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La présente invention concerne un procédé de traite-
ment de co-produits issus de la production d’huile d’olive.

La présente invention concerne également un procédé
d’extraction d’actifs d’'intérét cosmétique, thérapeutique et/
ou alimentaire.
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Description

Titre de I'invention : Margines d’huile d’olive

Domaine technique

La présente invention concerne un procédé de traitement de co-produits issus de la
production d’huile d’olive.

La présente invention concerne également un procédé d’extraction d’actifs d’intérét
cosmétique, thérapeutique et/ou alimentaire.

Technique antérieure

Depuis quelques décennies, la filiere oléicole européenne et mondiale s'est méta-
morphosée. En 2016, la production mondiale d’huile d’olive représentait 3 millions de
tonnes. Petit producteur, la France se distingue par un autre paramétre que le volume
de production : la qualité, le haut de gamme, de nombreux produits de variétés
identifiées.

De maniere générale, les procédés d’extraction d’huile d’olive se caractérisent par
trois étapes principales, incluant une étape de broyage, une étape de malaxage, puis
une €tape de séparation. Cette derniere étape peut étre réalisée selon plusieurs
méthodes.

Ainsi, quatre principales méthodes d’extractions de 1’huile d’olive sont actuellement
utilisées dans le monde (méthode traditionnelle, en 2 phases, 2 phases ¥2 et 3 phases).

Le procédé traditionnel discontinu dit par pressage est le plus ancien mais n’a pas
permis de répondre a la demande croissante des consommateurs en huile d’olive.

Ainsi, dans les années 1970, est apparu un procédé d’extraction en continu par dé-
cantation centrifuge, dit « en trois phases », qui utilise une grande quantité d’eau pour
extraire I’huile d’olive. Cependant, I’augmentation du rendement de production d’huile
d’olive engendre un volume tres important de co-produits, dont un effluent aqueux tres
polluant, les margines, ou eaux de végétations.

Les margines issues de I’extraction par pressage, dite « traditionnelle », demeurent
des sous-produits a tres forte charge polluante mais du fait des faibles ajouts d’eau au
cours de I’extraction de 1’huile, les volumes de margines produites restent relativement
limités par rapport aux autres procédés comme la méthode en trois phases qui est celle
générant des quantités de margines allant jusqu’a 1200 L pour une tonne d’olive
triturée.

La méthode d’extraction utilisant des décanteurs dits « a économie d’eau », ou deux
phases Y2, nécessite des ajouts d’eau moins importants, ce qui limite les volumes de
margines rejetés (550 a 750 L pour une tonne d’olives).

Afin de limiter I’émission de cet effluent, un nouveau systeme a été mis en place, le
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systeme continu d’extraction en deux phases qui consomme beaucoup moins d’eau. Le
systeme d’extraction en deux phases est tres similaire au systeéme d’extraction en trois
phases ou, deux phases %2, mais ne requiert pas d’ajout d’eau avant, ou durant, 1’étape
de malaxage. Contrairement aux procé€dés de type trois phases ou deux phases V2, les
grignons issus de la méthode en deux phases sont humides. Toutefois, mémes les
grignons humides sont apparentés aux margines, car ils présentent une forte charge
polluante proche de celle observée avec les autres méthodes d’extraction selon le
rapport de France Olive publi€ en 2011.

Aussi, méme fortement diluées par les grandes quantités d’eau ajoutée au niveau du
décanteur, et quelle que soit la méthode d’extraction mise en ceuvre, ce type de
margines reste un sous-produit a forte charge polluante.

Des solutions de retraitement des déchets (compostages, épandages, destructions...)
ont été mises en place par la filiere ol€icole mais le dernier bulletin (Guide des bonnes
pratiques d’élimination des sous-produits octobre 2011) de France Olive
(anciennement appelé AFIDOL) (Association Francaise Interprofessionnelle de
I’Olive) fait €tat a travers son audit des volumes trés importants et des charges
polluantes propres aux margines.

La composition de 1’huile d’olive et des margines peut varier avec la variété des
oliviers, la maturité du fruit, les conditions climatiques, le temps de stockage ainsi que
la méthode d’extraction utilisée. La majorité des polyphénols se retrouve dans les
margines (40%) et seulement 0,3 a 1,5% des phénols disponibles ont été trouvés dans
I’huile d’olive selon le systeme utilisé.

Le composé phénolique prépondérant dans les margines est I’hydroxytyrosol, un
composé comportant un seul groupement phénol. D’ autres composés phénoliques
simples sont fréquemment trouvés dans 1’huile d’olive et dans les margines, mais a de
plus faibles concentrations ; notamment le tyrosol, 1’acide élénolique, 1’oleuropéine,
I’acide protocatéchique, I’acide vératrique, 1’acide vanillique, 1’acide gallique, 1’acide
4-hydroxyacétique, I’acide cinnamique, 1’acide paracoumarique et I’acide syringique.

Ces molécules sont des composés d’acide ou d’alcool phénoliques possédant une ou
plusieurs fonctions phénols. Ils dérivent par hydroxylation de I’acide benzoique
(C6-C1) ou de I’acide cinnamique (C6-C3) (famille des phénylpropanoides). D’autres
composé€s phénoliques plus complexes sont également retrouvés, les sécoiridoides, tel
I’oleuropéine qui est un ester de 1’acide élénolique et de I’hydroxytyrosol, ou des
molécules ayant une structure de base similaire a celle de 1’acide coumarique
glycosylé.

WO02005/123603 rapporte un procédé d’extraction de composés chimiques a partir
de co-produits issus de la production d’huile d’olive.

Il demeure un besoin de traitement des effluents toxiques issus de la production
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d’huile d’olive ; en particulier de traitement des margines issues de procédés

d’extraction d’huile d’olive de type 2 phases Y2 et 3 phases.
W02010/094860 rapporte un procédé d’extraction de composés phénoliques de

faible masse moléculaire a partir d’eaux de végétation d’olive ou de raisin.

Il demeure un besoin de nouveaux procédés de production de 1’huile d’olive écolo-
giquement acceptables et adaptés aux besoins du marché.

En particulier, il demeure un besoin de procédés de production applicables indus-
triellement.

Il demeure un besoin de valorisation des co-produits issus de la production d’huile
d’olive.

Il demeure donc également un besoin de traitement des co-produits issus de la
production d’huile d’olive ; et tout particulierement des margines.

En particulier, il demeure un besoin de détoxification des margines d’huile d’olive,
dont la toxicité est attribuée a leurs constituants phénoliques.

Il demeure également un besoin d’identification des propriétés pharmaceutiques, cos-
métiques et alimentaires de 1’huile d’olive, et de ses co-produits.

Il demeure également un besoin d’extraction de composés d’intéréts pharma-
ceutiques, cosmétiques et alimentaires.

La présente invention a pour objet de satisfaire ces besoins.

Résumé de l'invention

Les inventeurs ont identifi€ la présence d’oléacéine (3,4 DHPEA-EDA), un composé
phénolique de la famille des sécoiridoides, dans des margines d’huile d’olive.

A la connaissance des inventeurs, la présence d’oléacéine dans de telles margines
n’avait, jusqu’ici été identifiée qu’a 1’état de traces, et non valorisée industriellement.
Les inventeurs ont ainsi pu évaluer I’impact de parametres influencant la teneur en

oléacéine dans ces margines, et un protocole d’échantillonnage a ét€ mis en ceuvre
pour en minimiser la variabilité ; a la fois dans la matiere premiere et dans un procédé
d’extraction.

Ces procédés mis en ceuvre demeurent applicables a une échelle industrielle.

Les inventeurs ont enfin pu confirmer la présence d’une activité biologique des
fractions obtenues, induite par la présence d’oléacéine en tant qu’actif principal.

Ce procédé d’extraction peut donc concerner a la fois des procédés de traitement de
margines d’huile d’olive, mais également des procédés d’extraction d’oléacéine, ainsi
que la valorisation des fractions obtenues, tout particulierement, dans les domaines
pharmaceutiques, cosmétiques et alimentaires.

Selon I’un de ses objets principaux, la présente invention concerne un procédé de

traitement de margines d’huile d’olive, comprenant les étapes suivantes :
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a. fourniture d’une composition de margine d’huile d’olive, la margine étant ca-
ractérisée par une teneur en maticre seche comprise entre 3% et 20% de la
masse totale de la composition;

b. ajustement du pH de la composition a un pH acide, compris entre 3,5 et 5,5;
traitement enzymatique de la composition ajustée ;
traitement de la composition par microfiltration (MF), et recueil de la fraction
microfiltrée, en particulier du perméat microfiltré ;

e. traitement de la fraction microfiltrée par nanofiltration (NF), et recueil de la
fraction nanofiltrée, en particulier du rétentat nanofiltré ;

f. optionnellement, traitement de la fraction nanofiltrée par chromatographie de

partage centrifuge (CPC) et recueil de la fraction purifiée.
Selon I’un de ses autres objets principaux, la présente invention concerne un procédé

d’extraction d’oléacéine, comprenant la mise en ceuvre d’un procédé de traitement de
margines d’huile d’olive, tel que défini précédemment, et la présence d’au moins une
étape de recueil d’une fraction comprenant de 1’oléacéine.

Selon I’un de ses autres objets principaux, la présente invention concerne une com-
position d’oléacéine obtenue par un procédé d’extraction, tel que défini précédemment,
caractérisée en ce qu’elle comprend ladite fraction de margine d’huile d’olive.

Selon I’un de ses autres objets principaux, la présente invention concerne une com-
position d’oléacéine telle que définie précédemment, caractérisée en ce qu’elle
comprend ladite fraction de margine d’huile d’olive ; pour son utilisation en tant que
médicament.

Selon I’un de ses autres objets principaux, la présente invention concerne une uti-
lisation cosmétique ou alimentaire d’une composition d’oléacéine telle que définie pré-

cédemment.

Breve description des dessins

[Fig.1] représente un protocole de pré-traitement de margines d’huile d’olives
jusqu’a I’étape de microfiltation. Les étapes de collecte des margines, en sortie de
décanteur, puis d’ajustement des margines collectées a un pH acide.

[Fig.2] représente une comparaison de la viscosité avec et sans traitement en-
zymatique (300 ppm, 30 °C, 1 h), les fractions traitées incluant quatre préparations en-
zymatiques a activité pectinolytique d’une margine déshuilée issue d’un mélange
variétal d’olives apres extraction trois-phases. En ordonnée, figure la viscosité corres-
pondante, exprimée en mPaes (a 100 s-!). Les margines testées correspondent, de
gauche a droite, a : (1) une margine sans traitement enzymatique, (ii) une margine
enzymée avec Pectinex Ultra SPL, (iii) une margine enzymée avec Pectinex Ultra

Pulp, (iv) une margine enzymée avec Ultrazyme AFP, (v) une margine enzymée avec
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Rhodopect 100 PTE.
Description détaillée

Le terme « oléacéine » désigne ici spécifiquement le composé phénolique de la
famille des sécoiridoides, 3,4-DHPEA-EDA, dont le numéro CAS est le 149183-75-5,

de formule développée suivante :

[Chem.1]
H\f;;,@
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Ce terme est susceptible d’englober I’ensemble des sels d’oléacéine, et en particulier
I’ensemble des sels pharmaceutiquement acceptables d’oléacéine.

Sauf indication contraire, ce terme n’englobe pas les analogues de 1’oléacéine
retrouvés, notamment, dans les margines ou huiles d’olives, telles que 1’oleuropéine et
I’oleuropéine aglycone, qui sont susceptibles d’étre a I’origine de la formation de
I’oléacéine lors du pressage des olives.

Le document W0O2017122034 enseigne des procédés permettant d’augmenter les
niveaux de certains polyphénols, dont I’oléacéine, dans 1’huile d’olive.

Le document WO02014012871 enseigne des propriétés biologiques, notamment phar-
maceutiques, de I’oléacéine en tant qu’actif.

Comme détaillé dans les exemples ci-apres, les inventeurs démontrent que les
margines d’huiles d’olives, normalement considérées comme des effluents toxiques,
sont susceptibles de contenir des quantités importantes d’oléacéine.

De maniere également surprenante, les inventeurs mettent en évidence un procédé de
traitement de ces margines d’huiles d’olive, dont les produits finaux sont caractérisés
par de fortes teneurs en oléacéine, compatibles avec une valorisation dans les domaines
pharmaceutiques, cosmétiques et alimentaires.

Ce procédé de traitement permet ainsi d’obtenir des compositions enrichies en
oléacéine, a fort potentiel biologique, stables et présentant une bonne reproductibilité.

Ce point est d’autant plus surprenant que plusieurs analogues de 1’oléacéine, et
produits de dégradation, ont déja été rapportés dans les margines ou ’huile d’olive.

A cet égard, et a la connaissance des inventeurs, I’oléacéine n’a été jusqu’ici ca-
ractérisée dans les margines d’huile d’olive qu’en faibles quantités.

La dégradation de I’oléacéine peut, en particulier, produire deux sous-produits : EDA
et hydroxytyrosol. Enfin I’oléocanthal, retrouvé dans I’huile d’olive, est 1’analogue le

plus proche structurellement de 1’oléacéine.
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Ainsi, le document WO2017122034 enseigne des procédés permettant d’augmenter
les niveaux de certains polyphénols, dont I’oléacéine, dans 1’huile d’olive.
Le document WO2014012871 enseigne des propri€té€s biologiques, notamment phar-
maceutiques, de 1’oléacéine en tant qu’actif.
Les inventeurs proposent donc un procédé de traitement de ces margines, en vue
d’aboutir a un produit a fort potentiel biologique ; le cas échéant, ce procédé de
traitement peut donc €tre associ€ a un procédé d’extraction et/ou de préparation de
I’0léacéine, en tant qu’actif.
Ce procédé de traitement de margines d’huiles d’olive est caractérisé, au moins, par :
L. la fourniture d’une composition de margine d’huile d’olive caractérisée par
une teneur en matiere séche comprise entre 3% et 20% de la masse totale de la
composition ; et

il. la mise en ceuvre d’une étape de traitement enzymatique, d’une étape de mi-
crofiltration (MF), et d’une étape de nanofiltration (NF).

Ainsi, selon I’un de ses objets principaux, la présente invention concerne un procédé
de traitement de margines d’huile d’olive, comprenant les étapes suivantes :

a. fourniture d’une composition de margine d’huile d’olive, la margine étant ca-
ractérisée par une teneur en matiere seche comprise entre 3% et 20% de la

masse totale de la composition;

b. ajustement du pH de la composition a un pH acide, compris entre 3,5 et 5,5;

C. traitement enzymatique de la composition ajustée ;

d. traitement de la composition par microfiltration (MF), et recueil de la fraction
microfiltrée ;

€. traitement de la fraction microfiltrée par nanofiltration (NF), et recueil de la

fraction nanofiltrée.
En fonction de la matiere premiere et des caractéristiques des fractions collectées, ce
procédé de traitement est également susceptible d’inclure d’autres étapes.
Avantageusement, ledit procédé est susceptible d’inclure une étape de traitement par
chromatographie de partage centrifuge (CPC) et recueil de la fraction purifiée.
Selon ce mode de réalisation particulier, la présente invention concerne un procédé
de traitement de margines d’huile d’olive, comprenant les étapes suivantes :
a. fourniture d’une composition de margine d’huile d’olive, la margine étant ca-
ractérisée par une teneur en maticre seche comprise entre 3% et 20% de la

masse totale de la composition;

b. ajustement du pH de la composition a un pH acide, compris entre 3,5 et 5,5;
C. traitement enzymatique de la composition ajustée ;
d. traitement de la composition par microfiltration (MF), et recueil de la fraction

microfiltrée ;
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e. traitement de la fraction microfiltrée par nanofiltration (NF), et recueil de la
fraction nanofiltrée ;

f. traitement de la fraction nanofiltrée par chromatographie de partage centrifuge
(CPC) et recueil de la fraction purifiée.

Selon certains modes de réalisation du procédé de traitement de margines d’huiles
d’olive, le dit procédé comprend en outre une ou plusieurs étapes de tamisage ; en par-
ticulier une ou plusieurs étapes de tamisage avant 1’étape de traitement par micro-
filtration.

Selon certains modes de réalisation du procédé de traitement de margines d’huiles
d’olive, le dit procédé comprend une ou plusieurs étapes de tamisage apres 1’étape de
traitement enzymatique, et avant I’étape de traitement par microfiltration.

Selon certains modes de réalisation du procédé de traitement de margines d’huiles
d’olive, le dit procédé€ consiste en les étapes a), b), ¢), d) et e).

Selon certains modes de réalisation du procédé de traitement de margines d’huiles
d’olive, le dit procédé consiste en les étapes a), b), ¢), d), e) et f).

Selon certains modes de réalisation du procédé de traitement de margines d’huiles
d’olive, I’étape b) suit immédiatement 1’étape a), sans €tape intermédiaire.

Selon certains modes de réalisation du procédé de traitement de margines d’huiles
d’olive, I’étape c) suit immédiatement 1’étape b), sans étape intermédiaire.

Selon certains modes de réalisation du procédé de traitement de margines d’huiles
d’olive, I’étape d) suit immédiatement 1’étape c), sans €tape intermédiaire.

Selon certains modes de réalisation du procédé de traitement de margines d’huiles
d’olive, I’étape e) suit immédiatement 1’étape d), sans étape intermédiaire.

Selon certains modes de réalisation du procédé de traitement de margines dhuiles
d’olive, I’étape f) suit immédiatement 1’étape e), sans étape intermédiaire.

Ladite fraction microfiltrée, ladite fraction nanofiltrée, et le cas échéant ladite
fraction purifiée peuvent étre caractérisées par la présence d’oléacéine.

Les fractions caractérisées par la présence d’oléacéine sont choisis parmi : le perméat
microfiltré, le perméat nanofiltré, le rétentat microfiltré et le rétentat nanofiltré.

Les fractions caractérisées par la présence d’oléacéine sont, en particulier, le perméat
microfiltré et le rétentat nanofiltré issus des dits procédés de traitement et d’extraction.
Une composition de margine d’huile d’olive, caractérisée par une teneur en maticre

seche comprise entre 3% et 20% de la masse totale de ladite composition, est sus-
ceptible d’€tre caractérisée par une teneur en matiere seche de 3,4, 5, 6,7, 8,9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, ou 20% de la masse totale de ladite composition.

Selon certains modes de réalisations particuliers du procédé de traitement selon

I’invention, ladite composition de margines est susceptible d’étre caractérisée par une

teneur en maticre seche égale ou supérieure a 3,4, 5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
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16, 17, 18, ou 19% de la masse totale de ladite composition.

Selon certains modes de réalisations particuliers du procédé de traitement selon
I’invention, ladite composition de margines est susceptible d’étre caractérisée par une
teneur en matiere seche égale ou inférieure 2 4, 5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17, 18, 19 ou 20% de la masse totale de ladite composition.

Selon certains modes de réalisations particuliers du procédé de traitement selon
I’invention, ladite composition de margines d’huile d’olive est caractérisée par une
teneur en masse seche comprise entre 4% et 13% de la masse totale de la composition.

Selon certains modes de réalisations particuliers du procédé de traitement selon
I’invention, les dites margines sont issues d’un procédé de production d’huile d’olive
en systeme deux phase, deux-phase ¥2 ou trois-phases ; en particulier issu d’un procédé
en systeme deux-phase %2 ou trois-phases.

Selon certains modes de réalisations particuliers du procédé de traitement selon
I’invention, les dites margines sont issues d’une variété choisie parmi : Aglandau,
Bouteillan, Cailletier, Cayet roux, Cayon du Var, Clermontaise, Ghjermana, Grossane,
Oliviere, Lucques, Négrette, Petit Ribier, Picholine, Rougette de 1’ Ardeche, Sabine,
Salonenque, Tanche, Verdale de I’Hérault, Zinzala; en particulier choisie parmi :
Bouteillan, Négrette, Aglandau, Picholine, Lucques et Oliviere ; ou d’un mélange
variétal, tel qu’un mélange comprenant 1’une quelconque des dites variétés.

Selon certains modes de réalisations préférés du procédé de traitement selon
I’invention, les dites margines sont issues de la variété Picholine, ou d’un mélange
variétal comprenant la variété Picholine.

L’étape d’ajustement du pH de la composition a un pH acide, comprise dans le
procédé de traitement selon I’invention, peut inclure un ajustement a un pH acide
quelconque compris entre 3,5 et 5,5 ; ceci inclut I’ensemble des pH compris entre ces
deux intervalles, soit notamment : 3,5;3,6;3,7;3,8,3,9:;4,0;4,1:4,2;43:;4,4;
4,5;4,6;4,7,48:;49;5,0;5,1;52;5,3;54:5,5.

Selon certains modes de réalisation particuliers du procédé de traitement selon
I’invention, le pH de la composition est ajusté entre 4,0 et 4,5.

Selon certains modes de réalisation du procédé de traitement selon I’invention,
I’étape de traitement enzymatique, en particulier par macération, est réalisée en
présence d’une ou plusieurs enzymes pectinolytiques, ou pectinases.

Des exemples d’enzymes pectinolytiques, ou mélanges enzymatiques selon
I’invention, sont connus de I’homme du métier. De tels mélanges enzymatiques
peuvent, avantageusement comprendre une ou plusieurs enzymes pectinolytiques,
choisies parmi des polygalacturonases, des pectine-lyases, des pectine-
méthyl-estérases, , ou I’'une quelconque de leur(s) combinaisons.

En particulier, des exemples de compositions commerciales pouvant €tre mises en
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ceuvre dans un procédé de I’invention peuvent &tre choisies parmi : Pectinex® Ultra
SP-L (Novozymes), Pectinex® Ultra Pulp (Novozymes), Pectinex® Ultra AFP,
Rohapect® MC (AB Enzymes).

Selon un mode de réalisation exemplifi€, une composition enzymatique pouvant €tre
mise en ceuvre dans un procédé de 1’invention peut €tre constitué de, ou comprendre,
une composition Rohapect® PTE100 (AB Enzymes).

Selon certains modes de réalisation du procédé de traitement selon 1’invention,
I’étape de traitement enzymatique étant réalisée a une température égale ou supérieure
a 30°C, par exemple comprise entre 30°C et 55°C ; ce qui est donc susceptible
d’englober 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49,
50, 51, 52, 53, 54, 55°C.

Selon certains modes de réalisation particuliers du procédé de traitement selon
I’invention, I’étape de traitement enzymatique est réalisée a une température égale ou
supérieure a 45°C.

Selon certains modes de réalisation dudit procédé, 1’étape de microfiltration (MF)
peut &tre réalisée a travers une membrane en céramique.

Selon certains modes de réalisation particuliers du dit procédé, I’étape de micro-
filtration (MF) peut étre réalisée a travers une membrane en céramique choisie parmi :
- une membrane caractérisée par une couche active de type ALOs;

- une membrane caractérisée par une couche active de type TiO,;
- une membrane caractérisée par une couche active de type ZrO,,
— une membrane caractérisée par couche active de type SiC.

Selon certains modes de réalisation particuliers dudit procédé, 1’étape de micro-
filtration (MF) est réalisée a travers une membrane présentant un diametre moyen de
pores compris entre 0,1 et 2 um; en particulier compris entre 0,1 et 1,4 um.

Selon certains modes de réalisation du procédé de traitement selon I’invention,
I’étape de microfiltration (MF) étant réalisée a travers une membrane en céramique ; de
diametre moyen de pores compris entre 0,1 et 1,4 um ; I’étape de microfiltration (MF)
étant en particulier une étape de microfiltration tangentielle (MFT).

Selon certains modes de réalisation du procédé de traitement selon 1’invention, ledit
procédé ne comprend pas d’étape de séparation de la phase solide et de la phase liquide
avant I’étape de microfiltration.

Selon certains modes de réalisation du procédé de traitement selon 1’invention,
I’étape de nanofiltration est réalisée a travers une membrane ayant un seuil de coupure
inférieur a 1000 Da, en particulier compris entre 100 et 1000 Da ; par exemple
inférieur a 500 Da, en particulier compris entre 100 et 500 Da.

Selon certains modes de réalisation particuliers du procédé de traitement selon

I’invention, I’étape de nanofiltration est réalisée a travers une membrane ayant un seuil
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de coupure compris entre 100 Da et 500 Da, par exemple entre 200 et 500 Da.

Des exemples de membranes de nanofiltration peuvent €tre choisis parmi le groupe
suivant : NF270 (Dow Filmtec), NF200 (Dow Filmtec), NFOO (Dow Filmtec), TS80
(TriSep), TS40 (TriSep), XN45 (TriSep), UTC20 (Toray), TR60 (Toray), DK (SUEZ
((GE)), DL (SUEZ ((GE)), GE (SUEZ ((GE)), HL (SUEZ ((GE)), NFX (Synder),
NFW (Synder), NFG (Synder), TFC SR100 (Koch), SR3D (Koch), SPIRAPRO (Koch)
ESNAT1 (Nitto-Denko), NTR7450 (Nitto-Denko).

Des exemples de membranes de nanofiltration peuvent étre choisis parmi des
membranes de type polyamides, polypiperazineamides, polysulfones, polyéther-
sulfones, et composites de celles-ci.

Selon certains modes de réalisation du procédé de traitement selon 1’invention, ledit
composé comprend au moins une étape de recueil d’une fraction comprenant de
I’oléacéine ; en particulier au moins une étape de recueil d’une fraction comprenant
I’0léacéine a partir de la fraction nanofiltrée.

L’invention concerne également, selon un de ses objets principaux, un procédé
d’extraction d’oléacéine, comprenant la mise en ceuvre d’un procédé de traitement de
margines d’huile d’olive selon 1’une quelconque des revendications précédentes, et la
présence d’au moins une étape de recueil d’une fraction comprenant de 1’oléacéine.

Selon certains modes de réalisation du procédé d’extraction selon I’invention, ledit
procédé d’extraction est caractérisé en ce qu’il comprend au moins une €tape de recueil
d’une fraction comprenant I’oléacéine a partir de la fraction nanofiltrée.

Selon certains modes de réalisation particuliers, lesdits procédés de traitement et
d’extraction sont également susceptibles d’inclure une ou plusieurs étapes supplé-
mentaires. En particulier, lesdits procédés sont également susceptibles d’inclure une ou
plusieurs étapes supplémentaires choisies parmi : une étape additionnelle de micro-
filtration, une étape additionnelle de nanofiltration, une étape d’ultrafiltration, une
étape d’osmose inverse.

L’invention concerne également, selon un de ses objets principaux, une composition
d’oléacéine obtenue par ledit procédé d’extraction.

Applications de I’oléacéine, en tant qu’actif

Selon un mode de réalisation, I’invention concerne la mise en ceuvre d’oléacéine, a
titre d’actif, pour son utilisation en tant que médicament.

Selon un mode de réalisation alternative, I’invention concerne une méthode de pré-
paration d’un médicament, et/ou d’une composition pharmaceutique comprenant la
mise en ceuvre d’oléacé€ine a titre d’actif.

De maniere treés avantageuse, I’oléacéine mise en ceuvre a titre d’actif pour
comprendre, voire &tre constituée, d’une fraction issue de margines d’huile d’olive, et

tout particulierement une fraction issue de margines d’huiles d’olive obtenue selon un
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procédé de I’invention.

Selon un mode de réalisation, I’invention concerne donc la mise en ceuvre
d’oléacéine, a titre d’actif, pour le traitement ou la prévention d’un désordre chez un
individu.

Selon un mode de réalisation, I’invention concerne donc la mise en ceuvre
d’oléacéine, a titre d’actif, pour le traitement ou la prévention d’un désordre chez un
individu, le dit désordre étant choisi parmi :

- les désordres associés au stress thermique:
- les désordres associ€s au stress oxydant, tel que le stress oxydant endogene ou
exogene.

Les dits désordres peuvent tre, notamment, des désordres de nature pathologique ou
non-pathologique, tels que des désordres de nature cosmétique.

Selon un mode de réalisation, I’invention concerne la mise en ceuvre d’oléacéine, a
titre d’actif, pour le traitement ou la prévention d’un désordre choisi parmi : un
désordre inflammatoire, un désordre cardiovasculaire, un désordre de la peau, un
désordre prolifératif, par exemple un cancer, un désordre neurologique, un diabete, une
athérosclérose, une obésité.

Selon un mode de réalisation, I’invention concerne la mise en ceuvre d’oléacéine, a
titre d’actif, pour le traitement ou la prévention d’un désordre inflammatoire ; par
exemple un désordre inflammatoire immuno-médié et/ou un désordre inflammatoire
intestinal, choisi parmi : une maladie chronique de I’intestin, une sclérose en plaques,
une maladie pulmonaire obstructive chronique, une maladie de Crohn, une spondy-
larthrite ankylosante, un lupus erythémateux disséminé, un psoriasis, un rhumatisme
psoriasique et une myocardite.

Selon un mode de réalisation alternatif, 1’invention concerne la mise en ceuvre
d’oléacéine, a titre d’actif, pour une utilisation non-thérapeutique.

Selon un mode de réalisation, I’invention concerne une méthode de préparation d’une
composition alimentaire, et/ou d’une composition cosmétique comprenant la mise en
ceuvre d’oléacéine a titre d’actif.

Selon un mode de réalisation, I’invention concerne donc une utilisation cosmétique
ou alimentaire d’une composition d’oléacéine, en tant qu’actif, telle qu’une com-
position d’oléacéine obtenue a partir de margines d’huile d’olive, et tout particu-
lierement obtenue a partir de margines, selon un procédé de I’invention.

Selon un mode de réalisation, I’invention concerne donc la mise en ceuvre
d’oléacéine, a titre d’actif, pour le traitement ou la prévention d’un désordre
cosmétique associé a 1’age, tel qu’un désordre cutané, choisi parmi : les rides, les
ridules, le relachement de la peau, la perte de densité de la peau, la perte de fermeté de

la peau, le photo-vieillissement.



[0113]

[0114]

[0115]

[0116]

[0117]

12

Définitions

Les termes utilisés dans la présente description sont utilisés avec leur signification
habituelle dans le domaine technique considéré, et au regard du contexte de la des-
cription dans lesquelles les termes sont utilisés. Certains termes sont davantage
discutés ci-dessous, ou ailleurs dans la description, pour fournir des indications supplé-
mentaires au regard de I’invention et de sa mise en ceuvre. Les définitions qui suivent
sont fournies pour la description et les revendications.

La description des différents modes de réalisation de 1’invention comprend les modes
de réalisation incluant « comprenant », « ayant », « consistant en » et « consistant
essentiellement en ». Les mots « avoir » et « comprendre », ou des variantes telles
que « a», « ont », « comprend » ou « comprenant » doivent €tre compris comme im-
pliquant I’inclusion du ou des éléments indiqués (comme un élément d’une com-
position ou une étape de méthode) mais pas 1’exclusion d’autres éléments. Le terme «
consistant en » implique 1’inclusion du ou des €léments indiqués, a I’exclusion de tout
élément supplémentaire. L’expression « consistant essentiellement en » implique
I’inclusion des €léments indiqués, et éventuellement d’autres €léments lorsque les
autres €léments n’affectent pas matériellement les caractéristiques fondamentales et
nouvelles de I’invention. Selon le contexte, le terme « comprendre » peut également
indiquer strictement les caractéristiques indiquées, les nombres entiers, les étapes ou
les composants indiqués et, par conséquent, dans ce cas, il peut étre remplacé par «
consister en ».

Le terme « environ » ou « approximativement » tel qu’utilisé€ ici au regard d’une
valeur numérique se réfere a la plage d’erreur habituelle pour la valeur considérée, telle
qu’elle habituellement identifiée par ’homme du métier dans le domaine technique
considéré. La mention du terme « environ » au regard d’une valeur ou d’un parametre
spécifique inclut et décrit en tant que tel cette valeur ou ce parametre. Le terme «
environ » fait référence a + 10 % d’une valeur donnée. Cependant, chaque fois que la
valeur en question se réfere a un objet indivisible qui perdrait son identité une fois
subdivisé, alors « environ » fait référence a + 1 de I’objet indivisible.

Le terme « individu » ou « patient » tel qu’utilisé dans le présent texte désigne en
particulier un mammifere. Les mammiferes considérés incluent, en particulier, les
animaux domestiques (par exemple, bovins, ovins, chats, chiens, et chevaux), les
primates (par exemple humains et non-humains), les lapins et les rongeurs (par
exemple, les souris et les rats). Selon un mode de réalisation particulier, un individu,
ou patient, est un €tre humain.

Dans le contexte de la présente invention, les termes « prévenir », « prévention » (et
les variantes de ces expressions) au regard d’un désordre physiologique ou d’une

maladie concerne le traitement prophylactique de la maladie ou du désordre, par
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exemple chez un individu suspecté d’avoir cette maladie ou ce désordre, ou étant a
risque de développer cette maladie ou ce désordre. Prévenir inclut, mais n’est pas
limité a, la prévention ou le ralentissement du développement de la maladie, et/ou le
maintien d’un ou plusieurs symptémes de maladie a un niveau désiré ou un niveau
moindre. Le terme « prévenir » ne requiert pas 1’élimination a 100 % de la possibilité
ou de la probabilité de survenue de la maladie ou du désordre. Ce terme désigne plutdt
la réduction a un degré moindre du risque ou de la probabilité d’occurrence d’un
phénomene donné. Comme indiqué, la prévention peut étre complete, ¢’est-a-dire
I’absence de symptomes ou de maladie détectable, ou partielle, de telle qu’il y ait
moins de symptdmes ou que les symptomes soient d’intensité moindre.

Dans le contexte de la présente invention, les termes « quantité thérapeutiquement
efficace » et « quantité prophylactiquement efficace » se référent a une quantité qui
fournit un avantage thérapeutique dans le traitement, la prévention ou la gestion des
processus pathologiques considérés. La quantité spécifique qui est thérapeutiquement
efficace peut étre facilement déterminée par un médecin et peut varier en fonction de
facteurs tels que le type et le stade des processus pathologiques considérés, les an-
técédents médicaux, le sexe, le poids et 1’age du patient, son régime alimentaire, et
I’administration d’autres agents thérapeutiques.

Au sens de I’invention, le terme « significativement » ou tous termes dérivés, utilisé
dans le contexte d’un changement, signifie que le changement observé est notable ou
qu’il a une signification statistique.

Dans le contexte de la présente invention, les termes « traiter », « traitement », «
thérapie » ou « thérapeutique » se référent a 1’administration ou la consommation
d’un actif a des fins curatives, de soulagement, de réduction, d’atténuation, ou
d’amélioration d’une maladie ou d’un désordre pathologique, ou d’un ou plusieurs
symptdmes associé€s, ou pour prévenir ou ralentir la progression de ce ou ces
symptdmes ou de cette maladie, ou pour arréter le développement de ce ou ces
symptdmes, ou de cette maladie ou de ce désordre pathologique d’une maniere statis-
tiquement significative. Plus particulicrement, « traiter » ou « traitement » incluent
toute approche pour obtenir un effet bénéfique ou un résultat désiré a I’égard d’une
maladie chez un individu. Les résultats cliniques bénéfiques ou souhaités peuvent
inclure, mais sans s’y limiter, I’atténuation ou I’amélioration de la maladie ou d’un ou
de plusieurs symptdmes d’une telle maladie ; la diminution ou la réduction de
I’étendue de la maladie, la stabilisation, c’est-a-dire 1’absence d’aggravation d’une
maladie, ou d’un ou de plusieurs symptomes d’une telle maladie ; la prévention d’une
maladie, ou d’un ou de plusieurs symptomes d’une telle maladie ; la prévention de la
propagation d’une maladie, ou d’un ou de plusieurs symptomes d’une telle maladie ; le

ralentissement d’une maladie, ou d’un ou de plusieurs symptomes d’une telle maladie
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ou de la progression d’un ou des symptdmes d’un telle maladie ; la diminution de la ré-
apparition d’une maladie associée, ou d’un ou de plusieurs symptdmes d’une telle
maladie ; et I’interruption d’une maladie, ou d’un ou de plusieurs symptomes d’une
telle maladie. En d’autres termes, le « traitement » tel qu’utilisé ici comprend toute
guérison, amélioration, réduction ou interruption d’une maladie, ou d’un ou de
plusieurs symptomes d’une telle maladie. Une « réduction » d’un symptdome ou d’une
maladie signifie une diminution de la gravité ou de la fréquence de la maladie ou du
symptome, ou I’élimination de la maladie ou du symptome.

Par « pharmaceutiquement acceptable » ou « physiologiquement acceptable » on
entend signifier que le véhicule (support, diluant, ou excipient) doit étre compatible
avec les autres ingrédients de la formulation, et non nocif pour I’individu a qui la com-
position le comprenant est administrée. Un véhicule pharmaceutiquement acceptable
est un véhicule reconnu comme satisfaisant, notamment, aux critéres d’innocuité, de
compatibilité, et d’inertie requis pour une mise en ceuvre dans le domaine pharma-
ceutique. A titre d’exemples de véhicule pharmaceutiquement acceptable, il est
possible de citer 1’eau stérile, les saccharides tels que le sucrose ou le saccharose, les
amidons, les sucres alcools tels que le sorbitol, les polymeres tels que le PVP ou le
PEG, les agents lubrifiants, tels que le stéarate de magnésium, les conservateurs, les
agents colorants ou de saveurs.

Dans le contexte de la présente invention, ’expression « véhicule physiolo-
giquement acceptable » vise a désigner toute substance ou composition compatible
avec I’organisme de I’individu auquel un actif de I’invention doit €tre administré. En
particulier, un véhicule physiologiquement acceptable est une substance ou com-
position dont I’administration a un individu ne s’accompagne pas d’effets déléteres si-
gnificatifs. Il peut s’ agir, par exemple, d’un solvant non toxique tel que I’eau ou une
solution aqueuse saline. En particulier, un tel véhicule est compatible avec une admi-
nistration orale ou rectale, et de préférence est adapté a une administration par la voie
orale.

Par "sel pharmaceutiquement acceptable”, on entend un sel qui conserve l'activité
biologique souhaitée du composé d'origine et qui ne communique pas d'effets toxiques
indésirables. Les sels d'addition d'acide et les sels d'addition de base sont des exemples
de tels sels. Les sels d'addition d'acide comprennent les acides inorganiques non
toxiques tels que l'acide chlorhydrique, I'acide nitrique, 'acide phosphorique, 1'acide
sulfurique, 1'acide bromhydrique, 1'acide iodhydrique, 1'acide phosphorique, et les
acides mono- et dicarboxyliques aliphatiques, les acides alcanoiques substitués par un
phényle, les hydroxyalcanes Les sels dérivés d'acides organiques non toxiques tels que
les acides, les acides aromatiques, les acides sulfoniques aliphatiques et aromatiques

sont inclus. Les sels d'addition aux bases comprennent, par exemple, les métaux
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alcalino-terreux tels que le sodium, le potassium, le magnésium et le calcium, ainsi que
le N,N’-dibenzyléthylenediamine, N-méthylglucamine, chloroprocaine, choline, dié-
thanolamine, éthylénediamine, procaine et autres. Les sels dérivés d'amines organiques
toxiques sont inclus.

La liste des sources, ingrédients et composants indiqués ci-apres sont compris
comme étant décrits de telle sorte que toutes combinaisons et mélanges de ceux-ci sont
également envisagés dans le cadre de la présente invention.

Il est entendu que chaque limitation numérique maximale donnée dans la description
comprend chaque limitation numérique inférieure, comme si ces limitations nu-
mériques inférieures étaient expressément €crites. Chaque limitation numérique
minimale donnée dans cette description comprend toute limitation numérique su-
périeure, comme si ces limitations numériques supérieures étaient expressément écrites
ici. Chaque plage numérique donnée tout au long de la description comprend chaque
plage numérique plus étroite incluse dans une telle plage numérique plus large, comme
si ces plages numériques plus étroites étaient toutes expressément écrites.

Toutes les listes indiquées dans la description, telles que, par exemple, les listes
d’ingrédients, sont destinées et doivent €tre interprétées comme des groupes Markush.
Ainsi, toutes les listes peuvent étre lues et interprétées comme des éléments
« sélectionnés dans le groupe constitué de » ... liste des éléments ... « et leurs com-
binaisons et mélanges ».

Il peut étre fait référence ci-apres a des noms commerciaux de composants
comprenant divers ingrédients utilisés dans la présente description. Les inventeurs
n’ont pas I’intention d’€tre limités a des matériaux sous un nom commercial par-
ticulier. Des matériaux équivalents (par exemple, ceux obtenus d’une source différente
sous un nom ou un numéro de référence différent) a ceux indiqués ici par un nom
commercial peuvent étre substitués et utilisés dans la description ci-apres.

Les compositions pharmaceutiques décrites ici peuvent également €tre mis en oeuvre
en thérapie combinée, c'est-a-dire en combinaison avec d'autres agents actifs.

Dans certains cas, les compositions pharmaceutiques décrites ici peuvent inclure
d'autres composés, agents et/ou médicaments utilisés pour traiter des pathologies telles
qu’un cancer, une maladie auto-immune ou une maladie inflammatoire. Ces composés,
agents et/ou médicaments peuvent inclure, par exemple, des agents chimiothéra-
peutiques, des agents a petites molécules ou des anticorps qui stimulent une réponse
immunitaire contre un cancer donné.

Les compositions pharmaceutiques décrites ici peuvent comprendre un ou plusieurs
sels pharmaceutiquement acceptables.

Les compositions pharmaceutiques décrites ici peuvent également inclure un an-

tioxydant pharmaceutiquement acceptable. Les exemples d'antioxydants pharmaceu-
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tiquement acceptables comprennent (1) les antioxydants hydrosolubles tels que 1'acide
ascorbique, le chlorhydrate de cystéine, le bisulfate de sodium, le métabisulfite de
sodium, le sulfite de sodium, etc. (2) les antioxydants solubles dans I'huile, les agents
oxydants tels que le palmitate d'ascorbyle, I'hydroxyanisole butylé (BHA),
I'hydroxytoluene butylé (BHT), la 1écithine, le gallate de propyle, 1'alpha-tocophérol et
autres ; et (3) les chélateurs de métaux tels que l'acide citrique, 'acide éthylenedia-
minetétra-acétique (EDTA), le sorbitol, l'acide tartrique, 1'acide phosphorique et autres
sont inclus.

Les exemples de supports aqueux ou non aqueux appropriés qui peuvent étre utilisés
dans les compositions pharmaceutiques décrites ici comprennent I'eau, 1'éthanol, les
polyols (par exemple, glycérol, propylene glycol, polyéthylene glycol, etc.) et leurs
mélanges appropriés, les huiles végétales telles que I'huile d'olive et les esters or-
ganiques injectables tels que 'oléate d'éthyle. La fluidité appropriée peut étre
maintenue, par exemple, en conservant la taille de particules requise dans le cas d'une
dispersion et en utilisant des agents de surface.

Ces compositions peuvent également contenir des adjuvants tels que des
conservateurs, des agents mouillants, des agents émulsifiants et des agents dispersants.
La prévention de la présence de micro-organismes peut tre assurée a la fois par les
méthodes de stérilisation décrites ci-dessus et par 'inclusion de divers agents anti-
bactériens et antifongiques tels que les parabenes, le chlorobutanol, le phénol, 'acide
sorbique et autres. Il peut également étre souhaitable d'inclure dans la composition des
agents isotoniques tels que les sucres, le chlorure de sodium. En outre, l'inclusion
d'agents qui retardent 1'absorption, tels que le monostéarate d'aluminium et la gélatine,
peut retarder 'absorption de formes pharmaceutiques injectables.

Les supports pharmaceutiquement acceptables comprennent les solutions ou dis-
persions aqueuses stériles et les poudres stériles pour la préparation extemporanée de
solutions ou dispersions injectables stériles. L'utilisation de tels supports et agents pour
les substances pharmaceutiquement actives est bien connue dans le domaine. Sauf dans
la mesure ot un milieu ou agent conventionnel est incompatible avec le principe actif,
son utilisation dans les compositions pharmaceutiques décrites ici est envisagée. Des
substances actives supplémentaires peuvent également €tre incorporées dans les com-
positions.

Une composition pharmaceutique doit généralement étre stérile et stable dans les
conditions de fabrication et de stockage. La composition peut €tre formulée sous forme
de solution, microémulsion, solution, microémulsion, liposome ou autre structure
ordonnée adaptée a une concentration élevée de médicament. Le support peut &tre un
solvant ou un milieu de dispersion contenant, par exemple, de 1'eau, de I'éthanol, du

polyol (par exemple, du glycérol, du propyléne glycol et du polyéthylene glycol
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liquide, et autres), et des mélanges appropri€s de ceux-ci. La fluidité appropriée peut
étre maintenue, par exemple, par l'utilisation d'un revétement tel que la 1écithine, par le
maintien de la taille de particules requise dans le cas d'une dispersion et par 1'utilisation
d'agents de surface. Dans de nombreux cas, il sera préférable d'inclure des agents iso-
toniques, par exemple des sucres, des polyalcools tels que le mannitol et le sorbitol, ou
du chlorure de sodium dans la composition. L'absorption retardée des compositions in-
jectables peut étre provoquée par l'inclusion dans la composition d'un agent qui retarde
I'absorption, par exemple, les sels de monostéarate et la gélatine.

Les solutions injectables stériles peuvent €tre préparées en incluant le composé actif,
en quantité requise dans un solvant approprié, éventuellement avec un ou une com-
binaison des ingrédients énumérés ci-dessus, puis en stérilisant par microfiltration. En
général, les dispersions sont préparées en incorporant le composé actif dans un
véhicule stérile qui contient un milieu de dispersion de base et les autres ingrédients
nécessaires parmi ceux énumérés ci-dessus. Dans le cas des poudres stériles pour la
préparation de solutions injectables stériles, la méthode de préparation préférée est une
méthode de séchage sous vide, dans laquelle une poudre du principe actif plus tout
autre ingrédient souhaité est produite a partir de la solution filtrée préalablement
stérilisée, et la lyophilisation.

La quantité de principe actif qui peut étre combinée avec les matériaux de support
pour produire une forme de dosage unique peut varier selon le sujet traité et le mode
d'administration particulier. La quantité de principe actif qui peut €tre combinée avec
un matériau de support pour produire une forme de dosage unique sera généralement la
quantité de la composition qui produit un effet thérapeutique. Selon certains modes de
réalisation, la quantité de principe actif est d'environ 0,01 % a environ 99 % par
rapport a la quantité de composition finale, de préférence d'environ 0,1 % a environ 70
% par rapport a la quantité de composition finale, la plupart du temps combinée avec
un support pharmaceutiquement acceptable

Les schémas posologiques sont ajustés pour obtenir la réponse optimale souhaitée
(par exemple, une réponse thérapeutique). Selon certains modes de réalisation, une
seule administration en bolus est possible et plusieurs doses divisées peuvent étre ad-
ministrées sur une longue période de temps, ou la dose peut étre réduite ou augmentée
proportionnellement comme indiqué dans une situation de traitement imminent. De
préférence, la formulation de compositions parentérales est sous forme de doses
unitaires, notamment pour faciliter 'administration et 1'uniformité du dosage.

Selon certains modes de réalisation, une forme de dosage unitaire désigne une unité
physiquement qui convient comme dose unique pour I’individu a traiter ; chaque unité,
associée au support pharmaceutique requis, produit l'effet thérapeutique souhaité.

Selon certains modes de réalisation, la composition pharmaceutique est utilis€e pour
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un traitement prophylactique ou thérapeutique. Le dosage et la fréquence
d'administration peuvent varier selon que le traitement est prophylactique ou théra-
peutique. Dans les applications prophylactiques, des doses relativement faibles sont ad-
ministrées sur de longues périodes a des intervalles relativement peu fréquents.

Certains patients continuent a recevoir un traitement pour le reste de leur vie. Dans les
applications thérapeutiques, des doses relativement élevées a des intervalles rela-
tivement courts peuvent &tre nécessaires jusqu'a ce que la progression de la maladie

soit réduite ou interrompue, de préférence jusqu'a ce que le patient présente une amé-
lioration partielle ou complete des symptomes de la maladie. Par la suite, le patient
peut se voir administrer un régime prophylactique.

Les niveaux de dosage réels des principes actifs des compositions pharmaceutiques
selon I’invention ne sont pas toxiques pour le patient afin d'obtenir la réponse théra-
peutique souhaitée pour 1’individu, en particulier la composition et le mode
d'administration. Il est possible de les faire varier pour obtenir une quantité efficace de
principe actif. Le niveau de dosage sélectionné dépend de la composition particuliere
utilisée, ou de l'activité de son ester, sel ou amide, de la voie d'administration, du temps
d'administration, du taux d'élimination du composé€ particulier utilisé, de la durée du
traitement, des autres médicaments, composés et/ou substances utilis€s en combinaison
avec une composition particuliere, de 1'age, du sexe, du poids, de 1'état, de la santé
générale et des antécédents médicaux de I'individu a traiter, ainsi que de facteurs si-
milaires bien connus dans le domaine médical. Le niveau de dosage peut également
varier en fonction de divers facteurs pharmacocinétiques.

Selon certains modes de réalisation, une dose thérapeutiquement efficace peut
prévenir ou retarder l'apparition d’une pathologie. Par exemple, les tests de laboratoire
utilisés pour diagnostiquer une maladie comprennent la chimie, 'hématologie, la
sérologie et la radiologie. En conséquence, les essais cliniques ou biochimiques qui
surveillent 1'un des éléments ci-dessus peuvent €tre utilisés pour déterminer si un
traitement particulier est une dose thérapeutiquement efficace pour traiter la maladie.
Un homme de I’art peut déterminer de telles quantités en fonction de facteurs tels que
la taille de I’'individu, la gravité des symptomes de 1’individu, et la composition par-
ticuliere ou la voie d'administration choisie.

Les compositions pharmaceutiques selon 1’invention peuvent étre administrées selon
une ou plusieurs méthodes connues dans le domaine, par une ou plusieurs voies
d'administration. Comme 1'appréciera I’homme du métier, la voie d'administration et/
ou le mode d'administration variera en fonction du résultat souhaité.

Les composés actifs peuvent étre préparés avec des supports qui protégeront le
composé contre une libération rapide, comme une formulation a libération controlée, y

compris les implants, les timbres transdermiques et les systemes de délivrance mi-
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croencapsulés. Des polymeres biodégradables et biocompatibles peuvent étre utilisés,
tels que I'éthylene-acétate de vinyle, les polyanhydrides, I'acide polyglycolique, le
collagene, les polyorthoesters et 'acide polylactique. La composition thérapeutique
peut étre administrée a l'aide de dispositifs médicaux connus dans le domaine.
Exemples.

Exemple 1 : validation du procédé d’extraction d’oléacéine a partir de
margines.

Apres avoir évalué 1I’impact de différents parametres pouvant influencer la teneur en
oléacéine dans les margines, un protocole d’échantillonnage a ét€ mis en ceuvre afin de
minimiser la variabilité de teneur du composé dans la matiere premiere : les margines.

L’objectif était de déterminer la présence et la quantité d’oléacéine dans plusieurs
margines variétales (Bouteillan, Négrette, Aglandau, Picholine, Lucques et Oliviere) et
selon plusieurs parametres (la maturité et la méthode d’extraction)

Les résultats ont montré que la variété Picholine était celle qui permettait d’obtenir la
plus grande quantité du composé cible quelle que soit la méthode d’extraction utilisée
(2 phases, 2 phases ¥2 ou 3 phases) et ce quel que soit le niveau de maturité des olives.

L’objectif principal étant d’obtenir un extrait purifié¢ d’oléacéine, plusieurs méthodes
d’extraction et de purification ont été testées, en prenant pour matiere premiere
commune les margines issues de cette variété Picholine.

Etape de pré-traitement : stabilisation des margines par acidification.

Cette étape débute au niveau des décanteurs (les margines sont directement prélevées
a la sortie des centrifugeuses ou décanteurs). Les margines caractérisées par une teneur
en matiere seche comprise entre 3% et 20% de leur masse totale sont collectées.

La premiere étape commune a 1’ensemble des méthodes de pré-traitement permet
d’obtenir un extrait purifié dont la stabilité du principe actif cible (1’oléacéine) est
maitrisée.

L’acidification des margines contribue a stabiliser le produit aux niveaux microbio-
logiques et chimiques, 1I’oléacéine étant plus stable en milieu acide.

Cette étape de stabilisation nécessite ici une acidification des margines a pH acide
(4,3), en particulier a I’aide d’acide sulfurique.

Immédiatement apres 1’étape d’ajustement du pH, une étape de déshuilage peut avan-
tageusement €tre mise en ceuvre par centrifugation.

L’utilisation d’un systeme de centrifugation permet, selon un mode de réalisation
particulier, de réaliser une extraction supplémentaire de 1’huile résiduelle présente dans
les margines. Dans I’exemple comparatif décrit ici, il s’agit de centrifuger les margines
a 34 000 g pendant 10 minutes a 4 °C puis d’enlever le surnageant huileux a 1’aide

d’une trompe a vide.
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Etape de traitement enzymatique

L’intérét de I’étape de traitement/liquéfaction enzymatique est évalué au travers de
la mesure de la viscosité des margines, facteur impactant directement les performances
des étapes de filtration membranaire. Les mesures de viscosité a une vitesse de ci-
saillement de 100 s! effectuées sur un Rhéometre Anton Paar MCR 301 sont illustrées
dans la [Fig.2].

Elles sont représentatives d’une amélioration des propriétés physico-chimiques des
margines testées apres mise en contact avec une préparation enzymatique a activités
pectinolytiques.

Ces résultats mettent en évidence une nette diminution de viscosité (d’un facteur 2,7
a 2,1 selon le type de pectinases utilisée) apres liquéfaction enzymatique dans le cas de
margines provenant d’une extraction 3 phases a partir d’olives issues d’un mélange
variétal. Les préparations Pectinex Ultra SPL et Rohapect 100PTE, qui présentent
des compositions différentes en enzymes pectinolytiques, sont particulierement per-
formantes. Elles permettent une diminution significative de la viscosité (2,7 a 2,2),
associée a une augmentation importante de la densité du flux de filtration.

Etape de microfiltration

Pour évaluer les conditions opératoires de I’étape de microfiltration tangentielle
permettant d’obtenir les meilleures densités de flux de filtration, des essais sans
concentration, c’est-a-dire avec un facteur de réduction massique de 1, ont été réalisés
dans une installation de laboratoire ayant un volume nominal de 3 L.

Plusieurs couples membrane-pression transmembranaire ont été sélectionnés. Quatre
membranes tubulaires ont été testées a des pressions transmembranaires variant entre 1
et 4 bar avec une vitesse tangentielle proche de 5 m/s et une température de 30 °C.

Les membranes testées, en particulier de type céramique, comprennent :

— une couche active de type Al,Os, caractérisée par un diametre de pores de 0,2
pum et une surface membranaire de 55 cm?

— une couche active de type TiO,, caractérisée par un diametre de pores de 0,2
um et une surface membranaire de 55 cm? ;

- une couche active de type ZrO,, caractérisée par un diametre de pores de 0,2
um et une surface membranaire de 55 cm? ;

- couche active de type SiC, caractérisée par un diametre de pores de 0,6 um et
une surface membranaire de 42 cm?.

Afin de confirmer les résultats obtenus, les performances de 1’étape de microfiltration
ont été évaluées en fonction du type de prétraitement des margines (2 phases ¥2 ou 3
phases).

Ces résultats confirment I’intérét du traitement enzymatique qui permet d’augmenter
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la densité de flux de perméat ; en particulier avec les membranes de type TiO,, car les
densités de flux obtenues demeurent élevées, méme a des pressions faibles (2 bar) ce
qui présente un intérét au niveau énergétique.

Avec cette membrane, la densité de flux de perméat apreés macération enzymatique
est comprise entre 90 kgeh-'em sans déshuilage et 130 kgeh-'lem? avec déshuilage,
valeurs toutes deux compatibles avec une application industrielle.

Compte-tenu de ces bonnes performances, il est ainsi possible de ne choisir que le
prétraitement enzymatique afin de limiter le nombre d’étapes préliminaires a la
filtration et ainsi de limiter le cofit et la complexité du procédé (€tapes préliminaires
applicables directement en moulin).

En effet, selon un mode de réalisation, il est avantageux de s’affranchir de 1’étape
d’élimination de I’huile résiduelle qui entraine des pertes massiques (évaluées a 10-15
%), et peut favoriser la dégradation du composé cible.

Ne pas déshuiler/centrifuger les margines, préalablement a 1’étape de traitement en-
zymatique et/ou de microfiltration permet également un important gain de temps, une
amélioration du rendement et un gain économique sur le procédé proposé.

Dans les conditions opératoires optimisées, 1’étape de microfiltration n’entraine pas
de perte d’oléacéine, sa rétention étant inférieure a 8 %. Les matieres seches et autres
polyphénols sont davantage retenus ce qui permet une purification du composé cible.
Enfin, la clarification des margines brutes enzymées est totale.

I a été également étudié 1’influence du type de margines collectée (2 phases Y2 et 3
phases) sur les performances de la microfiltration sachant que les caractéristiques de la
margine brute initiale peuvent varier en fonction de la variété d’olives, de leur stade de
maturité ou du processus d’extraction de 1’huile réalisé au moulin.

L’étude a mis en évidence que la teneur en matieres seches totales (MS) semble
augmenter légerement avec la maturité des olives et differe en fonction du processus
d’extraction au moulin. La matieére seche des margines testées dans cette étude est gé-
néralement comprise entre 4 a 9,3%, en particulier entre 4 et 7 %, dans les margines
issues d’une extraction deux phases ¥2 et de 7,9 a 12,4 % avec une extraction 3 phases.

De plus, la concentration de I’oléacéine est environ deux fois moins importante dans
les margines issue d’une extraction deux phases V2 (0,2 a 1,2 g/kg) qu’avec une ex-
traction 3 phases (1,8 a 2,6 g/kg).

Sachant qu’une variation de teneur en maticres séches peut impacter significa-
tivement 1’étape de microfiltration tangentielle, une étude comparative des per-
formances de la microfiltration a été réalisée, et est reproduite ci-apres dans le tableau
1.
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[Tableaux1]

Type d’extraction 3 phases deux phases V2
Matiere seche de margines brutes (%) (8,9 3,0

Oléacéine (g/kg de margines brutes) (1,9 0,2

Densité de flux de perméat J, moyen |88 170

standard (kgeh'em?)

Rétention des matieres seches (%) 25 30

Rétention de 1’oléacéine (%) 2 0

Stabilité de 1’oléacéine (%) 100 82

L’étape de microfiltration/extraction est réalisée a partir d’une membrane TiO,
(TAMI) a 30 °C, sans concentration et apres pré-traitement de margine brute par 300
ppm de mélange Pectinex Ultra SPL pendant 30 min a 30 °C. Les margines testées
sont toutes issues de la variété Picholine.

Optimisation du couplage traitement enzymatique/ microfiltration tangentielle
La température utilisée pour le pré-traitement enzymatique, en amont de 1’étape de
microfiltration a déja été optimisée. Une étude de I'influence de la température sur les

performances de la microfiltration a été réalisée.

Les résultats du tableau 2 confirment qu’une augmentation de la température de
filtration de 30 a 50 °C améliore les performances en augmentant la densité de flux
sans affecter la stabilité du composé cible. Les résultats de I’étude comparative

figurent en tableau 2.

[Tableaux2]
Température |J, moyen Rétention  |Rétention |Stabilité de |[Rétention des
(°O) (kgeh''em?) |des matieres |de I’oléacéine |polyphénols
seches (%) |I’oléacéine |1 a2 h totaux (%)
(%) (%)
30 129 19 6 98 22
50 164 27 0 100 35

L’étape de microfiltration est réalisée comme indiqué dans le tableau 1. La valeur de

rétention en polyphénols totaux est évaluée par le dosage de la méthode de Folin-

Ciocalteu.

L’augmentation de la densité de flux moyenne est expliquée par une diminution de la

viscosité des margines a 50 °C. La rétention de I’oléacéine n’est pas affectée par la

température du procédé, en opposition avec les rétentions des matieres seches et po-
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lyphénols totaux qui sont 1égérement augmentées, ce qui est favorable a la purification
du composé cible.

Ces résultats mettent donc en évidence les propriétés avantageuses du couplage
traitement enzymatique/microfiltration tangentielle sur une préparation de margines
comprenant un pourcentage en maticre seche conforme a I’invention.

Le procédé de microfiltration proposé est suffisamment robuste pour permettre le
traitement de différents types de margines (en particulier 3 phases et 2 phases %2).
Ainsi, pour tous les types de margines, les densités de flux cumulées sont supérieures a
50 kgeh'em et donc compatibles avec une application industrielle. De plus, les
résultats confirment que les margines moins chargées en matieres seches totales
(extraction 2 phases V2), sont plus favorables en termes de flux.

L’analyse des margines avant et apres microfiltration permet aussi de s’assurer qu’il
n’y a pas ou peu de rétention ou de dégradation du composé cible pendant chacun des
essais. Les caractéristiques de ces margines, issues des essais de microfiltration en
concentration dans les conditions optimisé€es (moyennes et écarts types sur 3 ré-
pétitions), sont reproduites en tableau 3 et 4 ci-apres, respectivement en mettant en
ceuvre une margine brute ou clarifiée apres microfiltration.

[Tableaux3]

Origine des [margines brutes initiales

margines  |pfs SIS PPT |Oléacéine

(%) (%) (&/kg |concentration (g/kg  |pureté pureté
de de MF) moyenne |moyenne
MEF) par rapport |par rapport
a MS (g/kg |aux PPT
de MS) (g/100g
PPT)
extraction (6,2 (0,1)(1,0(0,1)(6,9 |1,1(0,1) 18,3 16,4
2 phases %2 (0,2) (0,6) (1,0)
extraction |7,7(0,1){0,9 (0,1 |7,9 (0,8 (0,1) 10 9,7
2 phases %2 ) (0,1) (0,2) (0,3)
extraction (9,2 (0,1)(1,1(0,1) (11,4 |1,1(0,1) 11,6 9,4
3 phases (0,1) (1,3) (1,1)
extraction |12,4 2,0(0,1)|12,6 |3,3(0,1) 26,7 26,3
3 phases (0,1) (0,5) (1,2) (2,1)
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[Tableaux4]
Origine des |margines clarifi€ées apres microfiltration
margines \\g  [PPT Oléacéine
(%) (g/kg de MF) | oncentration (g/lkg |pureté pureté
de MF) moyenne |moyenne
MS (g/kg |PPT
de MS) (g/100g
PPT)
extraction (4,6 5,0(0,2) 0.9 (0,1) 19,9 18.4
2 phases %2 [(0,1) (04) (1.0)
extraction |[6,0 6,4 (0,4) 0,9(0,1) 15,0 14,0
2 phases Y2 |(0,1) (0,7) (1,3)
extraction |7,7 9,7(0,1) 1,3(0,2) 16,2 12,9
3 phases  [(0,1) (2,2) (1,9)
extraction |10,1 9,6 (0,2) 3,8(0,1) 37,3 39,4
3 phases |(0,1) (0,3) (1,2)

MS : matiere seche totale ; SIS : solides insolubles en suspension ; PPT : polyphénols
totaux ; MF : matiere fraiche.

Avec les données obtenues sur les 4 essais en concentration réalisés, aucune li-
bération ou dégradation du composé cible n'a pu €tre mise en évidence pendant la mi-
crofiltration (test de Student pour données appari€es, p-value = 0,38).

Une augmentation de 10 a 50 % de la pureté de I’oléacéine a été mise en évidence
dans les margines clarifiées. Elle est liée notamment a une rétention en MS comprise
entre 42 et 65 %. La concentration en oléacéine dans les margines clarifiées varie glo-
balement de 0,9 a 3,8 g/kg et dépend principalement du type de margines initiales.

A I’échelle semi-industrielle, comme a I’échelle pilote, les margines moins chargées
en matieres seches totales continuent a €tre plus favorables en termes de flux. Comme
les margines plus chargées sont susceptibles de présenter des concentrations initiales
en composé cible supérieures, un mode de réalisation particulier peut inclure une étape
de mélange de margines, telles que des margines brutes ; par exemple un mélange de
margines issues de procédés d’extraction 3 phases (P3) et 2 phases ¥ (type P2,5).

Ainsi, un mélange de margines tres chargées (type P3 avec MS > 10 %) avec des

margines peu chargées (type P2,5 avec MS < 6 %) permet avantageusement de stan-
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dardiser les margines a filtrer en termes de matiere seéche et de contenu en oléacéine
afin de maximiser densité de flux de perméat et concentration d’oléacéine dans le
perméat.

Etape de nanofiltration tangentielle

Pour le choix du type de membranes, des essais préliminaires réalisés a partir de
margines récoltées I’année précédente ont permis de montrer la possibilité de dé-
velopper deux types de stratégies en fonction du type de membrane sélectionnée : une
stratégie d’enrichissement centrée sur la valorisation du rétentat et une stratégie de pu-
rification centrée sur la valorisation du perméat.

Pour cela, deux membranes planes (SUEZ™) de sélectivités différentes ont été
testées a I’échelle du laboratoire a des pressions de filtration variant de 15 a 30 bar : la
membrane DK a un seuil de coupure estimé a 200 Da alors qu’il estimé a 1000 Da
pour la membrane GE.

Les margines clarifiées par microfiltration sont utilisées comme jus initial de nano-
filtration et on souhaite comparer des margines issues d’olives de variété Picholine
provenant d’extraction 3 phases (P3) et 2 phases Y2 (P2,5). La nanofiltration est réalisée
a 50 °C.

Des essais sans concentration (avec un facteur de réduction massique de 1) ont été
réalisés en laboratoire sur un pilote de volume nominal de 3 L et de surface mem-
branaire de 0,0125 m2. L’objectif de ces essais est d’optimiser les conditions
d’utilisation de chacune des deux membranes et de déterminer si dans ces conditions
optimales, les performances obtenues sont compatibles avec une application in-
dustrielle.

A - Nanofiltration avec membrane polyamide-TFC

La pression sélectionnée suite a cette optimisation est de 30 bar : cette pression
permet d’atteindre des densités de flux de ’ordre de 50 kgeh'lem™ pour des margines
clarifiées de type P3 et de I’ordre de 75 kgeh'em pour des margines clarifiées de type
P2,5. A cette pression de travail, 1’oléacéine est presque entierement retenue (98 %)
dans les deux cas, ce qui est tres satisfaisant. En effet, il n’y a pas de différence signi-
ficative en termes de rétention entre les margines clarifiées issues de P3 ou de P2,5.

Les maticres seches totales sont elles aussi majoritairement retenues (98 %) alors
qu’une petite partie des polyphénols totaux est entrainée dans le perméat (retenus a 87
%).

La validation du procédé avec une membrane DK (Suez™) de type polyamide-TFC,
est réalisée en confirmant que les densités de flux cumulées sont supérieures a 10 kgeh -
lem? donc compatibles avec une application industrielle. Comme précédemment, les

margines moins chargées telles que les margines P2,5 sont plus favorables en termes
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de densité de flux. En fonction du type de margine clarifiée utilisée, un facteur de
réduction massique (FRM) de 2 a 3 peut &tre atteint ce qui est conforme avec les ap-
plications usuelles en nanofiltration. Le tableau 5 résume les caractéristiques des
produits de filtration.

[0199] [Tableaux5]

margines clarifiées |rétentat aprés nanofiltration  |facteur de FR
initiales concentration M
MS |PPT |Oléacéin [MS |PPT |Oléacéine MS [PPT |Oléacéi
(%) |(g/kg|e (%) |(ghk ne
de |c gde i Py [Ponr
ME) lekgde | MV ik |(e/k |(er100
MF) gde gde |g
MF) (MS) |PPT)
2 51 (48 109 12,9(10,6 (1,8 (13,9 (16,9 |2,5 (1.4 |2,1 2,6
phase |(0,0) {(0,0) |(0,0) (0,01(0,2)1(0,0)1(0,2)|(0,5) {(0,0 (0,0 |(0,0)
s Va ) ) )
3 9,0 19,1 |[1.8 16,3(15,2 (2,5 [15,2 (16,4 |1,8 (1,7 |14 1,8
phase ((0,0) [(0,1) {(0,0)  |(0,0 {(0,4)((0,1)[(0,4)|(0,8) |(0,0|(0,1 |(0,1)
s ) ) )

[0200]  MS : maticre seche totale ; PPT : polyphénols totaux ; C : concentration ; Pys : pureté
moyenne de ’oléacéine par rapport aux matieres seches totales ; Pppr : pureté moyenne
de I’oléacéine par rapport aux polyphénols totaux ; MF : matiere fraiche

[0201]  La concentration en oléac€ine dans le rétentat final varie de 1,8 a 2,5 g/kg en fonction
des margines testées avec un facteur de concentration entre 1,4 et 2,1. La nanofiltration
tangentielle avec la membrane DK (polyamide-TFC) peut donc étre employée pour
pré-concentrer les extraits.

[0202]  Aussi, dans ces conditions lorsque la microfiltration est combinée a la nanofiltration,
les performances globales du procédé sont compatibles avec une application in-
dustrielle et permettent de concentrer les margines de 1,7 a 2,4 fois pour obtenir une
concentration massique d’environ 2 gekg-! pour des margines de type P2,5 par
exemple.

[0203] B - Nanofiltration avec membrane polyamide composite

[0204]  L’utilisation d’une membrane GE (SUEZ™) présentant un seuil de coupure plus
élevé (1000 Da) permet d’obtenir des écarts entre les rétentions des différents
compos€s plus prononcés et ainsi de tendre vers des stratégies de purification

permettant d’obtenir un compromis entre une rétention d’oléacéine la plus basse
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possible et une densité de flux, rétention en matieres seéches et polyphénols les plus
hautes possibles.

Avec cette membrane, les pressions de travail intéressantes sont situées entre 20 et 25
bar. Dans ces conditions, la rétention en oléacéine est globalement inférieure a 20 % et
les rétentions en matieres seches et polyphénols voisines de 60 % et 50 %, ce qui va
permettre une purification au moins partielle du composé cible.

A ces pressions, des densités de flux entre 25 et 29 kgeh'lem? sont atteintes pour les
margines clarifiées issues de procédés d’extraction en deux phases 2 (P2,5) et 21 et 22
kgeh'em2 pour la margine clarifiée issue d’un procédé d’extraction en trois phases
(P3). Nous nous situons donc dans des zones plus basses qu’avec la membrane DK
(polyamide-TFC), les valeurs restant compatibles avec une application industrielle.

La validation du procédé avec la membrane GE (polyamide composite), est réalisée
en confirmant que les densités de flux initiales sont plus basses avec ce type de
membrane, néanmoins elles diminuent moins vite qu’avec la membrane DK
(polyamide-TFC). Finalement, la densité de flux cumulée obtenue est de 24 kgeh'em™
(donc supérieure a 10) et reste donc compatible avec une application industrielle. Dans
ces conditions, il est possible d’atteindre un FRM voisin de 3, correspondant a un
rendement de production de perméat de 67 %.

Le tableau 6 permet de comparer les margines P2,5 clarifiées avant et apres la nano-
filtration : un facteur de purification en oléacéine proche de 2 est obtenu en relation
avec les matieres seches et proche de 1,5 en relation avec la purification par rapport
aux polyphénols totaux. Dans ce cas, le perméat final a une pureté en oléacéine de
I’ordre de 3 % par rapport a la MS et de 27 % par rapport aux PPT ce qui fait de la na-
nofiltration une étape adaptée a la pré-purification et/ou a la purification du composé

cible dans les margines brutes :

[Tableaux6]
margines clarifiées perméat aprés nanofiltration facteur de pu-|FRM
initiales rification de
I’oléacéine

MS |PPT Oléacéine [MS |PPT |Oléacéine MS PPT
(%) |(g/kg (%) |(glkg

e Ic de\c |Pyus [Perr

ME)  |(g/kg de ME) \e/kg |(g/ke |(2/100g

MF) de de PPT)
MF) |MS)

52 |4,6 0,9 2,7 13,0 0,8 29,5 26,7 1,8 1,4 2.5
(0,0) |(0,0) |(0,0) (0,0) ((0,0) ((0,0) |(2,1) |((21) |(0,2) ((0,1)
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Aussi, dans ces conditions lorsque la microfiltration est combinée a la nanofiltration,
les performances globales du procédé restent compatibles avec une application in-
dustrielle et permettent de purifier environ deux fois I’oléacéine dans les margines
par rapport aux polyphénols totaux et un peu plus de deux fois par rapport aux matieres
seches totales : pour les margines de type P2,5 par exemple la pureté finale de
I’0léacéine est de 2,7 - 3,5 % par rapport aux matieres seches et de 20 - 27 % par
rapport aux polyphénols totaux.

L’ utilisation de la membrane GE dans un procédé de nanofiltration a la suite d’une
microfiltration permet avantageusement de pré-purifier les margines d’olives brutes a
un moindre cofit. De plus, en fonction de la technique choisie pour finaliser la puri-
fication du composé cible, la pureté de 1’oléacéine par rapport aux polyphénols totaux
obtenue a la fin du procédé (proche de 30 % par rapport aux polyphénols totaux) est
avantageuse.

La nanofiltration tangentielle avec membrane DK permet ainsi une concentration en
oléacéine (x 3) et une diminution de la quantité/du volume de produit a traiter (/ 3),
réduisant la quantité de solvant et permettant de minimiser la dépense d’énergie né-
cessaire a d’éventuelles étapes de traitement additionnelles.

Ces données valident donc le protocole de nanofiltration tangentielle de
I’ensemble des margines testées, et I’application industrielle du couplage micro-
filtration / nanofiltration.

Exemple 2 : validation des propriétés biologiques de I’oléacéine issue de
margines.

Les travaux réalisés ont pour objectif d’évaluer I’activité anti-age et antioxydante de
I’oléacéine produite selon un procédé de 1’invention, sur le modele in vivo de nématode
Caenorhabditis elegans. C. elegans est un modele de choix d’étude du vieillissement.
En effet, de nombreuses voies majeures impliquées dans la longévité sont conservées
du nématode jusqu’a I’Homme. Parmi elles, la voie Daf-16 (FOXO chez les
mammiferes), dont I’activation est impliquée dans 1’augmentation de la longévité et la
réduction du stress oxydant chez C. elegans.

Chez I’'Homme, les protéines FOXO sont impliquées dans la maintenance des
cellules souches et leur activation est également a 1’origine de la transcription de génes
protégeant contre le stress oxydant. Plus particulicrement, FOXO3 est un inhibiteur du
facteur NF-kB et donc de I’'inflammation. La longévité exceptionnelle chez I’Homme a
également été associée a un polymorphisme du gene FOXO3.

Matériel et méthodes
Souches C.elegans

Toutes les souches de C. elegans utilisées ont été fournies par le Caenorhabditis
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Genetic Center (CGC, Université du Minnesota, USA). Le transgeéne daf-16::GFP
(souche TJ356) est une souche de C. elegans dans laquelle le facteur de transcription
DAF-16 est marqué par la protéine fluorescente GFP, permettant de visualiser sa loca-
lisation au sein des cellules (localisation cytoplasmique, intermédiaire ou nucléaire).

La souche N2 correspond a la souche sauvage (sans modification). Il s’agit d’une
souche référence.

Origine de I’oléacéine
Trois types d’oléacéine sont ici évaluées :
— extrait d’huile commercial (90 % - Toronto Research Chemicals)
- extrait de margines obtenues selon un procédé de I’invention a 93 %
- molécule de synthese 99 % (Université de Tsukuba)

L’effet des préparations testées sur la longévité de C. elegans est comparé a celui de
I’hydroxytyrosol (> 98 % - H4291 Sigma Aldrich). Les nématodes sont placés di-
rectement en contact avec 1’oléacéine en milieu liquide.

Résultats

Influence de I’oléacéine sur la longévité de C. elegans :

L’oléacéine de synthese (99 % Université de Tsukuba) a 5 pg/mL a permis une aug-
mentation significative de 1’espérance de vie moyenne du C. elegans sauvage (souche
N2) de 16 % (p-value <0,0001, Kaplan-Meier).

L’oléacéine extraite de I’huile d’olive (90 % Toronto Research Chemicals) a 5 pg/
mL a permis une augmentation significative de 1’espérance de vie moyenne du C.
elegans sauvage (souche N2) de 22% (p-value <0,0001, Kaplan-Meier).

L’oléacéine extraite de margines de la variété Picholine (93 % / Production propre) a
5 pg/mL a permis une augmentation significative de I’espérance de vie moyenne du C.
elegans sauvage (souche N2) de 18 % (p-value <0,0001, Kaplan-Meier).

Il n’y a aucune différence significative entre ces trois traitements, ce qui permet de
conclure que I’activité observée des extraits d’huile et de margines est due a
I’oléacéine et que sa provenance n’a pas d’impact sur 1’activité pour des puretés si-
milaires. L’oléacéine a donc un impact positif sur la longévité de C. elegans ; cette
activité est préservée dans les fractions issues des procédé€s selon I’invention.

L’activité de 1’oléacéine a été comparée a celle de 1I’hydroxytyrosol (>98%/ H4291
Sigma Aldrich), autre molécule extraite des margines comme ingrédient cosmétique et
connue pour son activité antioxydante.

L’hydroxytyrosol a 5 ug/mL n’a quant a lui pas permis une augmentation de
I’espérance de vie moyenne du C.elegans sauvage (souche N2) (p-value = 0,238,
Kaplan-Meier).

Brunetti ef al. (2020) ont précédemment montré qu’un traitement avec
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I’hydroxytyrosol & 250 pg/mL permet une augmentation significative de I’espérance de
vie moyenne du C. elegans sauvage (souche N2) de 14%.

Ces résultats nous permettent de conclure a I’efficacité supérieure de 1’oléacéine (au
moins 50X plus active) par rapport a I’hydroxytyrosol sur la longévité de C. elegans.

Identification des voies d’action de 1’oléacéine sur la longévité de C.elegans.

Pour ces résultats, 1’oléacéine extraite de I’huile d’olive (90 % / Toronto Research
Chemicals) a été utilisée. Aucune différence d’activité n’a été constatée dans cette ex-
périence, avec I’oléacéine extraite des margines, ce qui démontre la préservation des
propriétés de I’oléacéine en tant qu’actif principal, a I’issue du procédé d’extraction
des margines. . L effet de 1’oléacéine a 5 ug/mL sur la longévité a été étudi€ sur des C.
elegans mutants ou I’expression d’un gene en particulier a été réprimée. Si 1’effet
constaté sur le sauvage disparait sur le mutant, alors le géne réprimé est impliqué.

L’oléacéine a 5 pg/mL n’a pas permis une augmentation de 1’espérance de vie
moyenne du mutant C. elegans Daf-16 (souche GR1307) (p-value = 0,291, Kaplan-
Meier).

La voie Daf-16 est donc impliquée dans I’effet positif de 1’oléacéine sur la longévité
du C. elegans sauvage (souche N2).

Le transgene daf-16::GFP (souche TJ356) est une souche de C. elegans dans laquelle
le facteur de transcription DAF-16 est marqué par la protéine fluorescente GFP,
permettant de visualiser sa localisation au sein des cellules (localisation cytoplasmique,
intermédiaire ou nucléaire). L’activation de la voie Daf-16 est associée a une trans-
location nucléaire de son facteur de transcription. Un pré-traitement d’oléacéine a 5
ug/mL a permis une augmentation significative de la translocation nucléaire du facteur
de transcription DAF-16::GFP de 10% (multipliée par 2) par rapport au contrdle ( p-
value < 0,0001, test z de comparaison des proportions).

L’oléacéine est donc un activateur de la voie Daf-16.

L’activation du facteur de transcription DAF-16/FOXO par I’oléacéine peut étre la
résultante de son action sur des partenaires de DAF-16/FOXO présents en amont sur la
voie. Les expérimentations suivantes explorent la possibilité que I’activation de la voie
Daf-16/FOXO par I’oléacéine résulte de son action sur deux partenaires en particulier :
Daf-2 (IGF-1 chez I’homme) et Sir-2.1 (SIRT1 chez ’homme) :

- Daf-2/IGF-1 exerce un effet inhibiteur sur I’activité du facteur de transcription
DAF-16/FOXO qui est sa cible principale. Lorsque I’activité du gene Daf-2 est
diminuée, celle du produit du gene Daf-16 se retrouve donc suractivée.

- le produit du gene Sir-2.1/SIRT1 est un modulateur du facteur de transcription
DAF-16/FOXO impliqué dans la résistance au stress. Chez I’Homme, SIRT1 accroit la
capacité de FOXO a induire la résistance au stress oxydant des cellules et prévient leur
apoptose. En I’absence du modulateur SIR-2.1/SIRT1, I’activation de DAF-16/FOXO
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par le stress induit I’apoptose des cellules endommagées plutdt que leur survie et ré-
sistance.

L’oléacéine a 5 pg/mL a permis une augmentation significative de ’espérance de vie
moyenne du mutant C. elegans Daf-2 (souche CB1370) de 21% ce qui est similaire a
I’effet constaté sur la souche sauvage (p-value < 0,0001, Kaplan-Meier). Daf-2 n’est
donc pas impliqué dans I’effet positif de 1’oléac€ine sur la longévité du C. elegans
sauvage (souche N2). L’activation de Daf-16/FOXO par I’oléacéine est donc indé-
pendante de Daf-2 (insuline/IGF1 indépendante).

L’oléacéine a 5 ug/mL n’a pas permis une augmentation de 1’espérance de vie
moyenne du mutant C. elegans Sir-2.1 (souche VC199) (p-value = 0,454, Kaplan-
Meier). Sir-2.1 est donc impliqué dans 1’effet positif de 1’oléacéine sur la longévité du
C. elegans sauvage (souche N2). L activation de DAF-16/FOXO par I’oléacéine est
donc reliée a I’activation de SIR-2.1/SIRTI.

Influence de I’oléacéine sur le stress thermique et oxydant chez C.elegans.

Pour ces résultats, 1’oléacéine extraite de I’huile d’olive (90%/Toronto Research
Chemicals) a été utilisée. Aucune différence d’activité n’a été constatée avec
I’0léacéine extraite des margines.

Le stress thermique provoque chez C. elegans une augmentation des radicaux libres
endogenes et donc un stress oxydant in situ. Un pré-traitement d’oléacéine a 5 pg/mL a
permis une augmentation significative du taux de survie du C. elegans sauvage (souche
N2) de pres de 20% par rapport au contrdle apres une exposition a un stress thermique
de 35°C pendant 5 heures (p-value < 0,0001, test z de comparaison des proportions).
L’oléacéine protege donc C. elegans du stress thermique et donc d’un stress oxydant
endogene.

L’eau oxygénée (H,0O,) ajoutée dans le milieu provoque chez C. elegans un stress
oxydant d’origine exogene. Un pré-traitement d’oléacéine a S ug/mL a permis une aug-
mentation significative du taux de survie du C. elegans sauvage (souche N2) de 15%
par rapport au contrdle apres une exposition a 0,6 mM d’H,O, pendant 30 minutes ( p-
value < 0,0001, test z de comparaison des proportions). L’oléacéine protege donc C.

elegans du stress oxydant exogene.
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Revendications

Procédé de traitement de margines d’huile d’olive, comprenant les

étapes suivantes :

a. fourniture d’une composition de margine d’huile d’olive, la
margine étant caractérisée par une teneur en maticre seche
comprise entre 3% et 20% de la masse totale de la com-
position;

b. ajustement du pH de la composition a un pH acide, compris
entre 3,5 et 5,5;

C. traitement enzymatique de la composition ajustée ;
traitement de la composition par microfiltration (MF), et
recueil de la fraction microfiltrée ;

€. traitement de la fraction microfiltrée par nanofiltration (NF), et

recueil de la fraction nanofiltrée.

Procédé de traitement de margines d’huile d’olive selon la revendication
1, la margine étant caractérisée par une teneur en masse seche comprise
entre 4% et 13% de la masse totale de la composition.

Procédé de traitement de margines d’huile d’olive selon I'une des reven-
dications 1 ou 2, la margine étant issue d’un procédé en systeme deux
phases Y2 ou trois phases.

Procéd¢ de traitement de margines d’huile d’olive selon 'une
quelconque des revendications précédentes, la margine étant issue de la
variété Picholine, ou d’un mélange variétal comprenant la variété
Picholine.

Procédé de traitement de margines d’huile d’olive selon 'une
quelconque des revendications précédentes, 1’étape de traitement en-
zymatique étant réalisée en présence d’une ou plusieurs enzymes pecti-
nolytiques.

Procédé de traitement de margines d’huile d’olive selon 'une
quelconque des revendications précédentes, 1’étape de microfiltration
(MF) étant réalisée a travers une membrane en céramique de diametre
moyen de pores compris entre 0,1 et 1,4 um ; 1’étape de microfiltration
(MF) étant en particulier une étape de microfiltration tangentielle
(MFT).

Procédé d’extraction d’oléacéine, comprenant la mise en ceuvre d’un
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procédé de traitement de margines d’huile d’olive selon 1’une
quelconque des revendications précédentes, et la présence d’au moins
une étape de recueil d’une fraction comprenant de I’oléacéine ; en par-
ticulier une étape de recueil d’une fraction comprenant 1’oléacéine a
partir de la fraction nanofiltrée.

Composition d’oléacéine obtenue par un procédé d’extraction selon la
revendication 7, caractérisée en ce qu’elle comprend ladite fraction de
margine d’huile d’olive.

Composition d’oléacéine selon la revendication précédente, caractérisée
en ce qu’elle comprend ladite fraction de margine d’huile d’olive ; pour
son utilisation en tant que médicament.

Utilisation cosmétique ou alimentaire d’une composition d’oléacéine

selon la revendication §.
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