phénoliques des aubergines sont discutées.

11.9.1. Méthode spectrophotométrique

Les méthodes de dosage des composés totaux sont généralement basées sur 1’oxydation de
ces composés et le développement d’une coloration. Ces méthodes sont simples et rapides a
mettre en ceuvre ; elles sont plus adaptées pour le contrdle de routine des extraits végétaux.
Elles sont communément acceptées pour I’estimation du contenu total en composés phénoliques
des extraits [201]. La méthode colorimétrique la plus fréquemment utilisée est celle de Folin-
Ciocalteu [202]. C’est une solution jaune contenant un mélange de deux acides phospho-
molybdiques/phospho-tungstiques qui sont réduits en milieu alcalin par les fonctions
réductrices des composés phénoliques présents dans 1’extrait pour former un mélange d’oxydes
bleus stable de tungsténe et de molybdéne. La coloration bleue du réactif Folin-Ciocalteu réduit
(Figure I1.14) absorbe fortement a 760 nm.

L’intensité de la couleur de la solution est proportionnelle a la concentration en composé€s
réducteurs [203].

La droite d’étalonnage est généralement réalisée avec un standard comme I’acide gallique

mais peut également 1’étre avec ’acide caféique [204].
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Figure I1.14. Réduction du Réactif Folin-Ciocalteu

Différentes variétés du fruit d’aubergine de couleurs, formes et tailles diverses ont montré
que leurs contenus totaux en composés phénoliques apparaissaient tres variables. Le dosage du
contenu phénolique total de 34 variétés d’aubergines indiens (8 sauvages, 4 vertes, 2 blanches
et 20 violettes) a donné des valeurs comprises entre 22-234, 44-90, 50-56, 22-73 mg
EAG/100gmr respectivement [155]. D’autres études ont indiqué que les teneurs en composés
phénoliques totaux de 26 cultivars d’aubergines provenant de Turquie peuvent varier d’une
facon importante de 614 mg EAG/100gwmr a 1388 mg EAG/100gmr [205].

Malgré la simplicité de la méthode, elle n’est cependant pas strictement spécifique des
composés phénoliques. Cette méthode reste une évaluation de la capacité réductrice totale de
I’échantillon car le réactif de Folin-Ciocalteu réagit avec tous les composés réducteurs présents
en solution, et pas seulement celle des composés phénoliques. Il peut interférer avec des
protéines et composés aminés, des sucres réducteurs ou encore 1’acide ascorbique [206]. Les
méthodes spectroscopiques peuvent donc conduire a une surestimation des composés
phénoliques présents dans les extraits.

11.9.2. Méthode chromatographique HPLC

Les multiples atouts de la chromatographie liquide en font aujourd’hui la technique
séparative la plus performante et la plus utilisée pour des analyses plus spécifiques des
composés phénoliques [203,204]. Elle a 1’avantage de doser les composés phénoliques
individuellement, d’utiliser un trés faible volume d’échantillon, de présenter une trés bonne
reproductibilité, une haute résolution, et une durée d’analyse relativement courte [209].
L’HPLC est facilement couplée a une variété de détecteurs [210]. Le mode de fonctionnement
de I’HPLC est largement décrit [211]. Dans le monde des composés phénoliques, la séparation

par ’HPLC est souvent réalisée en phase inverse (phase stationnaire apolaire) de type Cis [212].
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La composition phénolique de différentes variétés d’aubergine a fait 1’objet de nombreuses
¢tudes [128]. Plusieurs techniques chromatographiques ont été utilisées pour I’analyse et
I’isolement des acides phénoliques et des anthocyanes contenus dans la pulpe et la pellicule
d’aubergine.

D’aprées Kacjan Marsic et coll [213], le profil phénolique de différentes variétés d’aubergine
dépend fortement de la génétique (variété), de I’environnement, du type de sol et de la
croissance, ainsi que des pratiques culturales et du greffage.

Winter et Herrmann [214] ont réalis¢ les premicres études quantitatives des acides
phénoliques présents dans les pulpes d’aubergine. Ces auteurs ont quantifié par HPLC la teneur
en esters d’acide hydroxycinnamique des cultivars "Italien" et "Espagnol" en trouvant
respectivement 63,2 et 57,5mg/100gmr d’acide chlorogénique comme principal constituant, et
ses isomeres d’acide cryptochlorogénique et neochlorogénique mais a des quantités moins
importantes. Singh et coll [215] ont étudié par HPLC-DAD la composition en composés
phénoliques des extraits de la pulpe de deux variétés d’aubergines " Blackbell" et "Millionaire".
L’analyse a conduit a I’identification pour la premicre fois des flavonol glycosylées, a savoir la
quercétine-3-glucoside, la quercetin-3-rhamnoside et la myricetine-3 galactoside.

En réalisant une hydrolyse acide de la pellicule d’aubergine (1,3 M HCI, 80°C) pour produire
la forme aglycone des anthocyanines, Papanga et coll [165] ont signalé la présence de la
delphinidine avec une concentration massique de 54,8mg/100ms par HPLC.

I1.10. Evaluation de I’activité anti-oxydante des composés phénoliques par le test DPPH

L’activité anti-oxydante d’un extrait correspond a la capacité des composés qu’il contient a
protéger un substrat de 1’oxydation, notamment par le piégeage des radicaux libres.

La capacité anti-oxydante des composés phénoliques in vitro peut étre évaluée grace a une
diversité de méthodes analytiques. Le test DPPH est un des plus utilisés sur les aubergines. Du
point de vue méthodologique, le test au radical libre DPPHe présente 1’avantage d’étre tres
facile et rapide a mettre en ceuvre. Il donne des résultats précis et reproductibles, et il est
commercialement disponible et peu colteux, ce qui explique sa popularité et I’étendue de son
utilisation [211,212].

Le diphénylpicryl-hydrazyle (DPPH) est un radical libre, stable a température ambiante,
ayant au centre de sa molécule un atome d’azote avec un électron libre qui lui confére la couleur
bleue-violette caractéristique de la solution de DPPHe [218]. L’interaction de ce radical avec
un agent antioxydant (Ar-OH) capable de neutraliser son caractére radicalaire, suite au transfert
de I’atome H sur I’espece DPPHe, ce qui conduit a la formation de diphénylpicryl-hydrazine

(DPPH-H) non-radicalaire de couleur jaune facilement mesurable par spectrophotométrie a une
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longueur d’onde de 515-520nm. Cette décoloration est directement proportionnelle a la
recombinaison du radical [219], comme le montre la Figure II.15.

Le transfert d’un hydrogene de I’échantillon testé vers le radical libre est, trés fréquemment,
exprimé par la Clso. Ce parameétre est défini comme la concentration du substrat, requise pour
la recombinaison de cinquante pour cent du DPPH. Il a été proposé, récemment, pour
I’interprétation des résultats de la méthode de DPPH [220]. Les résultats du potentiel donneur
d’hydrogeéne d’un échantillon testé peuvent aussi exprimer en termes d’équivalence (Trolox)

[219].
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oL ‘ L” | JRUNE
-

Figure I1.15. Réaction de transfert-H d’un composé phénolique (Ar-OH) vers DPPH.

Eun-Ju et coll [221] ont étudié les activités anti-radicalaires des extraits éthanoliques (70%)
et aqueux obtenus séparément a partir de calices, de feuilles, de pellicules, de pulpes et de tiges.
Globalement, les extraits a 1’éthanol de pellicules sont plus actifs en termes de concentration
inhibitrice (Clso) (0,98mg/ml), suivi de calices (3,45 mg/ml), de feuilles (4,94 mg/ml), de pulpes
(12,30 mg/ml) et de tiges (13,13 mg/ml). En ce qui concerne les extraits aqueux, les calices sont
les organes les plus riches qui présentent une valeur de Clso de I’ordre de 0,49 g/ml, suivi par
les pellicules (1,69 g/ml) alors que les pulpes (6,89 mg/ml) et les feuilles (6,47 mg/ml) sont
moyennement actives et les tiges sont les moins actives avec Clso de 26,20 mg/ml.

Boulekbache-Makhlouf et coll [222] ont réalisé I’extraction par macération aux différents
solvants (70% méthanol, 70% éthanol et 70% acétone) de la pellicules d’aubergine séchées. Ils
ont constaté que les concentrations inhibitrices (Clso) varient aux solvants d’extraction passant
de 3,97 mg/ml d’extraits acétoniques, a 4 mg/ml d’extraits méthanoliques et a 4,05 mg/ml

d’extraits éthanoliques.
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Chapitre 111 Matériels et méthodes

II1.1. Introduction

Le troisiéme chapitre de ce manuscrit est consacré a la méthodologie expérimentale adoptée
dans ce travail, en présentant les matiéres premicres étudiées et leurs préparations, le matériel
employé pour la réalisation des essais expérimentaux, les différents procédés appliqués, les

appareils de caractérisation et d’analyse ainsi que les formules de calcul.

II1.2. Matiéres premiéres
II1.2.1. Grignons d’olive

Les grignons d’olive (Figure III.1-a) proviennent d’une huilerie traditionnelle «Madasra
AS ) 3,2l de la région d’El-Azizia (Médéa), au mois de décembre 2017. Les grignons
d’olive pressés ont ensuite été stockés dés réception dans des contenants hermétiques en
plastiques a 4°C jusqu’a leur utilisation.
II1.2.2. Aubergine

Les aubergines (S. melongena L.) de variété a fruit allongé, de couleur violette pourpre foncé

a noir uniforme (Figure II1.1-b), ont ét¢ achetées dans un supermarché local.

(a) Grignons d’olive pressés humide (b) Fruit d’aubergine

Figure III.1. Matiéres premicres étudiées

I11.3. Préparation des matiéres premiéres
IIL.3.1. Séchage et broyage de grignons d’olive

Les grignons d’olive (GO) pressés ont tout d’abord été séchés dans une étuve (FD23-
BINDER) a 40°C [223]. Ensuite, la masse séchée a été broyée finement a 1’aide d’un moulin a
café puis passée a travers un tamis (Endocotts LTD, London, England), dont les mailles
mesurent 0,63 mm (taille de particules). La poudre obtenue a été ensuite conditionnée dans des

bocaux en verre (Figure I11.2-a) et stockée dans un congélateur jusqu’a leur utilisation.
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I11.3.2. Epluchage et découpage des aubergines

Deés la réception des aubergines au laboratoire, elles ont été lavées avec de 1’eau distillée

puis épluchées (Figure I11.2-b). Les pellicules et les pulpes ont été découpées en petits morceaux

(1x1cm?) en utilisant une paire de ciseaux (Figure II1.2-c). Elles serviront pour I’extraction de

composés phénoliques et pour éviter leur dégradation pendant le stockage, les aubergines ont

¢été fournies chaque jour et ont été utilisées juste apres découpage.

(a) Poudre du grignon d’olive  (b) Aubergine épluchée (c) Pellicules et pulpes découpées

Figure I1L.2. Matiéres premicres préparées

II1.4. Valorisation des grignons d’olive en produits énergétiques

Le procédé d’estérification/trans-estérification en deux étapes a ét€¢ proposé pour convertir

la biomasse des grignons d’olive en vecteurs énergétiques.

Conventionnel In-situ
a Grignons d’olive (GO) broyés
............................................. v/
: 1a 5 Is; M motaire; Ip ; Koo et Kovo ; Ir;
Extraction par P e i A5 185 M molaire; 1p ; 232 €1 K270 5 IR
solvant Huile GO | Caractérisation 1| VIS’COSlte. cinématique; densité ; FTIR ;
............................................ W/ L___ Rheologle
Estérification Huile GO
acide
 bmmerzemmee \/
< 1 (Trans) estérification | EMAG+ EMAG>+
1 |
: _____ b _aiuiu_e _____ | T v
\ |
Vi \/

Ia ; Viscosité cinématique ; Densité ; Points (congélation, écoulement,

trouble) ; IC ; Couleur ; IRTF ; Rhéologie

Figure I11.3. Démarche expérimentale adoptée.
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Comme I’indique la Figure III.3, ce traitement chimique peut étre appliqué de deux manicres
différentes. Il s’agit de produire de biodiésel a partir de 1’huile du grignon d’olive pré-extraite
par solvant (méthode indirecte ou conventionnelle), d’une part, et de la biomasse séchée de
grignon d’olive sans passer par 1’étape d’extraction d’huile, d’autre part (méthode directe ou
in-situ).
I11.4.1. Extraction de I’huile de grignons d’olive par Soxhlet

L’extraction de I’huile du grignon d’olive (HGO) a été réalisée par la méthode de Soxhlet
en adoptant la méthode NF V 03-908 [224]. Toutes les étapes suivies pour obtenir I’ HGO brute

sont illustrées dans la Figure I11.4.

HGO + solvant

Extraction Extrait huileux

—>

Broyat du GO

Distillation

Montage de soxhlet

Séchage
_ h
Etuve Résidu huileux
HGO + trace du solvant
HGO brute

I Montage de distillation

Figure I11.4. Protocole d’extraction et purification de ’HGO

Une masse du grignon d’olive broyée a été placée dans une cartouche de cellulose, elle-
méme insérée dans I’extracteur Soxhlet. Approximativement, 300 ml de n-hexane ont été
ajoutés au ballon d’extraction qui a été reli¢ a I’extracteur. Le solvant est porté a ébullition
(69°C sous pression atmosphérique), s’évapore, condense sur les parois du réfrigérant et

retombe dans la cartouche immergée dans le solvant solubilisant I’huile grace a sa grande
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miscibilité dans le n-hexane. Lorsque la cartouche est pleine, le solvant riche en huile tombe
dans le ballon a travers le siphon (vidange du Soxhlet). Dans le ballon, le solvant s’évapore et
I’huile reste dans le ballon et un nouveau cycle d’extraction commence. Aprés plusieurs
siphonages (trempage/lessivage) et environ 06 heures d’extraction, on enléve le ballon
contenant I’huile et le solvant et on élimine ensuite le solvant par distillation. Aprés séparation
de deux liquides, le ballon contenant le résidu huileux est mis dans une étuve a 60°C pendant
24 h afin de la purifier.

I11.4.2. Production de biodiesel par estérification/trans-estérification en deux étapes

En se basant sur les limites de I’acidité libre publiées dans la littérature, le procédé
d’estérification/trans-estérification en deux étapes a été utilisé pour produire du biodiesel a
partir des matieres grasses végétales a trés hautes acidités [3-5].

L’étape de pré-estérification des acides gras libres par un acide fort est conseillée dans notre
cas a cause de I’acidité ¢élevé d’HGO extraite avant de passer a la trans-estérification par une
base [224].

Les deux étapes ont lieu dans un ballon a double cols d’une capacité de 500 ml, auquel est
adapté un réfrigérant pour éviter I’évaporation d’alcool. Le ballon a été immergé dans un bain
d’eau chauffé utilisant un agitateur magnétique menu d’une plaque chauffante (Velp
Scientifica). La sonde d’un thermométre est introduite a travers le col du ballon a 1’aide d’un

bouchon en caoutchouc qui assure 1’étanchéité (Figure II1.5).

Figure IIL.5. Montage de chauffage a reflux

I11.4.2.1. Estérification par un acide
a/ Estérification de ’HGO extraite (conventionnelle)
Dans la premicre étape de transformation de 1’huile du grignon d’olive en biodiesel, une

quantité¢ de 1% du mélange H2SO4/méthanol (m/m, huile) a été ajouté a ’'HGO (Figure II1.6-
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A), préchauffée a la température de la réaction (60°C) puis mélangée sous agitation magnétique
de 600 tours/min durant 1 heure. Le rapport molaire HGO/méthanol a été fixé a 1:8 [224].
b/Estérification du broyat des grignons d’olive (in-situ)

L’estérification directe est un processus qui associe la masse du grignon d’olive avec un
solvant et un alcool/catalyseur sans extraction préalable d’huile.

Une masse du broyat GO est placée dans un ballon de 500 ml. Puis un volume de 1’hexane
et de la solution (H2SO4+/MeOH) sont ajoutés (Figure II1.6). Sous agitation magnétique de 600
trs/min, le mélange est chauffé a 60°C durant 60 min. La pré-estérification des GO a été réalisée
dans des conditions opératoires identiques a savoir le rapport massique H2SO4/méthanol de 1%
(m/m, huile) et un rapport molaire HGO/méthanol de 1:8. A la fin des réactions, le mélange
réactionnel a été laissé refroidir a température ambiante et centrifugé. La phase organique des
esters a été collectée et versée dans une ampoule a décantation puis lavée avec de 1’eau distillée

jusqu’a I’obtention d’un pH neutre dans 1’eau du dernier lavage.

- - - e e e e e m R e e m R e e Em e e e e e ey

HGO acide Broyat du GO + Hexane

Méthanol H,SO,

b

b

AGL| > 1%

> Me¢élange

<«
s | Réaction d’estérification acide
A > B
et - — — — — = — — ZZZZZZZZ¢ZZZZZZZZZZZZT - I_:R_T_j _—— _____| _______
esians
_______ , . . . %l [ |
- - «— Séparation par centrifugation | |, =======
L Ngfh_ﬂngl/ﬂmj _| v %:. Méthanol/acid
I !
I, Phase organique (esters) L
| SRS TR e
L—= w ________ i
Hzo distillée 9 Neutralisation > H20+Nast4

|

Esters traités

Figure II1.6. Diagramme d’estérification de ’HGO (A) et du GO (B).

Les esters lavés ont été récupérés et séchés avec des sulfates de sodium (Na2SOs4) puis filtrés
[2,6] et ils seront préts au calcul de 1’acidité d’huile traitée et le taux de la conversion des acides

gras libre en esters méthyliques.
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Le taux de conversion a été calculée en utilisant 1’Eq.I11.2 [46] qui est défini comme le
pourcentage des acides gras libres (AGL) convertis en esters méthyliques des acides gras

(EMAG), divisé par le contenu initial en AGL (%).

Conversion (%) = (N%Nf) x 100 (Eq. ITL.1)

Ou N; est la teneur en AGL au début de la réaction (%) et Nr est la teneur en AGL a la fin de la
réaction (%).
I11.4.2.2. Trans-estérification par une base

Dans un erlenmeyer, on dissout le catalyseur (KOH) dans le méthanol a I’aide d’un agitateur
magnétique avec un chauffage léger. Lorsque le catalyseur est totalement dissout on les verse

dans le ballon contenant les esters traitée obtenus a partir ’HGO ou les GO broyés (Figure

111.7).

Esters traités (HGO ou GO)

KOH
Mélange S ) ) ) )
“] Réaction de trans-estérification basique
A
Meéthanol
y
. Y . . . S| Glycérol
H,O distillée >1 Séparation et purification 2
\ 4
EMAG purifiés

Figure II1.7. Diagramme de trans-estérification de ’'HGO et du GO
Les parametres de la réaction ont été fixés comme suit [224] :
— La quantité de catalyseur était de 1% de la masse de ’'HGO ;

Le rapport molaire HGO/ méthanol était 1:6 ;

N
— La durée de la réaction était 80 min ;

— La température de la réaction initiale était de 60°C ;
N

La vitesse d’agitation magnétique était de 600 tours/min.
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111.4.3. Séparation des phases et purification des esters méthyliques

Les principales étapes de la séparation et purification du biodiesel sont illustrées dans la
Figure I11.8 [228]. A la fin de I’étape de trans-estérification, le mélange réactionnel a été laissé
au repos pendant une heure pour que son contenu se dépose. Une quantité de I’eau a été ajoutée
au contenu du ballon afin de faciliter la séparation des composants hydrophiles de I’extrait, puis
transféré dans une ampoule a décanter. La glycérine qui est immiscible avec les esters se dépose
au fond de ’ampoule (phase inférieure). Cette dernicre a été récupérée pour extraire toute trace

des esters méthyliques laissés dans cette phase en utilisant I’hexane.

H>0.d ——w v Hexane
H20.d
Phase organique
(Hexane, EMAG, glycéride)
g >
Lavage de la fractior
e

Phase aqueuse
(Glycérol, catalyseur, exces du méthanol)

Apres le 1™ lavage

Filtration de Na2SO4

Apres le dernier lavage

EMAG purifié

Figure I11.8. Représentation des étapes de séparation et purification des esters

éthyliques.

Les extraits d’hexane et la phase supérieure contenant les esters méthyliques ont été
combinés pour purifier par un lavage a eau (afin de se débarrasser de 1’exces d’alcool et des
traces de catalyseur qui y restent). On répéte le lavage plusieurs fois jusqu’a I’obtention d’un

pH neutre dans I’eau du dernier lavage.
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Le biodiesel lavé a été séparé de 1’eau et séché avec des sulfates de sodium anhydre puis
filtré et séché a 1’é¢tuve pour obtenir les rendements en esters méthyliques des acides gras
(EMAG).

On définit le rendement des biodiesels produits comme étant la masse des esters méthyliques
obtenus divisée par la masse initiale de 1’huile utilisée (EMAG1) [46] ou par la masse du GO

multipliée par son contenu en huile (EMAG2) [229].

masse EMAG1 (g)
masse initiale de 1'huile (g)

Remaci (%) = ( ) %X 100 (Eq. 111.2)

masse EMAG2 (g)
masse GO (g)x contenu en huile (%)

Remacz2 (%) = ( ) X 100 (Eq. I11.3)

Ou EMAG: est I’ester méthylique d’acide gras de la trans-estérification d’HGO et, EMAG: est

I’ester méthylique d’acide gras de la trans-estérification du GO broyé¢.

IIL.5. Valorisation de la biomasse d’aubergines en bioproduits

L’objectif de cette deuxiéme partie de ce chapitre est I’extraction de composés phénoliques
a partir de la pellicule et de la pulpe d’aubergine. Dans un premier temps, les conditions
d’extraction des composés phénoliques par diffusion des pellicules et des pulpes d’aubergine
découpées ont été optimisées. Les effets du pH du solvant, de la teneur en éthanol dans I’eau et
de la température sur le rendement en composés phénoliques ont été étudiés et comparés avec
le procédé de référence (prétraitement par broyage + diffusion). Puis, une deuxi¢me étude axée
sur I’application des ultrasons comme un prétraitement alternative au broyage. On s’intéresse,
plus particulierement, a I’effet du temps des ultrasons sur la quantité des composés phénoliques
extraites et la qualité biochimique des extraits obtenus par découpage des échantillons + US +
diffusion. Le but ici est d’augmenter les rendements d’extraction et de réduire le temps de
diffusion.

Le chemin suivi pour la récupération de composés phénoliques existants dans 1’aubergine

comporte plusieurs étapes comme le montre dans le schéma de la Figure I11.9.
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Figure II1.9. Protocole expérimental suivi pour la récupération des composés phénoliques

I11.5.1. Optimisation des parameétres opératoires influencant I’extraction conventionnelle
des composés phénoliques
IIL.5.1.1. Extraction a partir de biomasse découpée en morceaux

Les morceaux de la pulpe et de la pellicule ont été utilisées a 1’état frais, c’est-a-dire qu’ils
n’ont pas subi d’opération de séchage. L’influence du pH a été étudiée en utilisant trois
solutions aqueuses a différents pH, a savoir eau distillée (pH = 7), eau avec 0,01M HCI (pH =
2) et 0,01M NaOH (pH = 12). L’influence de la composition du solvant a été étudiée en faisant
varier la teneur en éthanol dans des mélanges éthanol-eau de 0, 50, 75, et 100% (v/v). Les
expériences ont duré 1 h avec une vitesse d’agitation de 150 tours/min, une température et un
ratio fixe de 25°C et de 1/10 (m/m) respectivement. L’influence de la température a été étudice
a 25,50, 75 et 100°C en utilisant I'eau acidifiée comme solvant d’extraction. Les morceaux des
(pulpes /pellicules) ainsi que le solvant ont été introduits dans une série de fioles avec un rapport
de 1/10 (m/m). Elles ont été ensuite placées dans un incubateur sous agitation avec une vitesse
de 150 tours/min pendant 60 min.
II1.5.1.2. Extraction a partir de la biomasse non-découpée (broyée)

Le broyage est une méthode de référence et une des opérations de fragmentation mécaniques
la plus utilisée pour réduire la taille des particules [230]. Elle présente I’avantage d’extraire le

maximum de composés phénoliques (extraits concentrés).
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La biomasse fraiche (pulpe/pellicule) a été broyée en présence du solvant d’extraction grace
a un broyeur ¢électrique (Bamix M140, Swisse). Ensuite, une extraction par diffusion a été
réalisée sous les mémes conditions (pH, solvant, température) avec des biomasses non-broyées.

A la fin de toutes les opérations d’extraction, les extraits liquides finaux obtenus ont été
centrifugés pendant 10 min, 10,000 tours/min pour séparer les particules solides de 1’extrait. Le
surnageant a été récupéré pour I’analyse.
IIL.5.2. Optimisation du temps d’extraction assistée par ultrasons

Les expériences d’extraction assistée par ultrasons ont été réalisées dans un appareil a
ultrasons a D’échelle laboratoire (Hielscher GmbH, Stuttgart, Allemagne), équipé¢ d’un
générateur (UP400S) reli¢ a une sonde a ultrasons en titane (H14, Hielscher GmbH, Allemagne)
d’un diametre de 22 mm et de longueur maximale immergée de 90 mm (longueur totale : 100
mm) et tous placés dans une chambre (190 x 200 x 130 mm).

Le générateur a ultrasons fonctionne a une fréquence maximale de 24 kHz (cycle de 0 a 1s)
et une puissance maximale de 400 W (amplitude allant de 20 a 100 %). La Figure II1.10
présente une photo du générateur d’ultrasons a sonde utilisé¢ lors des expériences d’extraction

assistée par ultrasons (EAU).

Générateur des ultrasons

Régulateur de fréquence

Régulateur de puissance

Sonde en platine
—— Chambre du traitement

Figure II1.10. Générateur des ultrasons a sonde

Le traitement par ultrasons (US) a été appliqué pour I’extraction des composés phénoliques
a partir des morceaux de pulpe et de pellicule d’aubergine (1x1cm?). Les morceaux de biomasse
fraiche ont été introduits avec 1’eau acidifiée a pH 2 dans un bécher avec un ratio liquide-solide
de 10. Le bécher a été placé dans la chambre du traitement. La sonde a été immergée dans la
suspension a traiter, placée au centre du bécher.

La sonication a été appliquée a la fréquence de 12 kHz et a 1a puissance de 100 W (puissance
maximale fournie par le générateur a ultrasons). L’influence du temps a été étudiée en menant

les expériences durant 10,20 et 30 min sans aucun controle de la température. Apres les
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traitements, une diffusion supplémentaire (+ES) a été réalisée a 25°C sous agitation de 150

tr/min. Le temps total du procédé d’extraction (traitement US + diffusion) est égal a 60 min.
A la fin de la diffusion, le solide et le liquide sont séparés. Le liquide est centrifugé et le

surnageant est récupéré pour analyser. Tandis que le résidu solide est collecté puis séché a

température ambiante avant la caractérisation structurale des pellicules.

I11.6. Techniques d’analyse et de caractérisation
I11.6.1. Analyses des solides (matiéres premieres)
I11.6.1.1. Matiére séche

La mesure de la matiere séche de la biomasse des grignons d’olives a été réalisée par séchage
de I’échantillon de 10 g dans une étuve ventilée (FD23-BINDER) a 105 + 2°C jusqu’a un poids
constant (Figure I11.11-a).

La matiére séche (MS) est exprimée en pourcentage (%) par la formule I11.4:

MS (%) = % x 100 (Eq.IIL4)

La matiere seche des pulpes et des pellicules d’aubergine a été déterminée directement par
séchage d’une masse fraiche de 500 mg jusqu’a sa stabilisation en utilisant un dessiccateur a
infra-rouge couplé a une balance Sartorius de type SR2200 (Figure III.11-b). La température
de mesure est fixée a 105 °C. Les résultats sont affichés en pourcentage d’humidité H (%).

Le pourcentage de maticre seche est déduise en appliquant 1’équation suivante :

MS (%) = 100 — H (%) (Eq. 11L.5)

-

/1

(a) Etuve ventilée (b) Analyseur d’humidité

Figure II1.11. Appareils pour mesurer la matiére seche des matic¢res premieres

I11.6.1.2. Teneur des grignons d’olive en lipides totaux
La teneur en maticre grasse est obtenue par extraction épuisante a 1’hexane dans un appareil

de type Soxhlet. Le protocole opératoire a été décrit en détail dans le paragraphe de la section
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[I1.4.1.1. A la fin d’extraction, la masse de I’huile des GO purifiée est déterminée par
gravimétrie selon la méthode directe qui consiste a peser le bécher contenant 1’huile.

La teneur en lipide totaux des GO (Tiipides) est définit comme étant la masse de 1’huile
extraite divisée par la masse initiale du grignon d’olive utilisé dans 1’extraction selon la

formule II1.6.

masse 1'huile extraite (g)

Tiipides (%, m) = %X 100 (Eq. I11.6)

masse initiale du grignon d’olive (g)

I11.6.2. Analyses des liquides

I11.6.2.1. Caractérisation physico-chimiques de I’huile des grignons d’olives extraite

a/ Indice d’acide

L’indice d’acide (Ix) est la quantit¢ d’hydroxyde de potassium (KOH) en milligrammes
nécessaires pour neutraliser 1’acidité libre contenue dans 1 gramme de matiére grasse. Cet
indice donne une évaluation de la teneur en acides gras libres contenus dans 1’huile.

L’indice d’acide a ét¢ déterminé en utilisant le Réglement Européen (CEE) N°2568 (1991).
On dissout 500 mg d’HGO dans un mélange éthanol/éther diéthylique (1:1, v/v) puis on ajoute
4 a 5 gouttes de phénolphtaléine comme indicateur coloré. L’ensemble est titré a température
ambiante sous agitation magnétique avec une solution d’hydroxyde de potassium 0.1 N jusqu’a
ce que le mélange devienne rose.

L’indice d’acide noté se détermine comme suit :

MkouX VkonX Nkon

Ia (mg koH/g huile) = (Eq. 111.7)

Mhuile €1 gramme

L’acidité est le pourcentage d’acides gras libres exprimé en pourcentage d’acide oléique

IAXMacide oléique

Acidité (% acide oléique ) = X 100 (Eq. I11.8)

Mkon

Ou Ia est I’indice d’acide (mg KOH/g), Mxon est la masse molaire de KOH (56,11 g/mol),
Vxon est le volume de KOH (ml) nécessaire a neutralisation des acides gras libres, Nkowu est la
normalité de la solution KOH (0,1N) et, Macide ol¢ique €st la masse molaire d’acide oléique (282

g/mol).

b/ Indice de saponification
L’indice de saponification est le nombre qui exprime en milligramme la quantité
d’hydroxyde de potassium nécessaire pour neutraliser les acides gras libres (RCOOH) et

saponifier les triglycérides (comportant trois fonctions esters) existants dans 1g de matiére
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grasse. Ce parametre est un indicateur de la quantité d’acides gras totaux présents dans un corps
gras.

L’indice de saponification a été déterminé en utilisant la norme AOAC 920:160 (1997). A
500 mg de I’'HGO pesé dans un erlenmeyer, on ajoute 20 ml de solution de potasse alcoolique
(0.2 N). L’erlenmeyer est adapté a un réfrigérant a eau et ’ensemble est porté¢ a ébullition
pendant 30 min. Pendant ce temps on titre 20 ml de potasse alcoolique par HCI 0,5 N en
présence de phénolphtaléine (essai blanc). On refroidit I’échantillon a I’eau courante et on titre
I’excés de KOH par une solution d’acide chlorhydrique HCl (0,5 N) en présence de
phénolphtaléine.

L’indice de saponification (Is) est exprimé par la formule I11.9 :

M Vo—V)XN
Is (mg kon/g huite) = —eX(o=V)xTna (Eq. 11L.9)

Mhuile €N gramme

Ou Is est I’indice de saponification (mg KOH/g), Vo est le volume de HCI nécessaire pour

titrer le blanc (ml) et, V est le volume de HCI nécessaire pour titrer I’échantillon (ml).

¢/ Indice de peroxyde

L’indice de peroxyde d’un corps gras est le nombre de milliéquivalents d’oxygene actif
contenu dans 1 kilogramme d’huile (meq O2 /kg nuile). Ce parameétre nous renseigne sur le degré
d’oxydation des huiles.

L’indice de peroxyde (Ir) a ét¢ déterminé en utilisant le Réglement Européen N°2568 (1991),
en procédant a la dissolution de 1g d’HGO dans 10 ml de chloroforme. On ajoute 15 ml d’acide
acétique pur et 1 ml de la solution d’iodure de potassium KI saturée, on bouche le flacon et on
agite pendant 1 min et laisser reposer pendant exactement 5 min a I’abri de la lumiére et a
température ambiante. On ajoute 75 ml d’eau distillée et 1 ml d’une solution d’empois d’amidon
(une couleur violette apparait) comme indicateur coloré. L’iode libéré est titré sous agitation
avec la solution de thiosulfate de sodium Na2S203 0.01 N jusqu’a la disparition de la couleur
violette. Un essai témoin (sans mati¢res grasses) est réalisé dans les mémes conditions.

L’indice de peroxyde (Ir) est donné par la formule II1.10:

V-V Nx1000
Iy (meq 02 /Kg nuie) = VX NX (Eq. 11L.10)

Mhuile €N gramme

Ou I est I’indice de peroxyde (meq O2/kg mile), Vo est le volume de thiosulfate de sodium
(ml) nécessaire pour titrer le blanc, V est le volume de thiosulfate de sodium (ml) nécessaire

pour titrer I’essai et, N est la normalité de la solution de thiosulfate de sodium.
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d/ Analyse spectrophotométrique dans I’Ultra-Violet

L’examen spectrophotométrique peut fournir des indications sur la qualité des huiles via la
détection des produits primaires et secondaires d’oxydation (qui absorbent des rayonnements
UV a 232 nm et 270 nm, respectivement) des acides gras insaturés.

Les coefficients d’extinction spécifique K232 et K270 ont été déterminées sur une solution a
1% (m/v) en appliquant le Reglement Européen N°2568 (1991). Pour ce faire, 10 mg de 'HGO
est dissout dans 10 ml de I’hexane avec homogénéisation (Vortex). L’absorbance spécifique a
232 (K232), et a 270 nm (K270) ont été mesurés par spectrométriec UV-Visible GBC (modéle
CINTRA 303). La lecture a été faite dans des cuves de quartz, avec couvercle, de parcours
optique de 1 centimeétre.

Les valeurs d’extinctions spécifiques a 232 nm et 270 nm sont calculées selon I’Eq.II1.11.

A
K, = =
A CxS

(Eq. III.11)
Ou Ku est ’extinction spécifique a la longueur d’onde A, Ay est ’absorbance a la longueur
d’onde A, C’est la concentration de la solution en g/100 ml et, S est I’épaisseur de la cuvette

en centimetres (1 cm).

e/ Estimation de la masse molaire moyenne

La masse molaire moyenne de ’'HGO est un paramétre clé entrant dans les calculs des
rapports molaires qui sont nécessaire pour les réactions d’estérification/tran-estérification.

Les indices chimiques d’une huile a permis de déterminer sa masse molaire moyenne,
déduite a partir de son indice de saponification (Is) pour une huile neutre [231] par la formule
IIT.12 et a partir de ses indices d’acide (Ia) et de saponification (Is) pour une huile acide [11-

13] par I’équation.II1.13.

56,1 1000X3
Is
56,1X 1000x3

MMmoy (g mol™1) = (Eq. I11.12)

MMmoy (g. mol™1) = (Eq. II1.13)

Is—Ia

OU MM oy est la masse molaire moyenne d’huile (g.mol™).

f/ Indice de réfraction

L'indice de réfraction (Ir) a été déterminé a 20 °C par un réfractometre de marque Abbe,
préalablement étalonné par I’eau distillé en utilisant la norme AOAC 921:08 (2000).

Les prismes sont ensuit essuyés avec un chiffon propre et quelques gouttes d’huile ont été

déposées entre les deux faces des prismes. A 1’aide de I’oculaire et le bouton de réglage,
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I’interface entre la zone sombre et éclairée est amené au centre du réticule. Les irisations sont
supprimées pour obtenir une ligne nette entre les deux zones. Puis la valeur de 1’indice est notée

par I’échelle de lecture.

g/ Densité

La densité de ’HGO a ¢été¢ mesurée a I’aide d’un densimétre portable €lectronique Densito
30PX (Mettler Toledo, France) calibré, avec une plage de mesure de 0 a 2 g/cm’ dans une
gamme de températures allant de 0 a 40 °C (Figure I11.12).

Cette analyse a été réalisée au niveau du laboratoire d’analyses fonctionnelles et procédées
chimiques a I'université de Blida.

Ce densimetre suffit d’une simple pression du pouce pour le faire fonctionner. Pour la
mesure, le tuyau de 1’appareil plonge dans 1’huile pour 1’aspirer avec 1’élimination des bulles
d’air, I’origine de mauvais résultats, qui peuvent se former lors du remplissage de la cellule de

mesure. Une fois rempli, il ne lui faut que quelques secondes pour afficher la densité (en g/cm?)

ek

F
-
S
!

€5

-

de I’huile testée.

Figure II1.12. Densimetre portable électronique

h/ Viscosité cinématique

La viscosité de ’HGO a été déterminée a 40°C en utilisant un bain thermostaté (Thermocap—
Fungilab) équipé de trois viscosimetres capillaires type Ubbelohde a différentes constantes
(Figure III.13).

Ces mesures ont été réalisées au niveau du laboratoire de raffinage des hydrocarbures (FHC,
Universit¢ de Boumerdes) en utilisant la méthode ASTM D445. Cette méthode consiste a
mesurer le temps mis par un volume déterminé de liquide pour s’écouler, dans les conditions

normalisées, par un capillaire calibré a température fixée.
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Dans un premier temps, on régle la température du bain a 40°C et on attend la stabilisation
(1). On remplit le viscosimetre (2) entre les deux reperes puis le plonger dans le bain thermostaté
(3). A I’aide d'une pompe manuelle (4), on aspire lentement le liquide au-dessus de la marque
annulaire supérieure fermant simultanément le tube du viscosimeétre avec le doigt, puis la retirer.
L’huile commence a couler par gravité de la boule d’entrée a travers le capillaire dans la boule
de mesure.

Quand le niveau du liquide arrive a la marque annulaire supérieure, on met en marche le
chronometre (5). On arréte le chronomeétre quand le niveau du liquide atteint la marque
annulaire inférieure. On note ensuite le temps (en secondes) de passage de I’huile de la premiére
marque a la seconde.

La viscosité cinématique (v) est calculée a partir du temps d’écoulement [235]:

v = Kxt (mm?sh (Eq.IIL.14)

Ou v est la viscosité cinématique, K est la constante du viscosimétre qui dépend de la taille
du capillaire du viscosimetre utilisé et, t est le temps d’écoulement en secondes (s).

On préfere souvent utiliser le mm?/s qui correspond a ’unité la plus connue de viscosité

cinématique, a savoir le centistokes (cSt).

—Tube avec capillaire

— Boule d’entrée

~
Boule de mesure

<«— Tube capillaire

Sens d’écoulement

Ly
Deux repéres S
<4— Réservoir

Figure II1.13. Photographie d’un bain viscosimétrique thermostaté déterminant la viscosité

cinématique (b) et schéma d’un viscosimétre a tube capillaire Ubbelohde (a)

I11.6.2.2. Caractérisation physico-chimiques des biodiesels ¢laborés

L’indice d’acide, la densit¢ ainsi que la viscosité cinématique des biodiesels obtenus
(EMAGtmco) et (EMAGao) sont déterminés selon les méthodes décrites précédemment pour

I’HGO.
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a/ Point d’éclair

Le point d’éclair des esters préparés est déterminé au moyen de 1’appareil KARL KOLB
semi-automatique Pensky-Martens en vase clos (Figure.Ill.14) au laboratoire de raffinage des
hydrocarbures (FHC, Université de Boumerdes) en utilisant la méthode ASTM D93.

On nettoie le vase d’échantillon pour enlever tout résidu du test précédent. On remplit le
vase avec 1’échantillon jusqu’au niveau de remplissage indiqué, on I’installe dans 1’appareil et
le couvercle placé immédiatement sur le vase. Ensuite, on actionne I’agitateur et on fait chauffer
I’appareil pour démarrer 1’analyse. On insérer le thermomeétre dans le porte thermometre et on
allume la flamme. L’échantillon est chauffé peu a peu et le point d’éclair est atteint quand les
vapeurs qui s’échappent par le vase deviennent suffisamment riche en éléments volatils pour
s’enflammer quand on déplace la flamme au-dessous de celle-ci apres chaque incrément de
2°C. D¢s qu’une légere explosion se produit, on note la température du produit, qui correspond

au point recherché.

Figure II1.14. Photographie d’un appareil mesurant le point d’éclair

b/ Points de congélation, d’écoulement et de trouble
La mesure de point trouble, de congélation et d’écoulement a été effectuée a I’aide d’un
analyseur a bain réfrigérant (Figure III.15), au niveau du laboratoire de combustibles et

lubrifiants (FHC, Université¢ de Boumerdes).

Figure II1.15. Analyseur des points trouble, congélation et écoulement
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Le point d’écoulement représente la température la plus basse a laquelle un biodiesel peut
encore s’écouler.

L’échantillon est réchauffé et introduit jusqu’au trait repere dans la jaquette, celle-ci est
fermé avec un bouchon. On positionne le thermomeétre verticalement et bien centré son
capillaire a 3 mm aux dessous de la surface du liquide et on le refroidi ensuite progressivement
avec des bains réfrigérants de plus en plus froids. L’observation des échantillons commence a
une température de préférence supérieure de 9°C au moins au point d’écoulement présumé et
on examine la jaquette toutes les fois que la température abaisse de 3°C.

On place la jaquette dans le bain de refroidissement (compartiment de-18°C). Si le liquide
ne cesse pas de couler quand sa température atteint - 6°C, on transfere la jaquette dans le
compartiment de -33°C. On refroidit encore, des que le liquide ne coule plus lorsque la jaquette
est inclinée (position horizontale pendant 5 secondes) comptées au chronometre. Une fois que
la surface de I’échantillon ne se déforme pas, on note la température affichée par le
thermométre, cela est défini comme le point de congélation (ASTM D-2386).

Le point d’écoulement s’obtient en ajoutant 3°C a cette température (ASTM D-97).

Le point d'écoulement = le point de congélation + 3°C (Eq.IIL.15)

Le point de trouble est la température a laquelle un biodiesel refroidi, dans des conditions
d’essais prescrites, commence de former des premiers cristaux de cire solide.

On positionne le thermométre verticalement tel qu’il touche le fond de la jaquette. La méme
procédure de refroidissement que celle décrite dans ASTM D-97 a été suivie et on examine la
jaquette a chaque baisse de température de 1°C. On note la température a laquelle le liquide
devient trouble, di a la formation de cristaux au fond de la jaquette s’appelle le point de trouble

(ASTM D-2500).

¢/ Indice de cétane

Les caractéristiques de distillation ont été étudiées a ’aide d’un appareil de distillation
manuel conformément a la procédure de la norme ASTM D 86, au niveau du laboratoire de
combustibles et lubrifiants (FHC, Université¢ de Boumerdes).

La méthode normalisée (ASTM D976) a été appliquée pour prédire 1’indice de cétane (IC)
des esters méthyliques d’acide gras préparés. Cette méthode utilise la densité en degré API
(American Petroleum Institute) et une seule température d’¢bullition (température de
distillation) dans la gamme moyenne qui correspondant a 50% distillé selon la méthode ASTM

D 86 [17,18].

These de doctorat | Soumia Ferarsa 57



Chapitre 111 Matériels et méthodes

L’Indice de Cétane calculé s’exprime par I’Eq.I11.16 [17], [18]:
ICC = —420.34 + 0,016(p-ap)? + 0.19 peap (log Tv) + 65.01(logTy)2—0.00018(Tyw)? (I11.16)
Ou : ICC est I’Indice de Cétane calculé, peap1 est la densité en degré API;

pran = (222) — 1315 (IL.17)

pise
pisc est la densité a 15°C en g/cm® ; Twm est la température d’ébullition moyenne (°F)

correspondant a 50% distillé selon la méthode ASTM D 86.

L’Index diesel (ID) se définit par I’Eq.III.18 en utilisant la méthode ASTM-D311 [21]:

__ PA (°F)x°API
ID = BT (Eq.IIL.18)
Ou : PA (°F) est le point d’aniline en degré Fahrenheit;
PA (°F) = 1,8 T(°C) + 32 (Eq.II1.19)

I1 existe quelques formules empiriques qui relient I’indice de cétane a I’index diesel ou méme
directement au point d’aniline. On a choisi deux formules [22], [23], afin de calculer I’indice

de cétane des esters (EMAG1) et (EMAD?):

IC=0,721D+ 10 (Eq.I11.20)
IC =PA - 15,5 (Eq.IIL.2T)
d/ Couleur

La détermination de la couleur des esters synthétisé s’effectue a 1’aide d’un colorimétre
(Analis, Belgique), au niveau du laboratoire de combustibles et lubrifiants (FHC, Université de
Boumerdes) en utilisant la méthode ASTM D1500. Le colorimétre comprenant un boitier
métallique avec un disque de couleurs étalon a 2 champs de vision, deux compartiments pour

deux récipients, une source lumineuse (Figure I11.16).

Figure II1.16. Photographie d’un colorimétre comparative

On remplit le récipient avec I’ester puis on le place dans le colorimétre dans son

compartiment. Ensuite le récipient est couvert pour exclure toute la lumicre extéricure et on
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alimente la source lumineuse. Grace a un bouton de réglage, on compare par transparence les
esters testés a des étalons de verre coloré.

L’échelle varie de 0.5 a 8 par pas de 0.5 allant du plus clair au plus foncé (Figure 111.17).
Généralement, les biodiesels sont d’une teinte jaune clair correspondant a 1 ou 2 dans I’échelle

de couleur [15,16].
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Plus claire > Plus foncé

Figure II1.17. Echelle de couleur

I11.6.2.3. Caractérisation des extraits phénoliques
A/ Dosage des composés phénoliques totaux par la méthode de Folin-Ciocalteu

La quantification de composés phénoliques dans les extraits de pulpes et de pellicules
d’aubergine a été effectuée par une méthode colorimétrique, utilisant le réactif de Folin-
Ciocalteu. Le protocole expérimental (Tableau III.1) utilisé est basé sur celui décrit par

Ribéreau-Gayon [240] en y apportant quelques modifications.

Tableau III.1. Protocole expérimental de dosage Folin-Ciocalteu

Blanc Echantillon
Extrait dilué (ul) _ 200
H20 distillée (pl) 200 _
Réactif du Folin, 10% (v/v) (ul) 1000 1000
Agiter, puis incuber pendant 5 min a température ambiante
Na2COs3, 75g/L (ul) 800 800
Volume total (ul) 2000 2000

Agiter, puis incuber pendant 10 min a 50°C, mesurer 1’absorbance a 750 nm.

La méme procédure a été répétée pour établir la courbe d’étalonnage a partir des
solutions d’acide gallique (0-100 pg/ml). La concentration en composés phénoliques totaux
[CPT] des extraits est déterminée en se référant a la courbe d’étalonnage obtenue pour chaque

solvant d’extraction (Figure I11.18).
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P
N

y = 0,0099x R?=0,9989

Absorbance (750 nm)
o o o o
N » (o)) o] =

o

0 20 40 60 80 100 120
[AG] (ug/ml)

Figure II1.18. Exemple de courbe d’étalonnage de I’acide gallique dans de I’eau

Les résultats ont ét¢ exprimés en milligrammes d’équivalent acide gallique (EAG) par
gramme de la masse fraiche de la matiére premicre en appliquant ’Eq.II1.22 a base humide et

I’Eq.I11.23 a base seche.

[CPT] (mg EAG/g wr) = CL2X0 (Eq.II1.22)

[CPT] (mg EAG/g us) = “EZ/EM) 5 100 (Eq.IIL.23)
Avec :

[C](ug EAG/ml) = A}‘;’S (Eq.IIL.24)

Ou [C] est la concentration en composés phénoliques obtenue a partir de la courbe d’étalonnage
pg EAG/ml, FD est le facteur de dilution de I’extrait brut, V est le volume total du solvant
d’extraction (ml), mr est la masse fraiche de la matiere utilisée dans 1’extraction (g), MS est la
masse seéche de la matiere premiere, Abs7sonm est I’absorbance a 750 nm et K750 nm est la pente

de la courbe d’étalonnage.

B/ Identification des composés phénoliques par chromatographie liquide haute
performance

L’analyse chromatographique des extraits de la pellicule d’aubergine obtenus apres un temps
de traitement par ultrasons de 10, 20, 30 min et aprés une heure de diffusion (sans ultrasons) a
¢été réalisée par chromatographie liquide a haute performance (HPLC) dans le Laboratoire de
Transformation Intégrée de la Matiere Renouvelable (UTC, France). Le chromatographe utilisé
est de type Ultimate 3000 (Dionex, Idstein, Allemagne) équipé d’un détecteur UV a barrette de
diodes (DAD).

These de doctorat | Soumia Ferarsa 60



Chapitre 111 Matériels et méthodes

Le protocole suivi est adapté des travaux de [241]. En détail, la méthode utilisée est un
gradient constitu¢ d’eau-acide acétique (93:7, v/v) et d’eau-acétronitrile-méthanol-acide

acétique (47:23:23:7, v/v) dont les proportions sont résumés dans le Tableau I11.2.

Tableau II1.2. Conditions du gradient d’analyse HPLC

Temps % Solvant A % Solvant B
(min) (eau-acide acétique) | (eau-acétronitrile-méthanol-acide acétique)
(93:7,v/v) (47:23:23:7, v/ V)
0-1 95 5
1,01-50 0 100
50,01-60 95 5

La séparation a ¢été réalis€ée a 25°C en phase inverse en utilisant une colonne Prontosil
CI8AQ (4,6 x 250 mm, 5 pm, Chromatographie de Bischoff, Allemagne). Les extraits ont été
purifié a I’aide de filtre seringue de 0,45 um, puis 20 pl ont été injectés dans la colonne HPLC.

La longueur d’onde du détecteur a été réglée a 543 nm et le débit a 0,8 ml/min.

C/ Détermination de I’activité anti-oxydante par la méthode de DPPH
L’activité anti-oxydante des extraits de la pellicule d’aubergine obtenus aprés un temps de
traitement par ultrasons de 10, 20, 30 min et apres une heure de diffusion (sans ultrasons) a été
évaluée par la mesure de I’activité anti-radicalaire suivant la méthode de DPPH. Le protocole
expérimental est décrit dans le Tableau II1.3 [242].
Tableau II1.3. Protocole expérimental de dosage DPPH.

Blanc Echantillon
Extrait dilué (ul) B 1000
Ethanol (ul) 1000 _
Solution éthanoique du DPPH, (0,1mM) 1000 1000
Volume total (ul) 2000 2000
Agiter, puis incuber pendant 20 min a température ambiante et a 1’obscurité, mesurer
I’absorbance a 517 nm

These de doctorat | Soumia Ferarsa 61



Chapitre 111 Matériels et méthodes

L’absorbance lue est transformée en pourcentage d’inhibition par rapport a 1’absorbance de

la solution témoin (sans extrait) par la formule II1.25.

Abso—Abse.

PI (%) - Abso

X 100 (Eq.I11.25)

Ou PI est le pourcentage d’inhibition (%), Abso correspond 1’absorbance de DPPH sans
extrait et, Abse correspond I’absorbance de DPPH avec extrait ;

Pour mieux comprendre la réactivité de DPPH avec les différents extraits testés, le parametre
de la ClIso a été introduit. La valeur de la concentration inhibitrice Clso représente la
concentration des composés phénolique présente dans 1’extrait testé qui cause la neutralisation
de 50 % des radicaux de DPPH.

La ClIso a été estimée par extrapolation en tracant la courbe des pourcentages d’inhibition PI

(%) en fonction des concentrations (C) de I’extrait testé.

I11.6.2.4. Caractérisation structurale des pellicules par microscopie électronique a
balayage

Afin d’évaluer 'impact du temps d’extraction assistée par ultrasons sur la structure des
¢chantillons traités, des résidus de pellicules d’aubergine ont été collectés apres chaque procédé
d’extraction (US10min), (US20min), (US30min) pour des observations structurales en comparaison
avec des témoins (USomin= Diffin).
Apres le séchage a température ambiante, les fragments des couches externe et interne de la
pellicule ont été observés sous microscope de type Quanta SEM-FEG 250 (FEI, Oregon, USA),
au laboratoire de Service d’ Analyses Physico-Chimiques de ’'UTC (France), avec une tension

d’accélération de 20 kV et un grossissement de (x200).

I11.6.2.5. Caractérisation spectrale des liquides huileux par Infra-Rouge a Transformée
de Fourier

Les analyses ont ¢été réalisées au niveau du Laboratoire Matériaux et Environnement
(Université de Médéa). Les analyses FT-IR ont été réalisées avec un spectrophotomeétre
(Bruker, Tensor II) équipé d’un accessoire ATR Platinum (diamant mono-réflexion) comme

décrit dans la Figure II1.19.

These de doctorat | Soumia Ferarsa 62



Chapitre 111 Matériels et méthodes

Figure II1.19. Photographie du spectrophotomeétre Infra-Rouge a Transformée de Fourier.

Les huiles (HOV/HGO) et les esters ¢laborés ont été déposés directement sur le cristal
diamant mono-réflexion sans aucune préparation de I’échantillon. Le domaine étudié est la
région de vibration s’étendant de 4000 4 400 cm™' & une résolution de 4 cm™. Un nombre de 10
scans a €t€ réalisé sur chaque échantillon. L’acquisition des données ont €t¢ effectuées a I’aide

du logiciel OPUS software.

I11.6.2.6. Analyse rhéologique des liquides huileux

L’analyse rhéologique a été réalisée au niveau du Laboratoire d’Analyses Fonctionnelle des

Procédées Chimiques (Universit¢ de Blida 1). Elle a été utilisée pour déterminer les
caractéristiques d’écoulement des différentes huiles (HGO extraite et HOV commerciale), et
celles des esters obtenus par traitement chimique de la biomasse des grignons d’olives broyés
et son huile.
Les analyses ont été effectuées a 1’aide d’un rhéometre Anton Paar MCR 302 (Figure 11.20) en
utilisant, pour 1’ensemble des liquides huileux, une géométrie cone-plan (CP 60/1°). Cet
appareil présente 1’avantage de ne nécessiter que trés peu de liquide (~1—2 ml de liquide est
placé entre le cone et la partie fixe). De plus, le cisaillement est uniforme et constant entre les
zones du cone et du plan. Il permet aussi de connaitre directement la viscosité apparente des
liquides pour des vitesses de cisaillements comprises entre 10 et 10° 57!

Dans notre cas, les valeurs de viscosité retenues sont pour une vitesse de cisaillement allant
de 10° a 10° s'. Lors de ces essais, trente contraintes de cisaillement ont été appliquées
(intervalles de mesure 1s). La viscosité¢ des liquides a ét¢ mesurée a température ambiante
(20°C) et a 40°C afin de déterminer leurs propriétés rhéologiques en fonction de ces deux

températures.
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Figure I11.20. Photographie du rhéométre MCR 302 (b) avec (1) Stator, (2) Rotor et (3) plaque

de controle de température Peltier. Micro-ordinateur d’acquisition (a) et Bain thermostaté (c).

IIL.7. Analyse statistique

Toutes les expériences ont été répétées au moins deux fois, a I’exception de quelques
caractéristiques du biodiesel qui ont ¢t¢ réalisées une seul fois. Les résultats ont été exprimés
sous forme de moyennes + écart type. Les valeurs moyennes et les écarts types ont été calculés.
Les barres d’erreur présentées dans les figures correspondent aux écarts-types calculés en
utilisant le logiciel OriginPro8. La signification statistique des résultats a été effectuée par
I’analyse des variances (ANOVA) suivie du test LSD, avec un niveau de signification de

p<0.05.
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Chapitre IV Résultats et discussion

IV.1. Introduction

Comme nous I’avons mentionné dans le chapitre précédent, deux types de sous-produits ont
fait I’objet d’une étude approfondie dans le cadre de ce travail de recherche. Il s’agit d’une part
du grignon d’olive, et d’autre part de la pellicule d’aubergine. Dans ce dernier chapitre, les
résultats seront présentés en deux volets :

# le premier décrit les résultats obtenus pour les esters méthyliques d’acides gras

(biodiesels) synthétisés a partir de la biomasse des grignons d’olive et son huile.
# le deuxieme est constitué par les résultats du travail publié portant sur les extraits

phénoliques des pellicules d’aubergine comparés a ceux des pulpes.

IV.2. Analyses des matiéres premiéres
IV.2.1. Teneur en matiére séche

La Figure IV.1 représente les teneurs en maticre seéche des biomasses étudiées.

No51%
y Yy X
T/ 3275 %)
Pellicule
2,9,13% A )
o429%

Figure IV.1. Teneurs en matiére séche des grignons d’olive (A), et de 1’aubergine

(pellicules/pulpes) (B).

Les résultats obtenus montrent que I’aubergine est riche en eau comparativement aux
grignons d’olive. La teneur des grignons d’olive en maticre séche est remarquablement élevée
(Figure IV.1-A). Ce résultat s’accorde bien avec le travail publi¢ par Dermeche et coll. [20] qui
ont estimé la teneur en MS entre 87,1 a 94,4 % pour des grignons d’olive pressés.

Les pellicules et les pulpes d’aubergine contiennent une faible teneur en mati¢re seéche
(Figure IV.1-B). Cela signifie que presque la totalit¢ du poids de 1’aubergine fraiche est

constituée d’eau.
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IV.2.2. Teneur des grignons d’olive en lipides totaux (%)

Le contenu lipidique des grignons d’olive a été¢ déterminé par la méthode de Soxhlet. La
biomasse des grignons d’olive présente 15,19+ 0.23% d’huile résiduelle a base de la matiére
séche. Ces résultats sont conformes aux travaux de Koubaa et coll. [243], qui ont trouvé une

valeur de 12 £ 0,2 (% MS) du grignon d’olive.

IV.3. Analyses des liquides
IV.3.1. Caractérisation physico-chimique de I’huile des grignons d’olives extraite

La caractérisation de I’huile extraite des grignons d’olive a une grande importance
puisqu’elle permet d’apprécier sa qualité et va dicter les conditions de son utilisation.

Les criteres de caractérisation de 1’huile sont nombreux. Dans cette partie, nous étudions
certaines caractéristiques de 1’huile du grignon d’olive (HGO) en vue de les comparer avec
I’huile d’olive vierge (HOV) alimentaire. Le Tableau V.1 récapitule ces caractéristiques.

L’huile extraite des grignons d’olive posséde un indice d’acide de 41,73mg KOH/g huile et
une acidité libre de I’ordre de 20,97% d’acide ol€éique. Ces valeurs sont largement plus élevées
que celles établies par la norme commerciale de la commission du Codex Alimentaire (CA)
pour ’HOV. Mais elles ne sont pas loin de celles obtenues par Che et coll. [244], de I’ordre de
44,01mg KOH/g huile (=22,11%). Un niveau d’acidité élevé de ’HGO peut étre a 1’origine de
I’hydrolyse des triglycérides et la libération des acides gras libres. Le stockage inadapté ou
prolongé des olives avant leur trituration est une des causes d’augmentation de ce parametre
[245].

L’indice de saponification de ’HGO est de I’ordre de 230,26 mg KOH/g huile, corrélé a une
masse molaire moyenne de 892,69 g.mol!. La valeur de I’Is trouvée est supérieure a I’intervalle
fixé par la commission (CA) pour une HOV. Un indice de saponification élevé se traduit par
un taux ¢levé d’acides gras a courte chaine et une teneur en glycérol plus importante.

L’indice d’ester calculé (188,53 mg KOH/g niile) confirme le résultat obtenu a partir de
I’indice de saponification qui nous montre que I’HGO extraite est moins riche en acides gras a
longues chaines. Le pourcentage d’impuretés de 18,12% correspond a une forte prépondérance
d’acides gras libres par rapport aux triglycérides. Cela veut dire que ’'HGO est une huile
impropre a la consommation, puisque 1’on admet que ce pourcentage ne dépasse pas la valeur
de 1 % dans les huiles alimentaires [246].

L’HGO extraite représente un indice de peroxyde (25,05 méq O2/kg d’huile) élevé que la

valeur limite fixée par le Conseil Oléicole International (COI). Ces résultats peuvent étre liés
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aux phénomeénes d’oxydation qui dépendent des conditions de récolte, de stockage et ainsi de

transformation des olives [247].

Tableau IV.1. Caractéristiques physico-chimiques de 1’huile du grignon d’olive.

Caractéristiques physico-chimiques Huile du grignon Huile d’olive vierge (HOV)
dolive (HGO) Valeurs Normes/références

Indice d’acide (1) (mg KOH/g nuiic) 41,73 £ 0,20 3,98 =4 (C.A, 2015)

Acidité (% acide oléique) 20,97 £ 0,11 <2

Indice de saponification (Is) (mg 230,26 £0,17 184 — 196 (C.A, 2015)

KOH/g huite)

MM moyenne (g.mol™) 892,69 + 0,25 - -

Indice d’ester (Ig) (mg KOH/g huitc) 188,53 £ 0,08 - -

% d’impureté 18,12 £ 0,08 <al% (Charbonnier,1996)
[246]

Indice de peroxyde (Ip) (méq O2/Kg huite) 25,05 +£0,26 <20 (COI, 2011)

L’absorbance dans I’UV (Kas et Kozo) | Koz (2,75 £,08) K23, <2,60 (C.E.E, 1991)

K270 (0,39 £0,01) K270<0,25

Indice de réfraction (Ir) 1,465 £ 0,002 1,4677-1,4705 (C.A, 2015)

La densité a 20 °C (g.cm™) 0,917 £ 0,005 0,910-0,916 (C.A, 2015)

viscosité cinématique a 40 °C (mm”s™) 34,758 £0,18 29,4 (Ballerini, 2006)
[248]

Couleur a I’ceil nu Verdatre intense - -

Aspect Liquide a 25°C - -

L’HGO représente un coefficient K232 (2,75) qui dépasse la limite établie par le Conseil
Européen (CE) pour une huile alimentaire (HOV). Ceci coincide avec les résultats obtenus pour
I’indice de peroxyde. Quant au coefficient K270, sa valeur est de 0,39. Cette valeur est maintenue
au-dessous de la limite fixée par la norme commerciale du CE pour ’HOV. La valeur élevée
de cet indice est relative a une progression d’oxydation de 1’huile conduisant a la formation des
produits d’oxydation secondaires [249]. Cela confirme que I’'HGO a atteint son stade final
d’oxydation.

L’indice de réfraction de ’HGO analysée (1,465 a 20°C) n’est pas compris dans I’intervalle
donné par la norme du CA pour ’HOV. Cela peut s’expliquer par une modification de la

composition glycéridique de ’'HGO extraite. En effet, la présence d’acides gras libre et la
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diminution de doubles liaisons des acides gras constitutifs abaissent fortement I’indice de
réfraction [250].

La densité de ’HGO a été mesurée a une température de 20°C. Sa valeur est strictement
supérieure a la barre maximale de I’intervalle établi par la norme CA recommandé pour ’HVO,
donc elle est dense, lourde et impure (la présence des AGL et des composés secondaires
d’oxydation) [251].

La viscosité cinématique de 1’huile extraite des grignons d’olive a été mesurée a 40°C.
L’HGO posséde une grande viscosité de I’ordre de 34,758 mm?.s™!, une valeur supérieure a
celle de ’'HOV alimentaire. D’aprés Demirbas [252], la présence des acides gras libres
augmente considérablement la viscosité d’huile. La différence trouvée est donc due a 1’acidité
¢levée de ’'HGO.

La couleur de I’huile de grignon d’olive déterminée a 1’ceil nu est verdatre plus intense et

elle est liquide (ne se solidifie pas) a température ambiante.

IV.3.2. Comparaison entre les biodiesels produits et leurs caractérisations physico-
chimiques.

Parmi les caractéristiques de 1’huile extraite des grignons d’olive les plus intéressantes,
résumées dans le Tableau IV.1, sont I’acidité et la viscosité. L’utilisation directe de ’huile du
grignon d’olive (HGO) comme biocarburant dans un moteur diesel n’est pas possible en raison
de son acidité et sa viscosité trop élevée, évaluée a 41,73 mg KOH/ghuile et & 29,76 mm?.s,
respectivement. L’HGO donc nécessite un traitement avant de 1’utiliser dans le moteur.

Afin d’outrepasser ces inconvénients, le procédé chimique a été choisi. Il est 'un des plus
importants procédés de valorisation utilisés pour la transformation des huiles végétales en
produits énergétiques utiles (esters alkyliques ou biodiesel).

En se basant sur la limite de 0,5 mg KOH/ghite et 6,0 mm?/s (40°C) concernant 1’acidité et
la viscosité des biocarburants, 1’étape de pré-estérification des acides gras libres de ’'HGO par
un acide fort avant de passer a la trans-estérification basique est conseillée afin de réduire a la

fois I’acidité et la viscosité du produit final.

IV.3.2.1. Comparaison entre les biodiesels issus de D’estérification/trans-estérification
directe et indirecte
Dans le présent travail, la premiére étape du traitement chimique est la pré-estérification

acide (H2SO4/MeOH). Elle a été réalisé sur :
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1. Thuile extraite des grignons d’olive (méthode indirecte ou conventionnelle) ;
2. la biomasse séchée des grignons d’olive (méthode directe ou in-situ).

Dans la deuxiéme étape, les huiles traitées ont subi une trans-estérification en utilisant un
catalyseur basique (KOH/MeOH).

Le but ici est de comparer le procédé conventionnel d’extraction-conversion de ’'HGO en
deux étapes avec le procédé in-situ d’extraction-conversion simultanée de ’HGO en une seule
étape, en mesurant 1’indice d’acide, le taux de conversion et le rendement final en esters
méthyliques d’acides gras et d’évaluer le potentiel de chaque procédé¢ de production du
biodiesel répondant a la norme de qualité internationale. Les résultats obtenus sont résumés
dans le Tableau IV.2. L’estérification acide a permis donc d’éliminer les acides gras libres
contenus dans les maticres grasses utilisées (GO et HGO). Les indices d’acide des huiles pré-
estérifiées issus de la biomasse du grignon d’olive et son huile ont été estimés a 1,79 et 1,85 mg
KOH/gester respectivement. Ces valeurs sont inférieures a 1’indice d’acide de I’HGO brute, dont
la valeur est de 41,73 mg KOH/g huile.

Ces résultats s’accordent bien avec ceux publiés dans la littérature. L’indice d’acide du
mélange d’huiles usagées [253] et de 'HGO [244] a été effectivement diminué de 13,02 a 0,449
et de 44,01 a 2,75 mg KOH/g respectivement apres I’estérification par 1’acide sulfurique.

L’abaissement remarquable de 1’acidité libre est d a la conversion importante des acides
gras libres de ces mati¢res grasse en esters méthyliques, atteignant 95,71 et 95,56% pour la
biomasse du grignon d’olive et son huile extraite, respectivement (Tableau IV.2).

Dans de nombreuses études, ’effet significatif de 1’étape de pré-estérification acide est
approuvé. Il a été conclu que I’application du procédé d’estérification par un acide fort mene a
la réduction de I’acidité libre de plusieurs types d’huiles végétales a trés hautes acidités [3,5,39]
en convertissant leurs acides gras libres en esters alkyliques.

Les indices d’acide de I’'HGO estérifié issus de deux processus (indirect et direct) sont
acceptables et satisfaisants car ils sont inférieurs a la valeur recommandée par la littérature (1%
ou 2 mg KOH/g) pour une trans-estérification alcaline performante [255]. En effet, un taux
d’acidité supérieur a 1% conduit a la formation du savon dans le milieu réactionnel en présence
d’un catalyseur basique, ce qui empéche la séparation des esters du glycérol et réduit fortement
le rendement en biodiesel [2,41].

Dans le cas de la catalyse basique, aprés la réaction de trans-estérification, les indices
d’acides des biodiesels produits sont de 1’ordre de 0,26 mg KOH/g viodieses (EMAGGo) et 0,32
mg KOH/g viodiessl (EMAGHG0). Ces valeurs sont inférieures a la valeur maximale tolérée (0,5

mg KOH/g) par la norme de biodiesel Américaine ASTM D6751 et Européenne EN14214.
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Tableau IV.2. Caractérisation des esters issus de deux processus (conventionnel et in-situ)

Etape du traitement Méthode utilisée
directe ou in-situ | indirecte
(GO séchee) (HGO)
Apres estérification Ia 1,79 1,85
acide (mg KOH/g ester)
Taux de conversion des 95,71 95,56
AGL en EMAG (%)
Apres trans- Ia 0,26 0,32
estérification basique (mg KOH/g biodiesel)
Rendement en EMAG 98.46 97,2
(o)

Le Tableau IV.2 montre une amélioration du rendement final en biodiesels synthétisés. Le
rendement en EMAG obtenu par le procédé in-situ est supérieur a celui issu du procédé
conventionnel (98,46 % contre 97,2 %).

Dans ce contexte, I’estérification avec un alcool acidifié suivie par une trans-estérification
alcaline dans le procéd¢ in-situ a été appliqué avec succes aux diverses biomasses oléagineuse
a haute teneur en acides gras libres. Il est constaté que le procédé d’extraction-conversion
simultanée en une seule étape de 1’huile d’algue [257], de son de riz [258], de graines de
tournesol [259] et de soja [260] produit des esters alkyliques avec des rendements nettement
supérieurs a ceux obtenus par le procédé conventionnel a partir de leurs huiles pré-extraites.

Le procédé in-situ facilite et simplifie la conversion de I’huile de la biomasse en EMAG
directement a partir de la biomasse oléagineuse en éliminant le procédé d’extraction et de
purification d’huile comme avec la méthode classique [228]. Cela veut dire que 1’extraction et
la conversion se déroulent dans une seule étape; les lipides de la biomasse sont simultanément
extraits et convertis en EMAG [261].

Il est conclu que la présence de co-solvant dans le milieu réactionnel (alcool/catalyseur) est
nécessaire pour extraire 1’huile de la biomasse et faciliter sa conversion en esters alkyliques
[262]. Un rendement maximal de biodiesel a partir d’algues a été obtenu par extraction et trans-
estérification simultanées a 1’aide d’hexane comme co-solvant [227]. Cela est expliqué par le
fait que 1’hexane dissout I’huile et rend ainsi le mélange réactionnel plus homogéne. Par

conséquent, la réaction de transformation peut se dérouler plus rapidement.
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Ce processus de production de biodiesel permet une réduction significative de la durée totale
de la procédure, une économie de temps et d’énergie, I'utilisation de quantités minimales
d’échantillons, de réactifs, de solvants et, par conséquent, le colit final de la production de

biodiesel est réduit [48,49].

IV.3.2.2. Caractérisations physico-chimiques des biodiesels synthétisés

Les biodiesels produits par les deux processus ont été caractérisés. Il existe des normes
internationales européenne (EN 14214) et américaine (ASTM D 6751) qui peuvent contrdler
les propriétés physiques et chimiques des biodiesels et évaluer leurs qualités.

Le Tableau I'V.3 rassemble les propriétés physico-chimiques des biodiesels synthétisés par
le processus conventionnel (EMAGHnco) et in-situ (EMAGGo) en comparaison aux normes
internationales publiées par Knothe [56].

L’évaluation des différentes propriétés physico-chimiques des biodiesels élaborés révele des
résultats trés prometteurs (Tableau IV.3).

La détermination des teneurs en esters synthétisés a base d’HGO et de la biomasse des GO
sont respectivement 97,2 et 98,46%. Ces valeurs sont supérieures au rendement minimal
préconisé par la norme européenne EN14214 qui est de 96,5%. Cela confirme que le choix du
procédé chimique par estérification/trans-estérification de ces matiéres grasses est efficace pour
convertir tous leurs composants lipidiques en esters.

La conversion chimique en deux étapes a donné des esters méthyliques, EMAGnuco et
EMAGogco, avec des indices acides avoisinant 0,32 et 0,26 mg KOH/g respectivement. Ces
valeurs sont inférieures aux limites maximales de 0,5 mg KOH/g recommandées par les deux
normes, Européenne (EN 14214) et Américaine (ASTM D6751). Un biodiesel avec une acidité
faible empéche la corrosion des pieces du moteur [59].

Les viscosités cinématiques des esters EMAGuco et EMAGGo ont été mesurées a 40°C et
sont respectivement égales a 6,19 et 6,17 mm?/s. Ces valeurs ne répondent pas a la norme
EN14214 mais elles sont 1égeérement supérieures aux limites maximales préconisées par la
norme ASTM D6751 (6,0 mm?/s). En effet, la viscosité de ’HGO diminue de I’ordre d’un
facteur 6. Cette baisse est un atout primordial puisqu’elle permet une meilleure atomisation par
les injecteurs et donc une meilleure combustion [265].

La mesure de la densité a 15°C des biodiesels issus de ’HGO et des GO sont respectivement
884 et 881 kg/m®. Ces valeurs sont incluses dans I’intervalle de densité toléré [860-900 kg/m?]

par la norme européenne EN14214. Cette différence de densité entre le biodiesel et le pétro-
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diesel entraine une augmentation de la quantité de biodiesel injecté par le systéme d’injection

[227].
Tableau IV.3. Caractéristiques physico-chimiques des biodiesels synthétisés
Propriétés Unités EMAGHGo | EMAGGco Norme Norme ASTM
EN14214 D6751
Teneur en ester % 97,2 98,46 96,5 min Non rapporté
Indice d’acide mg 0,32 0,26 0,5 max 0,5 max
KOH/g
Viscosité mm?/s 6,19 6,17 3,5-5,0 1,9-6,0
cinématique, 40°C
Densité, 15°C Kg/m? 884 881 860-900 Non rapporté
Point d’éclair °C 126 128 120 min 130 min
Point de trouble °C -2 -3 Non rapporté | Non rapporté
Point de congélation °C -6 -8 Non rapporté¢ | Non rapporté
Point d’écoulement °C -3 -5 Non rapporté¢ | Non rapporté
Indice de cétane - 51 min 47 min
ICC 45,22 46,55
ICip 49,8 50,4
Couleur - I= 1= Non rapport€¢ | Non rapporté

jaune clair

jaune clair

La température du point d’éclair mesurée est de 126°C et 128°C pour le biodiesel issu de

I’HGO et de la biomasse des GO respectivement. Ces valeurs sont conformes a la norme

Européenne et elles sont [égerement inférieures aux températures minimales recommandées par

la norme Américaine (130°C minimum). Ces températures élevées du point d’éclair permettent

la manipulation et le stockage des biodiesels en toute sécurité [266].

Les biodiesels produits possedent un point de trouble, de congélation et d’écoulement

respectifs: -2°C, -6°C, -3°C pour EMAGHnGco et -3°C, -8°C, -5°C pour EMAGgo. En termes de

ces propriétés d’écoulement, le biodiesel de la biomasse des GO présente un bon comportement

a basse température par rapport a celui de ’HGO (démarrage a froid aisé).

Les valeurs de I’indice de cétane sont déterminées selon les deux méthodes empiriques

décrites dans le chapitre 111, en utilisant ’Eq.II1.16 (ICC) et ’Eq.II1.17. L’indice de cétane
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calculé (ICC) pour les biodiesels de 'HGO et du GO est estimé a 45,22 et 46,55,
respectivement. Ces valeurs ne répondent pas aux deux normes, Européenne et Américaine.

Tandis que la détermination de I’IC par la notion du point d’aniline (ICip) donne les valeurs
suivantes : 49,8 et 50,4 pour les biodiesels de ’HGO et des GO respectivement. Les résultats
obtenus ne sont pas conformes a la norme Européenne (51 minimale) mais ils sont en accord
avec la norme Américaine (ASTM D6751) qui exige une valeur minimale de 47. Une valeur
d’indice de cétane ¢élevé facilite la combustion et diminue les émissions polluantes dans un
moteur et vice versa [267].

Les deux biodiesels produits sont de couleur jaune claire correspondant a 1 dans 1’échelle de
couleurs, qui est généralement la couleur caractéristique de biodiesels issus des matieres

végétales [237].

IV.3.3. Caractérisation colorimétrique des extraits phénoliques de I’aubergine
IV.3.3.1. Influence des parametres opératoires sur D’extraction conventionnelle des
composés phénoliques obtenus sans broyage

Afin de révéler quels sont les facteurs qui ont le plus d’influence sur 1’extraction des
composés phénoliques de (pulpes/pellicules) d’aubergines, différentes conditions d’extraction
par diffusion solide-liquide de biomasses découpées en morceaux ont été étudiées.

Les parametres choisis sont: le pH (2, 7 et 12), teneur en éthanol dans 1’eau (0, 50, 75 et 100
% (v/v) et la température (25, 50, 75 et 100°C). Le but était d’observer I’impact de tous ces

parametres sur la quantité des composés phénoliques totaux présents dans les extraits.

a/ Effet du pH

Trois milieux extractifs (acide, neutre et basique) ont été testés afin d’évaluer leur influence
sur I’extraction des composés phénoliques de (pellicules/pulpes) d’aubergine. Les résultats sont
présentés dans la Figure IV.2. On note que la concentration en composés phénoliques est
affectée par la modification du pH de 1’eau (ne prend pas en compte I’effet du broyage). Par
I’augmentation du pH de I’eau, I’extraction des composés phénoliques de pellicules et de pulpes
d’aubergine diminue. En effet, ’eau acidifiée est plus efficace pour ’extraction des composés
phénoliques que I’eau et 1’eau alcaline (pH 2 > pH 7= pH 12). Par exemple, la concentration
des composés phénoliques dans les morceaux de pellicules sont (7,75 mgEAG/gms pour pH2

vs ImgEAG/gms pour pH7 vs 1,25 mgEAG/gms pour pH12).
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Figure I'V.2. Impact du pH sur I’extraction des composés phénoliques totaux par diffusion
des échantillons (pulpes et pellicules) non broyés et broyés (Solvant : Eau ;Ris= 10 (m /

m) ; Toir=25°C ; toit= 60 min; Vagi=150 tr/min ; pH [2-7-12])

D’autre part, les quantités des compos€s phénoliques extraites ne sont pas identiques dans
les deux parties de 1I’aubergine. La concentration des extraits en composés phénoliques est plus
importante au niveau des pellicules qu’au niveau des pulpes. Au milieu acide, la concentration
des composés phénoliques dans les pellicules découpées a été 1,48 fois supérieure a celle dans
les pulpes. Ceci est dii a la nature différente des composés phénoliques présents dans chaque
partie.

Des études antérieures ont indiqué que les anthocyanines s’accumulent majoritairement dans
les pellicules, ce qui donne la couleur pourpre des aubergines [268], tandis que les acides
phénoliques sont les principaux composants des pulpes ou les composés anthocyaniques sont
completements absents [269].

Ces résultats s’accordent bien avec ceux publiés dans la littérature. Il est trouvé que le pH
du milieu d’extraction a un effet significatif sur ’extraction des composés anthocyanique
[57,58] et I’ajout d’une quantité d’acide au solvant joue un réle important dans 1’extraction et

la stabilité des anthocyanines de la pellicule d’aubergines [25,59].

b/ Effet de la teneur en éthanol dans le solvant
Compte tenu de I’utilisation potentielle des extraits naturels dans I’industrie alimentaire,

1’éthanol (EtOH) et I’eau ont été choisis comme solvants d’extraction. L.’éthanol est
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¢conomiquement plus accessible que les autres solvants avec une haute pureté. De plus, 1’eau
distillée et I’éthanol sont les solvants les plus employés puisqu’ils sont considérés comme
solvants de qualité alimentaire (absence de toxicité), abondants, et peu coliteux [273].

Afin de déterminer quel est le solvant d’extraction le plus approprié pour extraire
respectivement les composés phénoliques et les anthocyanines des aubergines, les solvants
seuls (eau, ¢thanol) et mélanges binaires (¢thanol/eau) ont été testés.

L’éthanol est un solvant volatil qui s’évapore plus rapidement dans un milieu lorsqu’il est
chauffé d’ou le choix d’effectuer les extractions a température ambiante de 25°C. La figure
IV.3 présente les résultats de la concentration des composés phénoliques totaux des extraits

obtenus a différentes proportions d’éthanol dans 1’eau.

Pellicules non broyées [l Pellicule broyées
18- Pulpe non broyées [ Pulpe broyées

16
n
= 144
20
O 124
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Figure IV.3. Impact de la teneur en éthanol sur I’extraction des composés phénoliques
totaux par diffusion des échantillons (pulpes et pellicules) non broyés et broyés
(Rus= 10 (m / m) ; Tpit=25°C ; tpie= 60 min; Vagie=150 tr/min ;
Solvant: EtOH/Eau [0-150-75-100] (% ; v/v))

Il a été observé que la présence d’éthanol dans 1’eau peut augmenter les concentrations des
extraits des pellicules/pulpes en composés phénoliques. Les meilleurs résultats sont obtenus
lorsque 50% d’éthanol sont utilisés (7,75 mgEAG/gms), correspondant aux morceaux des
pellicules. Cependant, pour des proportions d’éthanol supérieures a 50%, les quantités extraites
diminuent. En plus, ’extraction est plus efficace avec le mélange éthanol-eau qu’avec
uniquement de 1’eau et de 1’éthanol comme solvants. Lorsque 1’éthanol est comparé a 1’eau, ce

dernier offre des concentrations en composés phénoliques faibles.
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Pour les échantillons non-broyés par exemple, la composition de 50% d’éthanol/eau est 6,20
fois et 1,6 fois (pellicules) et 4,5 fois et 1,4 fois (pulpes) plus efficace que I’eau et I’éthanol pur,
respectivement.

I1 est déja prouvé que ’extraction des composés phénoliques dépend de leur solubilité qui
est notamment controlée par la polarité du solvant utilisé [199]. L’éthanol déstabilise les
membranes cellulaires et, augmente leur perméabilité [62,63]. L’eau permet de produire le
gonflement de la matrice solide. L’utilisation de mélanges (éthanol: eau) permet de combiner
les effets positifs des deux solvants et favorise la pénétration du solvant dans les cellules de la
matrice, améliore la dissolution des composés phénoliques et facilite donc leur extraction [199].

Un mélange a faible concentration en éthanol peut accéder aux cellules, mais a forte
concentration peut provoquer la dénaturation des protéines, empéchant la dissolution des
composés phénoliques [276].

Le mélange de solvants a un rapport adéquat permet de moduler la polarité du solvant et de
modifier la solubilité de différents composés phénoliques dans le solvant d’extraction et par
conséquent d’extraire des composés phénoliques de nature différente, conduisant a un fort
enrichissement des extraits en composés phénoliques [65,66].

Il est donc important de trouver un mélange (éthanol/eau) de concentration appropriée afin
de favoriser I’extraction des composés phénoliques. Dans notre étude, la meilleure solubilité
des anthocyanes et des acides phénoliques de 1’aubergine est obtenue lorsqu’un mélange binaire
éthanol/eau (50:50; % v/v) est utilisé en tant que solvant d’extraction.

L’eau acidifiée est le solvant d’extraction le plus efficace pour I’extraction des composés
phénoliques des aubergines en comparaison avec un mélange 50% EtOH. De ce fait, I’eau

acidifiée a été choisie comme solvant d’extraction pour le reste de 1’étude.

c/ Effet de la température

L’influence de quatre températures sur I’extraction des composés phénoliques de
pellicules/pulpes coupées en morceaux a été étudiée.

L’impact de I’augmentation de la température de 25 a 100 °C sur I’extraction de composés
phénoliques est présenté dans la Figure [V.4. La concentration en composés phénoliques totaux
est affectée par la température d’extraction. Des teneurs maximales de 19,52 mgEAG/gwms vs
6,8 mgEAG/gms pour les morceaux de pellicule et de pulpe ont été obtenues a 75°C. Cependant,
une ¢lévation de la température jusqu’a 100 °C diminue les concentrations des extraits en

composés phénoliques.

These de doctorat | Soumia Ferarsa 76



Chapitre IV Résultats et discussion

Des résultats similaires ont été mis en évidence par Thirunavukkarasu et Nithya [279] qui
ont trouvé qu’une température de 76,5°C est optimal pour extraire des anthocyanines de la

pellicule d’aubergine.
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Figure IV.4. Impact de la teneur en éthanol sur I’extraction des composés phénoliques
totaux par diffusion des échantillons (pulpes et pellicules) non broyés et broyés
(Solvant: Eau acidifiée ; Rris= 10 (m / m) ; tpit= 60 min; Vagi=150tr/min ;

Toifr [25-50-75-100] (°C)).

L’effet de I’augmentation de la température a déja fait sa preuve dans I’amélioration de
I’extraction des composés phénoliques a partir de différentes sources naturelles [68,69].
Cependant, la température excessive affecte la stabilit¢ de ces composés et il existe une
température optimale au-dela de laquelle ils peuvent étre dégradés. Par exemple, une
température de 1’ordre de 50-60 °C est définie par certains d’étre la limite de dégradation des

composés phénoliques [65,66], alors que pour d’autres, elle s’¢leve a 76,5°C [279].

1vV.3.3.2. Influence des parameétres opératoires sur D’extraction conventionnelle des
composés phénoliques obtenus avec broyage fin

Afin d’augmenter les rendements d’extraction obtenus a partir de morceaux de
pulpes/pellicules d’aubergine, une étape de prétraitement par broyage a été proposée.

Dans cette étude, les deux parties d’aubergine ont été¢ completement broyées séparément en
présence du solvant suivi d’une diffusion dans les mémes conditions opératoires précédemment
étudiées pour les pulpes/pellicules coupées en morceaux. L’influence du broyage fin sur

I’extraction des composés phénoliques de chaque partie est présentée dans les Figures V.2,
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IV.3 et IV.4 pour les conditions opératoires évaluées (pH du solvant, teneur en éthanol dans
I’eau et température), grace a des expériences comparatives avec et sans broyage. A partir de
ces résultats, les effets des conditions opératoires ont été évidents et trés identiques a ceux
obtenus pour I’extraction a partir des échantillons non broyés (découpés en morceaux).

Pour toutes les conditions étudiées et lorsque les échantillons sont finement broyés, les
quantités de composés phénoliques extraits ont augmenté montrant ainsi 1’effet significatif de
la réduction de la taille des particules dans le procédé d’extraction des composés phénoliques
de I’aubergine.

L’effet du broyage fin dans 1’eau acidifiée sur les concentrations des extraits des pellicules
et pulpes en composés phénoliques totaux pour la température d’extraction optimale (75°C) est
présenté dans la Figure IV.5. On note une amélioration de la concentration des composés
phénoliques suite au broyage de la (pulpe et pellicule) d’aubergine sous la forme de tres fines
particules. Cependant, cette amélioration observée est moins importante. Par exemple, la
diffusion de pellicules broyés a 75°C a permis une amélioration de la quantité de composés

phénoliques extraits de prés de 1,2 fois comparé a I’extraction a partir de pellicules non-broyés.
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Figure IV.5. Impact de broyage sur I’extraction des composés phénoliques totaux par
diffusion des échantillons (pulpes et pellicules)

(Solvant: Eau acidifiée ; Rris= 10 (m / m) ; tpit= 60 min; Vagi=150 tr/min ; Tois= 75°C)

Des résultats antérieurs indiquent que des teneurs importantes en composé€s phénoliques
peuvent étre obtenues de différentes matieres lorsque la taille des particules est réduite [282].
Le broyage permet d’améliorer le phénomeéne du transfert de matiere, en diminuant la distance

de diffusion des solvants et des composés phénoliques et en augmentant la surface d’échange,
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ce qui permet d’augmenter 1’accessibilité des solvants aux composés d’intérét pour les

solubiliser [71,72]. La teneur des composés extraits par la suite est maximale.

1V.3.3.3. Influence du temps d’ultrason sur I’extraction des composés phénoliques

Les ultrasons (US) ont été appliqués comme un prétraitement innovateur, alternatif au
broyage, qui peut augmenter et/ou atteindre les rendements d’extraction obtenues par le
prétraitement conventionnel (broyage).

Le prétraitement par ultrasons (400 W, 12 kHz) a été appliqué aux particules de (pulpes et
pellicules) non broyées (découpées morceaux) sans aucun contrdle de la température.

Cette ¢tude s’attache a optimiser le temps d’extraction des composés phénoliques a partir de
deux parties d’aubergine par ultrasons.

Des suspensions aqueuses (eau acidifiée) de pulpes et pellicules ont été traitées par US
pendant 10, 20 et 30 min puis ont subi une diffusion (2 température ambiante sous agitation
magnétique) de 50, 40 et 30 min.

L’influence du temps des US sur I’extraction des composés phénoliques totaux est présentée

dans la Figure IV.6 pour les pellicules (a) et les pulpes (b).
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Figure I'V.6. Impact du temps des US sur I’extraction des composés phénoliques totaux
des échantillons carrées (a) pellicules et (b) pulpes
(La sonde a US [12 kHz-400 W] ; Solvant: Eau acidifiée; Ris= 10 (m/ m);
tus= [10-20-30] min; tes= [30-40-50] min ; Vagit=150 tr/min; Tqit=25°C).

La Figure IV.6 montre une augmentation progressive dans la concentration des extraits en
composés phénoliques quand le temps du traitement par US augmente (US10<US20<US30).

Cette tendance est valable pour chaque partie étudiée.
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Les résultats obtenus ont montré également que les pulpes nécessitent un temps de traitement
plus court compar¢ aux pellicules (10 contre 30 min) pour la libération totale de leurs contenus
phénoliques. L’extraction des composés phénoliques de la pellicule est beaucoup plus complete
au bout de 30 min, ce qui permet d’atteindre des extraits concentrés en composés
anthocyaniques que ceux obtenus pour 10 et 20 min.

Ces résultats montrent clairement 1’effet important du temps des US appliqué lors du
prétraitement sur 1’extraction des composés phénoliques totaux des aubergines,
particulierement les anthocyanines des pellicules.

A noter également quand les extraits issus de traitement aux US sont amenées pour des
diffusions supplémentaires (ES) pour un temps total d’une heure (US+ES), les concentrations
finales en composés phénoliques ont été améliorés. Cela prouve le potentiel des US dans
I’intensification de I’extraction des composés phénoliques d’une part, et I’efficacité de
combiner I’extraction par US a une étape de diffusion qui peut faciliter la libération du contenu
cellulaire et maximiser par la suite les rendements finaux d’extraction d’autre part.

L’effet significatif des ultrasons (US) sur I’extraction des composés phénoliques a également
¢été constaté par d’autres chercheurs [73,74]. Ils ont montré que le phénomeéne de cavitation
induit par les US est responsable de I’amélioration d’extraction des anthocyanines par
I’endommagement de la membrane cellulaire des pellicules d’aubergine et la libération facilité

de leur contenu.

IV.3.4. Caractérisation chromatographique des extraits phénoliques de la pellicule
d’aubergine

La composition chimique de la pellicule d’aubergine a été déterminée en utilisant la
chromatographie liquide a haute performance (HPLC) dont les conditions opératoires ont été
détaillées précédemment. Les chromatogrammes de 1’analyse des extraits de la pellicule
obtenus par traitement aux ultrasons a différents temps (10, 20, 30 min) et par une diffusion
simple pendant 1heure (témoin) sont présentés dans la Figure I'V.7.

Tous les composés ont été identifiés par comparaison de leur temps de rétention, avec ceux
publiés dans la littérature [75-77].

Les profils HPLC (Figure IV.7) montre que les pellicules non-traitées (Teo) et traitées (USio,
US20, US30) présentent le méme groupe de composés phénoliques qui appartiennent a la famille
des flavonoides et plus spécifiquement les anthocyanes. Le compos¢ majoritairement identifi¢

dans les quatre extraits de pellicule est la delphinidine-3-rutinoside.
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Figure IV.7. Chromatogrammes HPLC-DAD a 543 nm des extraits aqueuxpn2 de la
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glu, glucoside; rut, rutinoside.)
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En comparaison avec la littérature, nos résultats sont en bon accord avec les recherches qui
ont montré que les pellicules d’aubergine de différentes variétés existant dans le monde sont
composés majoritairement d’anthocyanines [25,77,78] avec une domination de la delphinidine-
3-rutinoside.

Par contre, la delphinidine-3-coumaroylrutinoside-5-glucoside (nasunine) est le composé
anthocyanique principal de la pellicule d’aubergine japonaise [291]. Ce dérivé de la
delphinidine n’a pas été détecté dans notre étude.

Par ailleurs, quatre composés anthocyaniques ont été identifiés: (1) la delphinidine-3-
rutinoside-5-glucoside, (2) la malvidine-3-rutinoside-5-glucoside, (3) la cyanidine-3-rutinoside
et (4) la petunidine-3-rutinoside. Cette étude montre pour la premicre fois la présence des
composés (3) et (4) dans les extraits des pellicules d’aubergine. Ces deux nouveaux composés
anthocyaniques ont été retrouvés dans les extraits d’ultrasons et ils sont complétement absents
dans les extraits de diffusion (Teo).

Cela veut dire que les pellicules traitées par ultrason a différents temps produisent cing
composés et seulement trois composés dans les extraits de diffusion (pellicules non-traitées).
Ces observations peuvent étre expliquées par la dégradation de la composition phénolique des
extraits issus de la diffusion.

Il est bien connu que les anthocyanines se décomposent par 1’application d’un temps
d’extraction long [199]. Les résultats obtenus sont cohérents avec ceux obtenus par Zhu et coll.
[292]. Ils ont trouvé treize (13) composés d’anthocyanes dans la patate douce violette extraites
par ultrasons et seulement six (06) composés par extraction conventionnelle, montrant que
I’extraction par ultrasons est plus potentielle (efficace) et plus sélective qu’une diffusion simple.

Les résultats de la HPLC prouvent que les composés anthocyaniques ont été extraits a des
concentrations plus élevées lorsque les ultrasons ont été appliqués. De plus, les extraits issus de
30 min du traitement par ultrasons sont les plus riches en composés identifiés, montrant ainsi
I’impact du temps des ultrasons sur la quantité des anthocyanines extraite a partir de la pellicule.

Le potentiel des ultrasons pour I’extraction intensive d’anthocyanes quantitativement et
qualitativement est également confirmé [293]. Ces auteurs ont expliqué que ’efficacité des
ultrasons est liée aux changements dans la structure cellulaire provoqués par le phénomene de
cavitation. Ce phénomeéne a pour conséquence non seulement d’intensifier 1’extraction mais
¢galement de conduire a la libération sélective du contenu intracellulaire d’une matrice

végétale.
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IV.3.5. Caractérisation de ’activité antioxydante des extraits phénoliques des pellicules
d’aubergine

La méthode colorimétrique de DPPH a été choisie afin d’évaluer I’activité anti-oxydante des
extraits de pellicules d’aubergine obtenus apres une heure de diffusion (témoin) et apres un
traitement par ultrasons a différents temps (10, 20 et 30 min) suivi d’une diffusion. Pour mieux
comprendre la réactivité de DPPH avec les différents extraits testés, le parameétre de la Clsoa
¢été introduit.

L’effet du temps des US sur Pactivité anti-oxydante des différents extraits de pellicules est
présenté par leurs concentrations inhibitrices Clso (pug/ml) et leurs teneurs en composés
phénoliques totaux (mgEAG/gms). Les résultats ont été comparés a des extraits de diffusion
simple (témoin) et rassemblés dans la Figure IV.8. On rappelle qu’une valeur plus faible de la
Clso indique une activité anti-oxydante plus élevée. De cette figure, ’ensemble des extraits
étudiés révelent des propriétés anti-oxydantes intéressantes. Ceci est soutenu par les faibles
valeurs de la Clso exprimées en pg/ml. A contrario, en fonction du traitement appliqué sur les
morceaux de la pellicule, I’activité anti-oxydante mesurée est significativement supérieure pour
les extraits des US comparée aux extraits de diffusion. Ainsi, ces résultats suggérent que les
extraits issus des pellicules traités pendant 30 min par US inhibent mieux le radical de DPPH

que les pellicules traités pendant 10 min et diffusés pendant 60 min.
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Figure IV.8. Effet du traitement par US a différents temps sur 1’activité anti-oxydante des

extraits de pellicules comparés a une simple diffusion (témoin).

La Clso des extraits (US30) est 1,80 fois et 3,44 fois plus élevé que celles des extraits (USio)

et (Teo) respectivement. Ces résultats permettent de classer I’activité anti-oxydante des extraits
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selon leurs valeurs de la Clso par ordre croissant : AOus30>AOus20>AOus10>AOT60. Cela montre
a la fois I’efficacité du traitement sous-US par rapport a une diffusion sous-agitation (témoin)
d’une part et I’importance du temps d’extraction assistée par US d’autre part.

De plus, les résultats de la Figure IV.8 montrent que 1’activité anti-antioxydante est
dépendante du contenu en composés phénoliques totaux des extraits. La fraction (US30) est la
plus riche en composés phénolique (29,096 mg EAG/gwms pour US3ovs 7,651 mgEAG/gms pour
Teo) et elle est la plus active (Clso= 7,048 pug/ml pour US30 vs Clso= 24,257 pg/ml pour Teo).

Cette hypothése est bien démontrée par plusieurs chercheurs qui ont montré qu’il existe une
corrélation tres significative entre la teneur en composés phénoliques et 1’activité anti-oxydante
contre les radicaux DPPH, de I’extrait méthanolique de pellicules d’aubergine [294] et de
feuilles d’olivier [295]. Cependant, I’intensité de I’activité anti-oxydante n’est pas liée
uniquement a la teneur globale en composés phénoliques mais également a leur nature.

De nombreuses études ont mis en évidence I’existence de relations structure des flavonoides
et la capacité anti-oxydante [84,85]. La présence d’une structure de type catéchol sur le cycle
B est étroitement corrélée a une activité anti-oxydante importante du fait de la plus grande
stabilit¢ de la forme radicalaire (radical phénoxy) généré lors du piégeage par la fonction
phénolique située en ortho [295].

Les résultats de la HPLC montrent que la composition chimique des d’extraits issus de la
diffusion et du traitement aux ultrasons des morceaux de pellicules contiennent des composés
anthocyaniques, particuliérement des dérivés de la delphinidine. Cette molécule a montré une
capacité antioxydante élevée, principalement liée aux éléments structurels suivants : (1) le motif

catéchol et (2) le 3°™ groupe hydroxy en position 5’ dans le cycle B [298] (figure IV.9).

Figure IV.9. Relation entre la structure de delphinidine et sa capacité anti-oxydante

A cet égard, les delphinidines retrouvés dans les extraits de la pellicule d’aubergine (Dp-3-
rut et Dp-3-rut-5-glu) possédent les deux éléments structurels présentés dans la Figure IV.9.
Tandis que la Cn-3-rut et la Pt-3-rut ont seulement un noyau catéchol en cycle B sur leur

structure. C’est sans doute la combinaison de tous ces motifs sur la structure des anthocyanes
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de la pellicule traitée aux ultrasons a différents temps confére aux extraits (US30, US20, US10)
une bonne activité anti-oxydante. La faible valeur de la concentration inhibitrice Clso (TAO)
des extraits (US30) est due a la forte présence d’un mélange de ces composés structurels
spécifiques dans le piégeage du radical DPPH.

Les extraits de la pellicule d’aubergine diffusé (Teo) sont les moins actifs parce qu’ils ne
contiennent pas des Cn-3-rut et des Pt-3-rut, dans lesquels 1’absence des donneurs d’hydrogéne
et d’¢lectrons a un radical libre (motif ortho-diphénol sur le cycle phényl), ce qui entraine
vraisemblablement une activité anti-oxydante plus faible. L’effet de 1’hydroxylation dans le
cycle B sur la capacité de piégeage des radicaux a également été constaté dans la littérature par

d’autres auteurs [299].

IV.3.6. Caractérisation structurale des résidus de la pellicule d’aubergine

Pour une meilleure compréhension de I’extraction des anthocyanines d’aubergine par US,
des résidus de pellicules ont été collectés aprés chaque traitement aux ultrasons (10, 20, 30
min), et ont été€ observés par microscopie ¢lectronique a balayage (MEB) et comparés a des
résidus de pellicules non traitées (1 h de diffusion). Le protocole expérimental de la microscopie
¢lectronique a balayage est détaill¢ dans le chapitre III.

A notre connaissance, il n’existe aucune information sur la caractérisation structurale de la
pellicule d’aubergine par MEB. La Figure 1V.10 illustre les observations microscopiques
réalisées sur les deux couches de la pellicule, interne (A) et externe (B).

De I’extérieur vers I’intérieur de la pellicule d’aubergine, on distingue:

# une couche épidermique (B), formée de cellules a parois épaisses. Cette couche
extérieure est recouverte par une surface cireuse, comme celle de la pomme, donnant un
aspect brillant. Elle rend la pellicule non mouillable et rigide.

# de D’autre coté se trouvent une couche sous-épidermique (A), qui se confonde avec la
pulpe a I’intérieur, de cellules a parois trés fines.

L’analyse des images microscopiques (Figure IV.10) démontre que les deux méthodes
d’extraction utilisées produisent des changements dans la structure de la pellicule mais les
dommages causés sont distincts selon la couche analysée.

L’étude comparative de I’état des cellules obtenues a partir d’échantillons traités par US et
diffusés n’a pas révélé de grandes différences structurales au niveau des cellules de la couche
interne de la pellicule (Figure IV.10-A). Ces deux méthodes ont induit des effets déstructurants

plus marqués affectant I’intégrité des parois cellulaires. Celle-ci se manifeste par leurs fragilités
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qui sont facilement déformables lors d’un traitement a US (image USio0, US20, US30) ou une

diffusion simple (image Te0), a I’origine des endommagements totaux des parois cellulaires.

Figure I'V.10. Effet du temps des ultrasons sur la structure des pellicules
d’aubergine observée au Microscope Electronique a Balayage.
Couche interne (A) et externe (B) des pellicules résiduelles aprés une diffusion de
60 min (Teo) et aprés un traitement de 10 min (US10), 20 min (US20) et 30 min
(US30) aux ultrasons (US): sonde US, (12 kHz, 400W).
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Cependant, les images de la Figure IV.10-B indiquent que les changements structuraux
observés pour 1’extraction assistée par US sont différents de ceux observés par diffusion. Le
traitement aux ultrasons pendant 10 min (image USio) n’induit aucun endommagement
cellulaire de la couche épidermique, alors qu’elles sont endommagées avec une légere
déstructuration (image Teo) en raison de la longue durée de diffusion (60 min).

L’¢épaisseur et la rigidité de la couche externe constituent une barriere et une forte résistance
membranaire au traitement par US. Par conséquent, 1’efficacité des US sur I’extraction des
composés intracellulaires diminue, expliquant I’absence d’endommagement observé au début
de traitements (10 min). Cet effet a ét€ compensé par une augmentation du temps du traitement.
Sur la Figure IV.10-B, on note que la déstructuration des cellules de la couche externe de la
pellicule se produit progressivement avec I’augmentation du temps des US appliqué (image
USi0, US20, US30). Un temps maximal de traitement (30 min) a permis d’atteindre des
déstructurations cellulaires importantes. Ceci a entrainé la réduction de I’épaisseur des
membranes et la perte de leur perméabilité. Une perméabilisation plus importante de 1’épiderme
durant 30 min induit une plus grande pénétration du solvant dans les cellules contenant les
anthocyanines, en améliorant leur extraction vers le solvant.

Ces résultats corroborent avec ceux obtenus par d’autres auteurs lors des observations de
I’effet des ultrasons par MEB sur les pulpes/pellicules de figues de Barbarie rouges [300] et les
feuilles d’olivier [301]. Ces auteurs ont montré que la cavitation affecte la structure des cellules
du solide induisant I’endommagement de leurs membranes et/ou parois cellulaires, ce qui
engendre une meilleure accessibilité du solvant au contenu cellulaire et donc, permet une
meilleure libération des composés d’intéréts, comme les colorants [300] et les composés
phénoliques [301] dans le milieu environnant.

Les observations microscopiques des résidus de pellicules confirment qu’il existe une
corrélation entre le temps des US appliqué et le degré d’endommagement cellulaire provoqué
par ce prétraitement, ainsi que ce dernier et I’extractibilité des composés phénoliques. Un temps
de 30 min est capable d’endommager et fragiliser les membranes et/ou parois cellulaires de la
couche épidermique de la pellicule qui contient les anthocyanines. Les extraits issus de
pellicules traités pendant 30 min ont une concentration en composés phénoliques totaux la plus
¢levée (Figure IV.8) et une meilleure composition anthocyaniques (Figure 1V.9) par rapport

aux témoins (60 min de diffusion).
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IV.3.7. Caractérisation spectrale par FT-IR des liquides huileux obtenus
IV.3.7.1. Caractérisation de I’huile des grignons d’olive extraite

La spectroscopie d’absorption infrarouge a été utilisée pour obtenir le spectre d’absorption
déterminant la nature des différents groupements chimiques fonctionnels (C=0, C-O, etc...) et
structuraux (CHs, CHa, etc...) présents au sein des composés constituant I’huile des grignons
d’olive. Ce spectre infrarouge peut fournir également des informations sur les impuretés y
associées dans le cas de dégradation de la qualité de cette huile extraite par Soxhlet.

La Figure IV.11 présente les spectres des deux huiles: 1’huile extraite de la biomasse des
grignons d’olive (HGO) et I’huile d’olive vierge (HOV) alimentaire commerciale (témoin) a

des fins de comparaison.
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Figure IV.11. Comparaison des spectres infrarouge de I’HOV alimentaire (a) et 'HGO
extraite (b).

Les spectres infrarouges de ’HOV (a) et 'HGO (b) sont similaires dans la région situé¢e
entre 3500 et 2800 cm™!. Les pics a 2922 et a 2854 cm! du spectre (b) sont moins intenses en
les comparants au spectre (a). Cela est dii au raccourcissement des chaines hydrocarbonées des
acides gras constitutifs d’huile [302]. Toutefois, il existe des différences visuelles dans la région
entre 2800 et 500 cm™ permettant de les distinguer: Le spectre de ’'HGO (b) a montré
’apparition de trois pics & : (1) 1710cm’!, (2) 2677cm’!, et (3) 1655 cm™!. La bande
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supplémentaire (1) est attribuable a 1’¢longation du groupe carbonyle (C=0) des acides gras
libres formés suite a I’hydrolyse des triglycériques de ’'HGO extraite [303]. Ce résultat
confirme la valeur ¢levée de 1’indice d’acide (Ia). Le petit pic (2) et la bande d’absorption de
trés faible intensité a c6té du pic des AGL (3) correspondent aux composés secondaires
d’oxydation de I’'HGO a fonction carbonyle (aldéhydes et cétones) [304].

Les résultats obtenus grace aux spectres FT-IR sont en accord avec les résultats obtenus par
les méthodes classiques (analyses physico-chimiques). La dégradation de 'HGO a été
confirmée par la formation des composés secondaires a fonction carbonyle (acides gras libres,
aldéhydes et cétones). Les acides gras libres et d’autres produits de dégradation toxiques la
rendent impropre a la consommation humaine (huile non alimentaire).

Les attributions des différentes fonctions du spectre (a) (HOV) observées en infrarouge sont
regroupées dans le Tableau IV.4 et I’identification des bandes d’absorption est basée sur les

résultats obtenus par Rohman et Man [305].

Tableau IV.4 : Localisation et attribution des différentes bandes d’absorption infrarouge de

I’huile d’olive [305].

Bande (Cm™) | Groupes fonctionnels Type de vibration Symbole
3005 C=C-H cis (CH sp2) Elongation vC=CH
2922 CHa, CHs (CH sp3) Elongation asymétrique vas CHz, CH3
2854 CH2, CH3 (CH sp3) Elongation symétrique vs CHz, CH3
1743 C=0 Elongation symétrique vs C=0
1458 CH:2 (CH sp3) Déformation dans le plan das CHz
1370 CH3 (CH sp3) Déformation dans le plan O0CH3
1158 C-OH Elongation vC-0O
720 CH:z (CH sp3) Rotation o(CH2)n

I1V.3.7.2. Caractérisation des esters méthylique d’acide gras produits

L’analyse spectrale par FT-IR a également été utilisée pour suivre toutes les modifications
des liaisons chimiques engendrées par 1’exposition de la biomasse séchée du grignon d’olive et
de son huile au traitement chimique.

Le spectre FT-IR de I’HGO a été comparé au spectre d’EMAG obtenu a partir de cette huile
(Figure IV.12). Les mémes pics d’absorption avec de petits déplacements ont été observés dans
le spectre du biodiesel (b) comparativement au spectre de ’'HGO (a). La disparition du pic a

1710 cm™ du spectre (a) est due a la conversion des acides gras libres présent dans ’HGO en
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esters méthyliques. Cela a été confirmé par le groupement carbonyle (C=0) de la fonction ester
41743 cm™ qui est nettement plus intense dans le biodiesel (ester méthylique) que dans ’HGO
(ester du glycérol). Les principales différences entre les deux spectres résident également dans

la région spectrale (fingerprint) entre 1500 et 900 cm-1.
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Figure IV.12. Comparaison des spectres infrarouge de ’HGO (a) et son Ester Méthylique
d’Acide Gras EMAGrgco (b).

Le traitement chimique en deux étapes entraine des changements structuraux assez marqués
sur ’HGO lors de sa conversion en ester. Ces modifications correspondent a la 1’apparition
d’un nouveau pic a 1437 cm™! correspondant 4 la vibration de déformation du groupe O-CH3 de
la fraction d’esters méthyliques [306], et la division de la bande d’absorption a 1162 cm™ du
spectre d’HGO (a) en deux pics distincts 2 1195 et 1168 cm™ dans son ester (spectre b). Ces
résultats sont en accord avec ceux publiés dans la littérature (Figure IV.13) par d’autres auteurs
pour différentes huiles [47,95]. Il est constaté que la présence de nouveaux pics précédemment
discutés indique la conversion de I’huile de roquette [308], d’algue [227], d’amande ameére
[262] et de poisson [307] en ester méthylique d’acides gras (biodiesel). Ceci confirme que
I’HGO a également le potentiel de produire du biodiesel.

Une fois la conversion effectuée de 1’huile des grignons d’olive en biodiesel, le procédé
(estérification/transestérification) in-situ est choisi afin de minimiser les étapes du procédé

d’obtention du biodiesel et réduire, par conséquent, le cotit final de production. Cette technique
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permet I’obtention d’un biodiesel directement de la biomasse des grignons d’olive sans passer

par une ¢tape d’extraction de son huile.
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Figure I'V.13. Spectre FT-IR de biodiesel de I’huile de poisson (A) [307] et I’huile
d’amande amere (B) [262].

La Figure V.14 illustre les spectres d’ester méthylique d’acide gras obtenus a partir de la
biomasse du grignon d’olive séché (spectre a) et de son huile extraite (spectre b). Les deux

spectres affichent une grande similarité.
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Figure I'V.14. Comparaison des spectres infrarouge des esters EMAGgo (a) et EMAGmnGo (b)

Les deux spectres (a) et (b) reflétent parfaitement la structure de biodiesel. Ils présentent

des bandes caractéristiques, permettant de mettre en avant la présence de fonctions spécifiques
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— 2923 et 2853 cm’!: vibration d’élongation du groupe C—H (asymétrique et symétrique
du groupe CH>) ;

— 1743 cm’! : vibration d’élongation du groupement carbonyle C=0O de la fonction ester;

— 1437 cm!: vibration de déformation du groupe O-CHs de la fraction d’esters
méthyliques (FEM);

— 1195 et 1168 cm!: vibration d’élongation du groupement fonctionnel C—O.

Ces résultats confirment que ’utilisation de la biomasse séchée du grignon d’olive directe
ou apres extraction de son huile pour synthétiser un ester méthylique d’acide gras donne le
méme produit ayant la méme composition chimique.

La surface des pics d’absorption de la bande d’élongation (C-H et C=0) ainsi que la bande
de déformation (C-H) de ’'HGO et de son ester a été calculée a I’aide du logiciel OPUS software
pour la détermination quantitative et le suivi de la réaction d’estérification/ transestérification.

Les résultats sont présentés dans le Tableau I'V.5.

Tableau IV.5. Surface des bandes d’absorption FT-IR d’HGO et de son biodiesel.

Echantillon Type de vibration (cm™) et groupement fonctionnels

Elongation C—H | Elongation C=0O | Déformation C—H
HGO 17,53 10,77 11,82
EMAG 13,85 4,69 2,99

Une autre évidence sur la conversion de ’'HGO en son ester correspondant est que les
surfaces des bandes d’absorption de ’EMAG sont bien inférieures a celles de ’HGO, montrant
la perte de glycérol de I’huile (glycérides). Ces résultats sont conformes aux études menées par
d’autres auteurs pour les esters méthyliques issus de I’huile d’amande amére [262] et de poisson
[307] ou ils ont noté une diminution de la surface des pics caractéristiques des esters synthétisés
par rapport a ceux des huiles d’origine.

IV.3.8. Caractérisation rhéologique des liquides huileux obtenus

On se propose dans cette partie de déterminer le comportement rhéologique de ’'HGO
extraite et les EMAGs ¢€laborés, par 1’établissement de courbes d’écoulement.

Les courbes d’écoulement des échantillons analysés ont été¢ déterminées pour deux
températures (20 et 40°C), comme le montre la Figure IV.15. La variation de la contrainte de

cisaillement (t) avec la vitesse de cisaillement (y), pour I’huile extraite des GO et THOV
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alimentaire (Figure IV.15-A) est comparée avec celle des esters méthyliques synthétisés

(EMAGHhco, EMAGGco) de 'HGO (Figure IV.15-B).

L’allure des différentes courbes est linéaire passant par 1’origine, ce qui permet de conclure

que tous les échantillons testés ont un comportement Newtonien aux températures

d’essais (20°C et 40°C). On remarque aussi que I’augmentation de la température fait diminuer

les pentes qui représentent la viscosité.
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Figure IV.15. Courbes de la contrainte de cisaillement en fonction de la vitesse de
cisaillement pour des huiles (HGO, HOV) (A) et des EMAGs synthétisés (B), a 20 (ligne

continue) et a 40°C (ligne discontinue).

D’apres la littérature, ce comportement rhéologique (Newtonien) est caractéristique des
huiles végétales alimentaires [309] et du mélange biodiesel d’huile de soja avec le pétro-diesel

a différents proportions [310] comme indiqué sur les Figures IV.16-C et IV.16-D.

70

1.2
9 et R
—O—CGrasesesd _-’_,.-"g nﬂf 1.0
~ 5g.  ~he-Olive ..-:,.»"_z‘ ~ <
AN ey KT A 9 08-
# il g cgee g i
, £ = 06- s
$ S 0.4 —e—B15
§ o ) —A—B25
¢ 0.2+ —v— B50
0-0 ’ 1 v T . 1 L 1 ' I ¥ 1
=~ — — — 0 50 100 150 200 250 300
Shear et 1) Shear rate (s”)

Figure IV.16. Courbes de la contrainte de cisaillement en fonction de la vitesse de
cisaillement pour des huiles végétales alimentaire (C) et des mélanges biodiesel d’huile de

soja/pétro-diesel (D) [310], a 25°C publiées dans la littérature.
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Le comportement Newtonien de I’HGO et des EMAGs (EMAGuco, EMAGGo) peut étre

mieux visualisé sur la Figure IV.17 qui représente les viscosités en fonction de la vitesse de

cisaillement. Tel qu’illustré, ’augmentation du taux de cisaillement conduit a une diminution

de la viscosité des huiles (HGO et HOV) et des esters synthétisés (EMAGnco, EMAGGo), et

reste ensuite constante.

La Figure IV.17 montre que tous les échantillons présentent deux comportements différents,

un comportement pseudo-plastique suivi par un comportement Newtonien. Cela est en parfait

accord avec les résultats obtenus précédemment par d’autres auteurs sur I’huile des grignons

d’olive extraite chimiquement par solvant (Figure IV.17-C) et le biodiesel obtenu a partir

d’huile de soja mélang¢ a différents proportion avec le pétro-diesel (Figure IV.17-D).
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Figure IV.17. Courbes de la viscosité en fonction de la vitesse de cisaillement pour des huiles
(HGO, HOV) (A) des EMAG:s synthétisés (B), a 20°C (symboles vides) et a 40°C (symboles
pleines), de ’'HGO (C) [309] et des mélanges biodiesel d’huile de soja/pétro-diesel (D) [310],

a 25°C publiées dans la littérature.
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Plusieurs auteurs ont souligné que le comportement pseudo-plastique ou rhéo-fluidifiant est
souhaitable pour I’écoulement du biodiesel a travers les tubes et les tuyaux car les forces de
contrainte appliquées par les pompes réduisent la viscosité¢ du biodiesel. Plus la force de
cisaillement appliquée au matériau pseudo-plastique est forte, plus ’effet fluidifiant et la
réduction de la viscosité est important, donc, de meilleures propriétés d’écoulement [99,100].

Aussi, sur toutes les gammes de taux de cisaillement et de températures, ’HGO posséde une
viscosité beaucoup plus élevée que celle de ’HOV alimentaire ou celles des esters (Figures
IV.17-A et IV.17-B). La viscosité élevée de ’'HGO est cohérente avec les résultats spectraux
obtenus par FTIR et peuvent s’expliquer par son oxydation avancée qui provoque la production
d’aldéhydes et de cétones, ces dernieres augmentent la viscosité de 1’huile extraite des grignons
d’olive. Ces résultats concordent avec ceux obtenus par Navarra et coll [313]. Ils ont montré
qu’apres le traitement thermique de 1’huile d’olive extra vierge, les valeurs de viscosité ont été
augmentées par rapport a ’HOV non traitée, Cela est dii a la présence de composés d’oxydation
secondaires qui entrainent une augmentation de la viscosité.

Connaissant la viscosité qui est une grandeur physique dépendante de la pression et
notamment de la température, les résultats obtenus sont en bonne coordination avec la réalité
physique. En effet, I’augmentation de la température de 20°C a 40°C entraine la chute de la
viscosité de tous les échantillons analysés.

Ceci est di a un mouvement thermique plus important entre les molécules, ce qui réduit les
forces ou les interactions intermoléculaires, rendant 1’écoulement entre eux plus facile et
réduisant par la suite la viscosité [314]. Le comportement rhéologique dépendant de la
température a également été vérifié¢ par Kahn et Forster [103] , [104].

Le principal intérét de 1’utilisation des esters par rapport a leurs huiles est 1’abaissement de
la viscosité. Sur la Figure IV.17-B, les viscosités de deux biodiésels synthétisées sont
inférieures a celles du I’HGO, indiquant I’efficacité du traitement chimique appliqué en deux
étapes: estérification/trans-estérification. La viscosité des esters méthyliques produits diminue
de ’ordre d’un facteur de 10 (a 20°C) et de 7 (a 40°C). Par exemple, la viscosité de 'HGO a
20 °C a ¢été diminuée de 0,0834 Pa.s a 0,0086 Pa.s (EMAGHuGo) et 0,0081 Pa.s (EMAGgco),
lorsque le taux de cisaillement est augmenté de 10~ a 103 s,

En comparaison avec la littérature, ces résultats sont en bon accord avec les recherches qui
ont montré la diminution de la viscosité de la matiére grasse (huiles/graisse) apres sa conversion

en biodiesel [98].
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Conclusion générale

Le travail présenté dans ce manuscrit avait pour objectif la valorisation des grignons d’olive
en biodiesel de deuxieme génération et les pellicules d’aubergine en bioproduits (composés
phénoliques).

Pour ce faire, on a procédé, lors du premier volet de ce travail a la synthése et caractérisation
du biodiesel a partir des grignons d’olive et de son huile extraite. La biomasse étudiée est
caractérisée par une teneur en humidité de 12,51 % et une teneur en lipides totaux égale a 15,19
% MS. Les résultats de I’analyse physicochimique et structurale de 1’huile extraite des grignons
d’olive (HGO) par I’hexane a révélé des signes d’une forte dégradation. Sa teneur en acides
gras libres est estimée a 20,97% d’acide oléique et sa viscosité a 34,76 mm’.s'. La pré-
estérification a catalyse acide suivie par une transestérification basique ont été utilisées dans le
but de réduire a la fois la viscosité et I’acidité¢ de ’HGO. Deux méthodes de conversion par la
réaction chimique en deux étapes ont ¢€té proposées pour produire un biodiesel a base de la
biomasse du GO, I’'une dite conventionnelle et I’autre in-situ. La premicre nécessite ’utilisation
de I’HGO aprés son extraction de la matrice d’origine, tandis que la deuxiéme consiste a réaliser
la réaction de I’huile directement dans la biomasse olé¢agineuse avec 1’alcool acidifi¢ en
présence d’hexane. Le traitement chimique utilisé en deux étapes a apporté les modifications
attendues par production des esters méthyliques d’acides gras (EMAG), assurant a la fois une
acidité normalisée (0,32 mg KOH/g bviodieset pour EMAGHGo vs 0,26 mg KOH/g biodiesel pour
EMAGGco), et une viscosité acceptable (6,19mm?*/s pour EMAGnuGo vs 6,17 mm?/s pour
EMAGco).

En plus, les propriétés physiques et chimiques des esters méthyliques produits avec le
procédé classique d’extraction-conversion de I’HGO en deux étapes et le procédé in-situ
d’extraction-conversion simultanée de I’HGO en une seule étape respectent les consignes des
deux normes européennes (EN 14214) et américaine (ASTM D6751). L’EMAG issu de la
méthode directe (In-situ) présente un meilleur rendement de 98,46% dans un temps de
production extrémement court (la suppression totale de la pré-extraction d’huile) et de
meilleures performances énergétiques relativement a 1’indice d’acide, point d’éclair (128°C),
I’indice de cétane (50,4), point trouble (-3°C), point de congélation (-8°C) et point
d’écoulement (-5°C).

L’analyse structurale par FTIR des produits synthétisés a prouvé que les deux esters
méthyliques (EMAGnGo) et (EMAGHGo) possedent la structure caractéristique de biodiesel

(présence du groupe O-CH3 de la fraction d’ester méthylique), ce qui se traduit par la conversion
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de I’huile en EMAG. L’¢étude rhéologique aux deux températures 20 et 40°C a illustré un
comportement pseudo-plastique suivi par un comportement newtonien pour les deux EMAG
¢laborés. Ce type du comportement est souhaitable pour 1’écoulement du biodiesel.

Dans le deuxiéme volet, ’accent a été mis sur la récupération des anthocyanines et d’autres
composés phénoliques a partir d’aubergine et ses pellicules par diffusion solide-liquide,
intensifiée par deux types de prétraitement, a savoir conventionnel (broyage fin) et innovateur
(ultrasons a sonde). Le procédé d’extraction a été étudié en termes d’influence des différents
paramétres opératoires (pH du solvant, nature du solvant et la température) a partir des pulpes
et des pellicules d’aubergine découpées en morceaux d’un coté et complétement broyées d’un
autre coté. L effet des ultrasons sur I’extraction des composés phénoliques a €té mis en évidence
a travers une étude d’optimisation du temps de traitement.

Les résultats de I’optimisation de 1’extraction par diffusion des échantillons découpés en
morceaux et broyés ont montré que I’efficacité de I’extraction des composés phénoliques est
tout d’abord dépendante de la partie d’aubergine étudiée (pellicules/pulpes).

L’¢tude des effets des principales conditions opératoires a permis de conclure que le pH du
solvant, la réduction fine de la taille des particules et la température ont été identifiés comme
étant les parametres les plus influents sur 1’extraction, conduisant a la concentration en
composés phénoliques totaux la plus élevée.

Le broyage fin améliore considérablement de pres de 2,4 fois (18,60 vs 7,75 mgEAG/gms
pour les pellicules) et 1,86 fois (9,80 vs 5,25 mgEAG/gms pour les pulpes) la teneur en
composés phénoliques dans les extraits diffusés a 25 °C en comparaison avec ceux issus des
¢chantillons non broyés. Sous les conditions optimales obtenues (pH=2 et une température de
75°C avec broyage), le contenu phénolique des pellicules est 2,95 fois supérieur a celui
enregistré pour les pulpes (23,10 mgEAG/gwms pour les pellicules contre 7,83 mgEAG/gms pour
les pulpes).

L’application des US sur les échantillons d’aubergine découpés en morceaux pendant 30
min a permis d’obtenir les quantités les plus €levées en composés phénoliques pour les
pellicules ainsi que pour les pulpes. La teneur maximale en composés phénoliques atteinte est
de 29,01 mgEAG/gwms contre une teneur de 23,10 mgEAG/gwms apres diffusion solide/liquide de
pellicules broyées. En plus, 1’application des US pour 30 min a permis de multiplier la teneur
en composés phénoliques de pellicules découpées en morceaux (diffusées pendant 60 min) d’un
facteur de 3,74.

L’étude des extraits de pellicules par 'HPLC a également permis d’identifier et de quantifier

(aire des pics) principalement des anthocyanines. Une différence dans la composition des
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extraits a été observée. En effet, les pellicules traitées aux US a différents temps sont
concentrées en delphinidine-3-rutinoside, delphinidine-3-rutinoside-5-glucoside, malvidine-3-
rutinoside-5-glucoside, cyanidine-3-rutinoside et petunidine-3-rutinoside, tandis que les
pellicules diffusées pendant 60 min contiennent, quant a elles, que de la delphinidine-3-
rutinoside, la delphinidine-3-rutinoside-5-glucoside, et la malvidine-3-rutinoside-5-glucoside.

Les résultats de ’HPLC ont montré que les ultrasons conduisent a une extraction plus
sélective qu’une diffusion, en réduisant la consommation énergétique (temps) d’un facteur 2.

Au niveau cellulaire, ’analyse par MEB des résidus de pellicules traités aux US a montré
que les conditions choisies pour ce traitement permettent d’endommager les parois et les
membranes cellulaires par effet mécanique li¢ a la cavitation acoustique et que cet effet dépend
du temps d’exposition des pellicules aux ultrasons. Pour une durée de 30min sous US, les parois
cellulaires de la couche pelliculaire (épidermique) sont plus endommagées permettant
I’augmentation de la surface d’échange entre le solide et le liquide et ’amélioration de la
libération de leur contenu intracellulaire (anthocyanines) dans le milieu environnant. Ceci a été
expliqué par I’augmentation de la teneur en composés anthocyaniques dans les extraits issus
des USs30 par rapport aux témoins (Teo).

Les résultats de 1’étude de I’activité antioxydante (DPPH) ont montré que les extraits issus
des US possedent une bonne activité antioxydante associée a une concentration inhibitrice Clso
de ’ordre 7,048 pg/ml. L’importante capacité inhibitrice du radical DPPH par les extraits US3o0
est attribuée a sa forte teneur en anthocyanines (CLHP). Ceci a été prouvé par la présence de la
fonction catéchol (ortho-diphénol sur le cycle B), un élément structural corrélé a une activité
antioxydante importante, dans les molécules anthocyanidines glycosylées qu’elles contiennent
(delphinidines, cyanidines et petunidines).

Enfin, il faut souligner que ce travail est loin d’étre fini et un certain nombre de
perspectives de recherches futures peuvent étre identifiées a ce stade :

- Sur le biodiesel, il faut effectuer des essais moteurs avec les biodiesels synthétisés, seuls
et en mélange avec le diesel, ainsi que I’étude des caractéristiques de combustion, des
performances et des émissions polluantes,

- Sur les extraits de pellicules d’aubergine, il faut étudier la séparation et la purification
des extraits phénoliques par des méthodes membranaire afin de les concentrer et
d’améliorer leur purete,

- 1l faut également trouver des applications des extraits purifiés en les incorporant dans

divers produits agroalimentaires, cosmétiques ou pharmaceutiques commercialisables.
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