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Introduction

Le patrimoine oléicole mondial compte actuellement environ 750 millions d’oliviers
cultivés sur une superficie de 9,23 millions d’hectares. Les pays méditerranéens comptent
715 millions d’oliviers sur une superficie d’environ 8.16 millions d’hectares, soit 95% du
patrimoine oléicole mondial. L’Algérie fait partie des principaux pays méditerranéens dont
le climat est le plus favorables a la culture de 1’olivier. Elle se place aprés I’Espagne,
I’Italie, la Grece et la Tunisie qui sont par ordre d’importance, les plus gros producteurs

d’huile d’olive (Bensemmame, 2009).

32 millions d’oliviers est estimé¢ dans le patrimoine oléicole algérien, ce qui
représente 4,26% du patrimoine mondial. La production annuelle en huile a atteint 35.000
Tonnes et celle de 1’olive de table 80.000 tonnes (Digio et al., 1988)

L’industrie oléicole, en plus de sa production indispensable qui est I’huile (huile
d’olive vierge et huile de grignons), laisse deux pertes I'un liquide (les margines) et 1'autre
solide (les grignons). De plus, I'olivier engendre des feuilles, des brindilles et du gros bois.
Les margines, sous-produit obtenu par centrifugation ou sédimentation de I’huile aprés le
pressage de 1’olive, sont caractérisées par une concentration élevée en sucres, lipides,
protéines et surtout en composés phénoliques. Une fois rejetées sans avoir subi des
traitements préparatoires, ces margines posséderont des méfaits sur I’environnement di a
leur pouvoir d’inhiber le développement des plantes et de certains microorganismes. Leur
phytoxicité est principalement attribuée a 1’existence des lipides et des poly phénols
(Rumpler etal., 1986).

Dans notre pays, ces margines sont habituellement rejetées en 1’état ou déversées
dans des puits individuels pouvant directement se mélanger aux eaux pluviales, aux eaux
usées et inonder les fermes environnantes et/ou indirectement drainées pour finir dans la
mer. Il faut également noter que 100 kg d’olives écrasées donnent 40 litres de margines et
qu'un seul metre cube de margine est équivalent aux déchets domestiques de 1000
habitants. Ainsi, le traitement de ces margines avant leur rejet s’avére indispensable afin de
préserver les nappes phréatiques et limiter les dégats sur I’environnement (Rumpler et al.,

1986) .
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Les poly phénols de margine ont fait I'objet de nombreuses études en raison de leurs
propriétés biologiques (Lopez-Miranda, 2010 ; Ghanbari et al., 2012).. lls sont doués de
diverses activites anti oxydantes, antivirales, anti-inflammatoires, antiallergiques et
antimicrobiennes (D'angelo et al., 2005; Visioli et al., 2005; Brenes et al., 2007).Ces
propriétés ont orienté les chercheurs, vers 1’extraction et la propriété de ces polyphénols dans
divers domaines (agriculture, pharmacologie, agro-alimentaire) (Paredes et al., 2000;
Bouaziz et al., 2008; Lee et al., 2009).

Face a ce constat le présent travail vise & rechercher, identifier et quantifier la fraction
phénolique des margines et a déterminer leur éventuelles propriétés antioxydant et

antibactérienne.
Le travail se subdivise en deux parties :

» La premiére partie portant sur les sous produit oléicole notamment les margines, ces
caractéristiques et leur origine, les polyphenols présents dans le margine et leur
activité antioxydant, antimicrobienne.

» La deuxieme partie présente le matériel et les méthodes utilisées pour effectuer les

différents tests.
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I.- Industrie oléicole et sous-produits de I’olivier

L’industrie oléicole, en plus de la production d’huile d’olive procrée deux types de
sous -produits, I’un liquide, représenté par des eaux de végétation ou margines et 1’autre
solide représenté par les noyaux d’olives ou grignons. En outre, I’olivier, a travers la taille

génere des feuilles, des brindilles et du gros bois (Nefzaoui, 1991).

Les olives comportent environ 20% d’huile, 30% de grignons et 50% de margines
(Digiovacchino et al., 1989). Ces derniéres résultent de 1’ecau contenue dans le fruit (olives) et

I’eau de fabrication ajoutée au cours du processus de trituration (achak et al., 2009) .
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Figure 01.- Bilan annuel des produits et sous-produits de I’industrie oléicole en Algérie
(Khodja, 2011)

1.1.- Huile d’olive

On signale par I’huile d’olive pur toute huile extraite du fruit de I’olivier (Olea
europaea L.) exclusivement par des procédés mécaniques ou d’autres procédés physiques
etdans des conditions, particulierement thermiques, n’entrainant pas d’altération de 1’huile, a
I’exception des huiles obtenues par solvant ou par des procédés de ré-estérification et de tout
mélange avec des huiles d’autre nature. L’huile d’olive vierge ne doit avoir subi aucun autre

traitement que le lavage, la décantation, la centrifugation et la filtration (COI, 2003).

L’huile d’olive vierge comprend diverses désignations : vierge extra, ou vierge fine, vierge
courante et vierge lampante (Perrin, 1992). L’appartenance a une catégorie est définie en

fonction de 1’évaluation de quelques parameétres de qualit¢ de I’huile d’olive a savoir :
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I’acidité, I’indice de peroxyde, I’absorbance dans I’UV et les caractéristiques organoleptiques
(Fedeli, 1999).

L’intérét pour I’huile d’olive a été accru depuis la découverte de sa richesse en
vitamines liposolubles et en polyphénols qui sont des antioxydants. Elle constitue également
une source importante d’acides gras polyinsaturés essentiels car non synthétisables par le
corps humain (Veillet, 2010).

1.2.- Grignons d’olives

Les grignons sont les résidus solides formés de la pulpe et des noyaux d’olives, elles
représentent environ un tiers du poids des olives fraiches triturées. Les grignons peuvent étre
transformés en un produit destiné a 1’alimentation animale, engrais et la fabrication de savon,
ou subir une extraction chimique afin de produire de 1’huile de grignons d’olive (Labdaoui,

2017).
1.3.- Margines

Les margines sont des eaux de végétation qui sont générées lors de I’extraction de L’huile
d’olive vierge. Ce sont des effluents riches en matiere organique (composés phénoliques, lipides,
sucres, protéines...) Et en sels minéraux (potassium, sodium, magnésium...). Ces margines sont
souvent épandues de maniére incontrdlée sur les sols agricoles ou stockées dans les cuvettes,

exposant ainsi les systemes eau sol- plant a une pollution inéluctable (Nefzaoui , 1987).
1.3.1.- Origine des margines
1.3.1.1.- Procédés d’extraction d’huile d’olive

Avec le développement du secteur oléicole, les systémes traditionnels ont été transformés
par des équipements modernes. Le rétablissement des procédés a permis d’extraire I’huile en
continue a travers des phases successives alors qu’au paravent les processus étaient réalisés de
maniere discontinue (lavage des olives, broyage mécanique, malaxage, extractions des modts
huileux). De méme, apres le développement des instruments de centrifugation, la séparation de

I’huile des eaux de végétation est devenue moins onéreuse (Tsagariki e et al., 2007) figure 02.
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1.3.1.1.1.- Procédés discontinus ou systémes a presses

Les systemes a presses sont des systemes classiques. 1ls débutent par un broyage des
olives suivi du malaxage et du pressage. Le sous -produit de cette opération est le grignon brut
et un moat fait d'effluents d'huileries d'olive et d'huile. La séparation des deux phases se fait
par purification. Les effluents d'huileries d'olive sont généralement rejetés dans le milieu
naturel sans aucun traitement. Par contre les grignons sont utilisés par certaines huileries
industrielles pour produire I’huile de grignon par une extraction au solvant ou comme
combustible dans des chaudiéres industrielles, des fours et des bains publics (Yaakoubi,
2009).

1.3.1.1.2.- Procédeés continus ou systemes a centrifugation
a.- Procédé continu a trois phases

L'extraction de I'huile d'olive se fait a travers des phases successives contrairement au
procédé discontinu. Les olives sont lavées, broyées, mélangées avec de I’eau chaude et
malaxées pour former la pate d'olive qui est ensuite diluée. Les phases liquides et solides sont
séparées par centrifugation donnant les grignons et le moQt. Le modt subit a son tour une

centrifugation pour séparer I'huile des effluents d'huileries d'olive (Cossu, 1993) .
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b.- Procédé continu a deux phases ou procédé ecologique

Variante du systeme précédant, ici le décanteur sépare I'huile et mélange le grignon et
les eaux de végetation en une unique phase de consistance pateuse appelée grignon humide
ou grignon a deux phases. Ce systeme permet d'extraire une huile d'olive de bonne qualité
sans production d'effluents d'huileries d'olive. Son seul inconvénient est la production de
grignons humides. En effet, les grignons résultant de ce procédé contiennent 8 a 10% plus
d'eau que ceux du procédé a trois phases. Il est donc indispensable d’équiper les huileries
travaillant selon le procédé écologique d’une installation de séchage des grignons. Ce
systeme écologique a été introduit en Espagne en 1992, en 1995 environ 50% des olives
destinées a la production d'huile étaient triturées par ce procédé. Actuellement le
gouvernement espagnol ne subventionne que les huileries qui installent le procédé
écologique. Ce procéde est également utilisé au Portugal, en Italie, en France et en Gréce
(Balice et al., 1990).

1.3.1.2.- Principaux produits du processus d’extraction de I’huile d’olive

Le processus de broyage des olives produit principalement 1’huile d’olive vierge et
I’huile de grignon (huile secondaire extraite par des solvants organiques) et engendre deux
déchets 1’un liquide, les margines et 1’autre solide, les grignons. Les olives contiennent

environ 20% d'huile, 30% de grignons et 50% d'eau de végétation (Dryne, 1999) .

Les margines sont composées de 40 a 50% de I'eau végétal qui provient du fruit (olive) et le

reste de I'eau de fabrication ajoutée lors du processus de trituration (Cossu et al., 1993).
1.4.- Caractérisation physico-chimique et microbiologique des margines
1.4.1.- Caractéristiques physico-chimiques

Les margines présentent une composition plus au moins variable. Elle appartient de la
qualité des olives, de leur degré de maturité, du systeme d’extraction et de la qualité d’eau
rajoutée lors de la phase d’extraction d’huile. Les effluents sont généralement constitués de :
83.2% d’eau, 15% de substances organiques et de 1.8% de substances minérales
(Balice etCera, 1984) ces effluents se présentent comme un liquide aqueux, de couleur brun-
rougeatre a noir. Ils ont un pH acide (4.2 a 5.9) et une salinité élevée exprimée en conductivité
électrique (18 a 50mS/cm) (C.O.T, 1993; Evi-minziet al., 1992) due surtout aux ions
potassium, chlorure, calcium et magnésium. Les effluents d’huileries d’olive ont un ,pouvoir

9
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polluant trés important avec une demande biologique en oxygéne (DBO) de 100 g/L et une
demande chimique en oxygene (DCO) de 200g/L (Balice et al., 1990) Ces valeurs sont 200 a
400fois supérieures a celles des eaux municipales (Cossu et al., 1993) La matiére organique
des effluents d’huileries d’olive est constituée par des polysaccharides (13-53%), des
protéines (8- 16%), des polyphénols (2-15%), des lipides (1-14%), des polyalcools (3-10%) et
des acides organiques (3-10%) (Balice et Cera, 1984) Cette composition dérive de la
dégradation des tissus de 1’olive au cours de la trituration et de I extraction de 1 huile (Cossu

etal.,, 1993).
1.4.2.- Caractéristiques microbiologiques

Les études microbiologiques effectuées sur plusieurs échantillons de margines ont
confirmé 1’absence totale de micro-organismes pathogenes. Donc, ces effluents ne donne
aucun probléme hygiénico-sanitaire (Ranali, 1991) Des analyses microbiologiques ont
présenté que les levures et les champignons sont capables de s’y développer mieux que les
bactéries (El hajouji, 2007) Ces micro-organismes supportent la salinité élevee et le pH
acide caractéristiques de ces effluents, et résistent plus que les bactéries aux substances
phénoliques. Parmi les levures, on découvre Trichosporium cutaneium, Cryptococcus albidius
ainsi que les genres Rhodotorula sp., Candida sp.et Saccharomyces sp. (Mouncif et al.,
1993; Elhajjouja, 2007). La flore fongique se compose essentiellement d’ Aspergillus
flavius, Aspergillus candidus, Penicillium negricans, et Alternaria sp. La flore bactérienne
regroupe les bactéries qui résistent aux polyphénols particuliérement les bactéries a Gram-

négatif. Le genre Pseudomonas sp. ainsi que Bacillusmegaterium ont été décrits.

Une étude microbiologique menée par (Mouncif et al., 1993) sur les margines Marocaines a
noté la présence des levures et des dchampignons (Penicillium sp.Aspergillussp.Geotrichum
candidum). La caractérisation microbiologique des margines de 4 stations d’évaporation en
Espagne a révélé la existence d’un nombre variable de bactéries, de levures et de

champignons (Millanu et al., 2000).
1.5.- Impact des effluents d’huileries d’olive sur I’environnement

Le rejet des margines est un probleme majeur dans les pays du bassin mediterranéen.
Ces eaux fortement polluées causent de sérieux dégits environnementaux. [’absence de
méthodes de traitements adaptées pousse les propriétaires de moulins a huile a rejeter ces eaux

dans la nature sans aucun contréle ou a surcharger le réseau d’égouts avec des substances

10



Chapitre 1 Les sous produits oléicoles

toxiques. La concentration et la charge en matiéres organiques ne peut qu’entrainer un

disfonctionnement des stations d’épuration (Elhajjouji, 2007)
1.5.1.- Impact sur les eaux

Les margines sont peu dégradables a cause des substances phytotoxiques et
antimicrobiennes (phénols, acides gras, etc.) qu’ils contiennent. Souvent rejetés dans des
récepteurs naturels sans aucun traitement prealable, les margines nuisent fortement a la qualité
des eaux de surfaces. La coloration des eaux naturelles due aux tannins est 1’un des effets les
plus visibles de la pollution. La trés forte charge en DCO et surtout en DBO empéche les eaux
de s’auto-épurer et la pollution peut s’étendre sur de trés longues distances (Mebirouk , 2002)
Les polyphénols contenus dans les margines, rejetés dans les cours d’eau de faible débit ou
I’échange de I’air est limité, exercent une action antagoniste sur la flore et la faune aquatique
en causant souvent leur mort. , ce qui finit par rendre le milieu totalement anoxique et
provoquant ainsi la mort de tous les étres vivants par asphyxie (Ranali, 1991), L’épandage
des margines sur les sols peut également poser des problemes environnementaux. Les eaux
souterraines peuvent étre polluées, ce qui affecte la qualité de 1’eau potable (FKii et al., 2005)
Aussi, 1’épandage des margines, trés riches en ¢léments azotés, peut causer une pollution par
les nitrates des nappes situées dans la zone ou & proximité de la zone d’épandage et souiller la
qualité de I’eau potable (Benyahya et Zein, 2003) ; or dans le bassin méditerranéen, les
ressources en eau sont rares et leur préservation, tant quantitativement que qualitativement est
capitale. Les lipides présents dans les margines peuvent avoir aussi un impact négatif sur les
eaux. lls forment un film impénétrable a la surface des rivieres et ses bords empéchant ainsi la

pénétration de la lumiére et de I’oxygene (Nassif, 2002).
1.5.2.- Impact sur les sols

L’épandage direct des margines sur les sols provoque un colmatage des sols et une
diminution de leur qualité. Ces déchets sont a 1’origine de I’augmentation de la salinité des
sols ( Fiestas, 1981)et de la diminution du pH, qui pourrait étre a I’origine du changement
des caractéristiques physico-chimiques. De méme, les substances toxiques contenues dans ces
margines se fixent dans les sols. Certaines de ces substances telles que les phénols peuvent

inhiber I’activité microbienne et détruire la microflore du sol (Marisot et Tournier, 1986).
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1.5.3.- Impact sur les plantes

Les composes phénoliques sont les responsables majeurs de la phytotoxicité des
margines. L’application directe des margines bruts diminue les rendements en matiere seche
des tomates et du soja (Sumperdo et al., 2004) et inhibe la germination de quelques graines
comme le pin, la tomate et 1’atriplex (Dellagreca m et al., 2001 ; Muscolo et al., 2001). Les
résidus de pesticides présents dans les effluents d’huileries d’olive peuvent également étre
nocifs pour les plantes. Par conséquent, 1’utilisation agronomique par épandage direct des
déchets d’huileries d’olive a de mauvaises répercussions sur les eaux, les sols, les
microorganismes et les plantes. D’ou la nécessité de traiter ces effluents afin de palier aux
problémes environnementaux qu’ils engendrent. Dans ce sens, plusieurs travaux ont été

effectués pour remédier a ce probléme (Elhajjouji, 2007).
1.6.- Valorisation des margines
Les margines peuvent faire 1’objet de plusieurs types de valorisation. On peut citer :

» Transformation des substances organiques des margines en biogaz (80% des
substances organiques se transforment en biogaz pour donner 65-70% de méthane) par
une série de réactions biochimiques effectuées par deux types de bactéries acidogenes
et méthanogenes (Loulan et Thelier , 1987)

» Récupération des composés phénoliques qui peuvent étre utilisées en industries
pharmaceutique et cosmétique (Knupp et al., 1996)

» Production de protéines unicellulaires : ce procédé ne manque pas d’intérét car il se
traduit par une diminution de la DBO (60 a 70%) et I’obtention de 13 kg de levure par
meétre cube de margine. En plus, les cellules de levure absorbent le colorant brun des
margines qui empéche 1’épuration parfaite des eaux polluées. Utilisation des margines
comme substrat pour la culture de levures de types Candida (El alami, 2000).

> Les margines peuvent étre utilisées pour obtenir un compost fertilisant pour les sols(
Tomati et galli, 1992) L’avantage du compost formé a partir des margines est
I’absence des microorganismes pathogenes avec des concentrations élevées en

phosphore et en potassium (Galli e et al., 1994).
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I1.- Métabolites secondaires
11.1.- Définition

Les metabolites secondaires sont repartis en plusieurs grandes familles chimiques
. les composés phénoliques, les terpénoides, les alcaloides et les saponines (Mamadou,
2011). Les composés produits par les plantes sont séparés en métabolites primaires et
secondaires. Les métabolites secondaires ont une répartition limitée. Elles sont typiquement
produites dans un organe, tissu ou type cellulaire spécifique a des stades particuliers du
développement, en faible quantité et sont emmagasinés surtout dans les vacuoles (Raven et
al., 2003).

11.2.-Classification des métabolites secondaires

Les metabolites secondaires sont repartis en plusieurs grandes familles chimiques : les

composés phénoliques, les terpénoides, les alcaloides et les saponines (Mamadou, 2011).
11.3.-Les composées phénoliques
11.3.1.-Les composées phénoliques des margines

Les composés phénoliques des margines sont trés 2varié et leur structure est trés
variable. lls proviennent de I’hydrolyse enzymatique des glucides et des esters de la pulpe
d’olive au cours du processus d’extraction. Leur solubilisation dans I’huile est cependant bien
inférieure a celle dans les eaux de végétation, ce qui explique leur concentration élevée

détectée dans les margines (Ranalli, 1999).
11.3.1.1.-Classification des structures phénoliques

Les composés phénoliques peuvent étre regroupés en une dizaine de classes
(Harborne, 1990 ; Mancheix et al., 2006) (tableau 1) qui se différencient d’abord par la
complexité du squelette de base (allant d’un simple Cs & des formes trés polymérisées),
ensuite par le degré de modifications de ce squelette (degré d’oxydation, d’hydroxylation, de
méthylation...), enfin par les liaisons possibles de ces molécules de base avec d’autres
moléecules (glucides, lipides, protéines, autres metabolites secondaires pouvant étre ou non des

composés phénoliques) (Mancheix et al., 2006). Ces especes sont des monomeres, des
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polyméres ou des complexes dont la masse moléculaire peut atteindre 9000 (Harbone, 1990 ;
Crozier et al., 2006).

Tableau 1.- Principales classes des composés phénoliques (Harborne, 1989 ; Macheix et al.,
2006 ; Crozier et al., 2006).

Squelette carboné Classe Exemple Origine (exemples)
Ce Phénols simples Catéchol Nombreuses especes
coC Acides p-Hydroxybenzoique [Epices, fraise
6-L1
hydroxybenzoiques
) ) N Pomme de terre,
Acides Acide caféique,
pomme

Ce-Cs . . s

hydroxycinnamiques  |Acide férulique

Coumarines . )

Scopolétine Citrus

Ce—C 4 Naphtoquinones Juglone Noix
Ce6-C2-Cs Stilbénes Resvératrol \Vigne

Flavonoides

0 Rlavonols Kaempférol, quercétine [Fruits, Iégumes, fleurs

Cyanidine, )

0 Anthocyanes | o Fleurs, fruits rouges
Ce-C3-Cs pélargonidine

O Flavanols Catéchine, épicatéchinePomme, raisin

0 Flavanones Naringénine Citrus

Isoflavonoides Daidzeéine Soja, pois
(Ce-C2)2 Lignanes Pinorésinol Pin
(Ce-Ca)n Lignines Bois, noyau des fruits
(C15) Tannins Raisin rouge, kaki

11.3.2.-monomeres aromatiques

Plusieurs monomeres aromatiques ont été identifiés dans les margines par des
techniques de chromatographie (HPLC ou CPG). lIs sont representés essentiellement par des
alcools et des acides phénoliques. Le tableau 2 récapitule les composés phénoliques détectés

dans les margines
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Tableau 2.- Principaux composés phénoliques des margines.

Composés phénoliques

Références

Acide cafféique

(VAZEQUEZ, 1978 ; BORJA et al, 1995 ; D’ANNIBALE et al,
2004 ; EL HAJJOUJI et al ., 2007).

Acide p-coumarique

(VAZEQUEZ, 1978 ; BORJA et al, 1995 ; D’ANNIBALE et al,
2004 ; EL HAJJOUJI et al, 2007).

Oleuropéine (EL HAJJOUJI et al, 2007).
Hydroxytyrosol (FKI et al, 2005 ; ERGU et al, 2009).
Tyrosol (FKl et al, 2005 ; ERGU et al, 2009).

Acide vanillique

(VAZEQUEZ et al, 1974 ; BALICE et CERA, 1984 ; BORJA et al,
1995 ; AZABOU et al, 2007).

Acide ferrulique

(D’ANNIBALE et al, 2004 ; FKI et al, 2005)

Acide protocatéchique

(VAZEQUEZ, 1978 ; BORJA et al., 1995)

Acide 4-
hydroxyphénylacétique.

CICHELLI et SOLINAS, 1984 ; BORJA et al, 1995).

Acide syringique

(CICHELLI et SOLINAS, 1984 ; BORJA et al ., 1995).

Acide p-

hydroxybenzoique

(CICHELLI et SOLINAS, 1984 ; BORJA et al, 1995).

Acide vératrique

BALICE et CERA, 1984 ; MARTINEZ et al, 1992).

Acide 3,5-diméthoxy-4-

hydroxycinnamique

(BORJA et al, 1995).

Acide férulique

(DERMECHE et al, 2013).

Acide gallique

(DERMECHE et al, 2013).

Verbascoside

(DERMECHE et al, 2013).

Lutéoline

(FKI et al, 2005 ; DERMECHE et al, 2013).

Rutine

(FKI et al, 2005 ; DERMECHE et al, 2013).

Lutéoline 7-O-glucoside

(DERMECHE et al, 2013).

Lutéoline 7-O-

rutinoside

(DERMECHE et al, 2013).

Lutéoline 4-O-glucoside

(DERMECHE et al, 2013).
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a. Acides phenolique

Les composés phénoliques

Ce sont les monomeéres les plus abondants dans les margines. lls sont représentés dans le

tableau 3 (Borja et al., 1995).

Tableau 3.- Acides phénoliques et leur structure présent dans les margines (Borja et, 1995)

PR e e e e e e e e e e e e e e e e e e

‘Acde: phenoligue :

| Acida cafaignra

HAoide pooismarigqies

| Acida 4-hwdroxvphenylacstiqus
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b.- Alcools phénoliques

Un alcool phénolique est un composé organique possédant au moins un alcool aliphatique et
un hydroxyle phénolique. Les principaux alcools phénoliques rencontrés dans les margines
sont fig : 03et 04 (De Marco Elena et al., 2007) :

OH OH

HO HO

OH

Figure 03.- Le tyrosol(4- Figure 04.- L’hydroxytyrosol(3,4-
hydroxyphenylethanol) (De marco elena dihydroxyphenylethanol) (De marco
et al., 2007) elena et al., 2007; et al., 2007)

La variabilité des margines influence considérablement leur contenu qualitatif et quantitatif en
composés phénoliques. Toutefois, ceux-ci restent la fraction dominante de la matiére
organique. L’analyse qualitative des composés phénoliques par les techniques de
chromatographie reste tres délicate. Ceci est di & la polymérisation des monomeres
phénoliques en polyphénols, et au chevauchement de certains pics dans le chromatogramme

des molécules ayant des poids moléculaires et des structures trés proches.
11.3.3.-Les polymeéres phénolique

Les composés phénoliques a haut poids moléculaire dentifiés dans les margines sont
particuliérement les tannins : leur structure est tres complexe, leur concentration peut atteindre
12 g/L (Balice et al., 1982). Le catecholmélaninique est un flavotanin,il est le plus répandu et
en quantité la plus élevée dans les margines (Aissam, 2003 ; Zbakh et El abbassi, 2012). Il
est formé par la polymérisation de la catéchine a différents degrés. Leur poids moléculaire est
compris entre 500 et 3 000. En ce qui concerne la lignine, aucun auteur n'a cité la preésence de
ce polymére dans les margines, bien que les pulpes d'olives contiennent au moins 3% de

composés cellulosiques (Aissam, 2003).
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Tableau 4.- Principaux composés phénoliques polymériques retrouvés dans les margines

Composés phénoliques a haut poids moléculaires principalement les tanins

Tanins hydrolysables Tanins condensés (flavotanin)

- Esters d'acides phénoliques Le catécholmélaninique

- Esters d'acides phénoliques et sucres

- Glucosides

La composition chimique des margines est assez variable. Cette variation est due
essentiellement aux facteurs suivants (Karapinar et Worgan, 1983 ; Bambalov et al., 1989):
stade de maturation des olives, conditions édaphiques (les caractéristiques du sol) et
climatiques, variété des oliviers, systeme de culture, situation géographique, temps de
stockage des olives avant la trituration, techniques et lieu de stockage, nature de conservation
des olives, procédé d’extraction d’huile d’olive qui représente 1’élément le plus important
(Ramos-cormenzana, 1996 ; Annaki et al ., 1999 ; Fiorentino et al., 2003 ; Achak et al.,
2009).

11.4.- Biosynthese des composés phénoliques

Du point de vue biosynthétique ,les composés phénoliques peuvent étre engendrés par deux
voies métaboliques: la voie du shikimate, la plus courante, qui conduit entre autre a la
formation des acides phénoliques, flavonoides et lignines et la voie des polyacétates qui est a
I’origine de composés polycycliques tels que les coumarines, les xanthones et les quinones
(Machaeix et al., 2006).

11.4.1.- Voie de Shikimate

C’est souvent la voie de biosynthese des composés aromatiques, elle joue un role pour

contréler le métabolisme de la voie de phénylpropanoide (Yao et al., 1995).
11.4.2.- Voie de ’acide malonique

La glycolyse et la f-oxydation aboutissent a la formation de I’acétyl CoA donnant le
malonate. C’est a travers cette voie que s’effectue la cyclisation des chaines polycétoniques,
obtenues par condensation répétée d’unités « Acétate » qui se fait par carboxylation de
I’acétyl-CoA. Cette réaction est catalysée par I’enzyme acétyl-CoA carboxylase (Fleeger et
Flipse, 1964).
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I1.5.- Activités biologiques des composes phénoliques

Tableau 5.- Composés phénoliques des margines et leurs activités biologiques.

Composeé phénolique Activiteé biologique

Activité Antioxydante

Activité Cardioprotective

Hydroxytyrosol Activité Antimicrobienne et antivirale

Activité Anti-inflammatoire

Activité Fongicide

Activité Antioxydante

Tyrosol Activité Anti-inflammatoire

Activité Cardio-protectrice

Activité Neuroprotectrice

Activité Antioxydante

Activité cardio-protectrice

Activité Neuroprotectrice

Oleuropéine Activité Antiproliférative

Activité Anti-hypertensive

Activité Antimicrobienne et antivirale

Activité Anti-inflammatoire

Antioxydante

Oleuropeéine aglycone Neuroprotectrice

Cytoprotectice

LAnti-inflammatoire

11.6.- Valorisation des composes phénoliques des margine

Il 'y a une exactitude croissante que les radicaux libres soient impliqués dans plusieurs
maladies humaines, et jouent un réle capital dans la dégradation oxydative des aliments et des
produits cosmétiques. Par conséquent, I'extraction des composés phénoliques biologiquement
actifs a partir des margines constitue une alternative viable pour valoriser cet effluent
problématique (Obeid et al., 2009)
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En effet, la fraction phénolique posséde des activités biologiques intéressantes, il a été montré
aussi que 1’absorption journaliére des polyphénols peut dépasser 1g/jour. Ce qui veut dire
qu’elle est supérieure a celle des autres classes de métabolites secondaires et des antioxydants
alimentaires. Par exemple, elle est 10 fois supérieure a 1’absorption de la vitamine C et 100

fois plus élevée a celle de la vitamine E et les caroténoides (Vissers et al., 2000)

Trois grands créneaux d’applications sont identifi€és par rapport aux propriétés des composés

phénoliques : en agro-alimentaire, en cosmétologie et en phytothérapie.
11.6.1.- En agro-alimentaire

Selon Berset et Bondini, 2000, les composés phénoliques agissent sur la qualité
sensorielle des aliments, couleur, odeur et golt. Mais aussi sur leur conservation avec un réle

antibactérien et antioxydant (Bers et Bondinil, 2000)
11.6.2.- En cosmétologie

En 2005 Macheix J. a montré que I’intérét des composés phénoliques en cosmétologie
est lié aux propriétés : Antioxydant, leur capacité de chélater les métaux, pouvoir anti-

inflammatoire, effet antimicrobien et I’intervention sur I’activité de nombreuses enzymes.

Ils permettent de lutter contre le vieillissement cutané en tant que molécule anti-

radicalaire et en tant que protecteur des protéines de la peau comme 1’¢lastine et le collagéne.

Le seul frein de I'utilisation des composés phénoliques en cosmétologie est leur forte
réactivité a I’oxydation et leurs instabilités dans les formulations cosmétiques conduisant ainsi

a la variation possible de I’odeur et de la couleur (G hedira, 2005)
11.6.3.- En phytothérapie

Les éventuels bénefices que pourraient supporter a la santé humaine les composés
phénoliques intéressent particulierement le domaine de la phytothérapie, puisque 1’explication
de D’efficacité supposée de nombreuses plantes médicinales repose en tout ou partie sur la

présence de composés phénoliques dans ces plantes.

Des effets protecteurs de la consommation d’aliments riches en polyphénols vis-a-vis
de différentes pathologies (maladies cardiovasculaires, cancers, diabéte...) ont été mis en

¢évidence tant d’un point de vue épidémiologique qu’expérimental.
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De nombreuses études se sont penchées sur I’analyse du mode d’action des
polyphénols dans la prévention de ces pathologies, qui met en cause les propriétés réductrices
des composés phénoliques (G hedira,2005)

I11.- Anti-oxydants
I11.1.- Mécanismes d’action d’un anti-oxydant

Les principaux mécanismes d’activité antioxydante (Halliwell, 1994 ; bouzid et al.,
2011) sont :

» Le piégeage direct des EOR ;
» L’inhibition des enzymes impliquées dans le stress oxydant et la chelation des traces
métalliques responsables de la production des EOR,;

» La protection des systemes de défense antioxydants.
Les polyphénols peuvent agir selon ces divers mécanismes.

Les antioxydants sont ordonnés selon leur mode d’action : éliminateurs de radicaux
libres, chélateurs d’ions métalliques, piégeurs d’oxygéne dans des systemes fermés. Les
polyphénols, naturellement présents dans les aliments ou formés au cours des procédés de
transformation, sont considérés comme éliminateursde radicaux libres (Shahidi et al., 2003 ;
Chew et al., 2009)

La réduction de divers radicaux par les polyphénolsa été beaucoup étudiée afin de
déterminer les éléments majeurs de ’activité antioxydante. Grace a leur faible potentiel redox,
les polyphénols, plus particuliérement les flavonoides (FI-OH), sont thermodynamiquement
capables de réduire rapidement les radicaux superoxydes, peroxyles (ROQ), alkoxyles

(RO ) et hydroxyle par transfert d’hydrogéne : FI-OH + X --------- » FI-O + XH

Ou X représente 1'un des EOR mentionnés ci-dessus.Le radical aryloxyle (FI-O) peut réagir

avec un autre radical pour former une structure quinone stable.

En ce qui concerne les flavonoides, ces composés peuvent empécher les dommages
oxydatifs par différents mécanismes d’actions : soit par capture des radicaux hydroxyles,

superoxydes, alkoxyles et peroxydes (Hodek et al., 2002) (figure 06) ; soit par chélation des
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métaux (le fer et le cuivre) qui sont d’importance majeure dans I’initiation des réactions

radicalaires ; soit I’inhibition des enzymes responsables de la génération des radicaux libres.

Figure 06.- Piégeage des EOR par les flavonoides

Les propriétés antio xydantes des polyphénols varient en fonction de leur structure
chimique (Rice-evans, 1996) Les positions et degrés d’hydroxylat ion jouent une part
importante dans 1’activité antioxydante des polyphénols. Les polyphé nols porteurs d’un
groupement catéchol (un noy au aromatique porteur dedeux fonctions hyd roxyles adjacentes)
ont un potentiel antioxydant é levé. Ainsi, tous les flavonoides portant une hydroxylation en
3’ et 4’ posseédent une activité antioxydante significative (Aberouma et Deokule, 2008). De
plus, une hydroxyl ation supplémentaire en 5° comme sur la my ricétine augmentera cette
activité comparativement a des composés comme la quercétin qui en sont dépourvus
(Dziedzic et al., 1983) L'hydroxylation du noyau B joue donc un r éle important dans
I’activité antioxydante des flavonoides (Shahidi et al., 2003) tandis que 1’hydroxylation en 5

et 7 sur le cycle A a peu d’influence.
111.2.- Méthodes d’évaluation de I’activité antioxydant

Les méthodes de 1’évaluation du potentiel antioxydant sont nombreuses et variées. Le

tableau 6 reprend les méthodes d’estimation de ’activité antioxydant.
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Tableau 6.- Méthodes les plus couramment utilisées pour estimer le pouvoir antioxydant

Méthode Réaction Auteurs
Méthode FRAP(Ferric | Réduction de I’ion ferrique (Fe*+) en | Pulido et al, 2000 ;

Reducing Antioxidant | ion ferreux(Fe2+). Evalue le pouvoir | Hinneburg et al,

Power) réducteur des composes. 2006).
La lecture se fait a 700 nm.
Méthode DPPH Réduction du radical libre stable de | Koleva et al,
2,2-diphényl picrylhydrazyl (DPPH.). | 2002).

La lecture se fait 8 517 nm.
Méthode ABTS le sel de ABTS (sel d’ammonium de | Re et al, 1999
I’acide 2, 2 - azino bis-(3-

éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)

perd un électron pour former un
radical cation (ABTSe + ) de couleur
sombre en solution. En présence de
I’agent antioxydant, le radical ainsi
formé est réduit pour donner le cation
ABTS+, ce qui entraine la
décoloration de la solution.

La lecture se fait & 734 nm.

Méthode PPM | L’hydrogéne et [1’électron sont | Popovici et al,
(PhosPhoMolybda te) transférés vers le complexe oxydant | 2009
(PPM).

V.- Effet antimicrobien des margines

Les margines comprennent plusieurs composes phenoliques qui ont des propriétés

phytotoxiques et antimicrobiennes (tableau 7) (Ramos-cormenzana, 1996 ; Niaounakis et

Halvadakis, 2004). L’effet inhibiteur des CP des margines a été montré contre la sporulation
des bactéries telluriques ainsi que la croissance des bacteries Gram positives et Gram
négatives (Perez et al., 1992 ; Capasso et al., 1995 ; Larif et al, 2015 ; Leouifoudi et al.,
2015 ; Roila et al., 2016).
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Tableau 7.- L’effet antimicrobien des extraits phénoliques des produits et sous-produlits de

I’olivier (feuilles, olives, huile d’olive, saumure d’olives et grignons d’olives)

Microorganisme

Référence

Feuilles

Staphylococcus aureus

(Erdohan et Turhan, 2011)

Pseudomonas aeruginosa

(Djenane et al., 2011)

Bacillus cereus
Bacillus subtilis
Escherichia coli
Candida albicans

Cryptococcus neoformans

(Pereira et al., 2006)

Klebsiella pneumoniae
Salmonella enteritidis

(Korukluoglu et al., 2008)

Olives

Escherichia coli Pseudomonas

aeruginosa

(Medjkouh et al., 2016)

Haemophilus influenzae
Moraxella catarrhalis
Salmonella typhi

Vibrio parahaemolyticus

Staphylococcus aureus

(Bisignano et al., 1999)

Huile d’olive

Listeria monocytogenes
Staphylococcus aureus
Salmonella enteritidis Yersinia
sp.

Shigella sonnei

(Medina et al., 2006)

Helicobacter pylori

(Romero et al., 2007)

Erwinia
Saumures Clavibacter (Brenes et al., 2011)
d'olives Agrobacterium

Pseudomonas

Alternaria solani
Grignons Botrytis cinerea (Winkelhausen et al., 2005)
d’olives Fusarium culmorum
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Elles réalisent sur les bactéries en dénaturant leurs protéines cellulaires et en altérant leurs
membranes cytoplasmiques (Ranalli, 1991). Nombreuses études ont également révélées
’action des polyphénols des effluents oléicoles sur la croissance des champignons (Ozdemir,
2009 ; Vagelas et al., 2009 ; Senani-oularbi et al., 2011) et des algues (Della greca et al.,
2001).

En plus du cofit élevé des opérations d’extraction, la récupération des polyphénols des
margines reste une tache analytique difficile pour plusieurs raisons. Les phénols sont des
espéces chimiques réactives, vulnérables a lI'oxydation, a la conjugaison, a I'hydrolyse, a la
polymérisation, ceci est aggrave par le contact direct de ces polyphénols avec les enzymes et
les substrats (protéines, lipides, polysaccharides) qui se trouvent en grande quantités dans les
margines (Obeid et al., 2005b).

L'analyse immédiate des margines fraiches est donc toujours la situation idéale, en raison des
modifications possibles dans leur composition chimique lors de la manipulation de

I'échantillon

(Bianco, 2003). Plusieurs auteurs ont recommandé 1’utilisation des margines brutes, filtrées et
stérilisés comme agents antibactériens et antifongiques. Ces eaux de végétations ont présentés
des résultats similaires a leurs extraits phénoliques (Capasso et al., 1995 ; Visioli et Galli,
1998; Vagelas et al., 2009 ; Esmail et al., 2015).
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Les composés phenoliques

Tableau 8.- Activité antimicrobienne des margines brutes et leurs extraits phénoliques

Microorganisme

Espece

Référence

Algues

Ankistrodesmus braunii

(DELLAGRECA et al., 2001)

Champignons

Fusarium solani

(YANGUI et al., 2008)

Botrytis cinerea

(VAGELAS et al., 2009)

Aspergillus flavus

(SENANI-OULARSBI et al., 2018)

Bactéries

Clavibacter michiganensis

(OZDEMIR, 2009)

Pseudomonas syringae

(CAPASSO etal., 1995 ;
OZDEMIR, 2009)

Corynebacterium michiganense

(CAPASSO et al., 1995)

Bacillus subtilis

(OBIED et al., 2007B)

Pseudomonas fluorescens

(ROILA et al., 2016).

Proteus sp.

Enterroccus feculis

Pseudomonas aeruginosa

(OBIED et al., 2007B ;
TAFESH et al., 2011 ;

Klebsiella pneumoniae

ESMAIL etal., 2015 ;

Escherichia coli

LARIF etal., 2015 ;

Staphylococcus aureus

LEOUIFOUDI et al., 2015)

Streptococcus pyogenes

(Tafesh et al., 2011)

Pseudomonas savastanoi

(Krid et al., 2011

Il faut signaler que les poly phénols de D’olivier ne sont pas disponibles

commercialement en grande quantité. Plusieurs méthodes ont été proposées pour leur synthése

chimique (Tuck et Hayball, 2002) ou enzymatique (Espin et al., 2001) mais les protocoles

sont généralement lents et colteux. La récupération des polyphénols des effluents oléicoles

offre donc une double opportunité d'obtenir des biomolécules a haute valeur, et de réduire la

toxicité environnementale de margines.
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Matériel et Méthodes

Etude expérimentale

1.1.-Matériel

I.1.1.-Appareillage

Les différents appareils utilisés sont donnés dans le tableau :09

Tableau 9.- Tableau regroupant I’appareillage utilisé lors de I’expérimentation

1.1.2.-Echantillon

Appareil

Balance de précision

Etuve

Agitateur magnétiques plaque chauffante

Agitateur magnétique

Rotavapor

Bain-marie thermostaté

Spectrophotometre UV-Visible

Centrifugeuses (réfrigérée et non réfrigérée)

Vortex

Lampe UV (254 et 366nm)

Lyophilisateur a plateaux

Les échantillons des margine prélevés a partir du bassin de stockage des margines aprés avoir

bien mélangés puis transportés dans un bouteille de 1,5 litre, puis on conserve a 1’abri de la

lumiére dans un environnement non oxygéné et a4° C, jusqu'a utilisation.

1.2.- Méthodes

1.2.1.-Analyses physico-chimiques

La caracterisation physico-chimique des margines a eté étudiée par plusieurs

chercheurs est généralement tributaire des techniques et des systémes d’extraction de 1’huile

d’olives, elle differe d’un pays a I’autre.
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1.2.1.1. - Mesure du PH
Le pH est mesuré a I’aide d’un pH-métre I’analyse est effectuée en triple.
1.2.1.2. - Matiére séche (MS) et d’humidité

La matiére séche est constituée par 1’ensemble des substances organiques et
inorganiques, en solution ou en suspension, contenues dans les margines. La MS est
déterminée par la pesée d’un échantillon de margines avant et aprés évaporation a 105°C

pendant 24 heures. Elle est exprimée en g/100 g de poids frais(Tovar et al., 2002)
Humidité (%) = (P-Ps) / (P-Po)
MS (%) = 100 - Humidité (%)

» P : poids du creuset + échantillon avant séchage.
> Ps : poids du creuset + échantillon apres séchage.
» Po : poids du creuset vide.

1.2.1.3.- Matiéres minérale (MM) et organique (MO)

Les margines seéches ont été incinérées a 550°C jusqu’a une masse constante dans un
four a moufle .La matiere organique correspond a la différence entre le poids sec et les

cendres (correspondant a la MM) qui en résultent.
1.2.1.4.- Conductivité électrique

La conductivité, la salinité sont mesures a 1’aide d’un conductimétre. La conductivité

est exprimée en mS/cm
1.2.2.- Extraction des composés phénoliques
¢ Extraction des polyphenoles totaux a I’acétate d’éthyle

Les composés phénoliques contenus dans les margines sont extraits selon la
méthode décrite par (DE MARCO et al.. 2007). Les margines doivent, au préalable, subir
un prétraitement par I’hexane pour éliminer les lipides. Il s’agit d’une extraction liquide —

liquid I’acétate d’éthyle celui-ci est souvent utilisé pour ce type d’extraction (Della greca
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et al., 2004). En effet, FKI et al., 2004 ont démontré que 1’acétate d’éthyle est plus

efficace que les autres solvants d’extraction avec un taux d’extraction élevé.
+« Déelipidation des margines

10 ml de margines sont ajoutées a 10 ml d’hexane (V/V). La solution est mélangée
pendant 3 min. Le mélange subit ensuite une agitation suivie d’une décantation pendant 10
min. Les margines délipidees sont recueillies apres séparation compléte en deux phases :
I’hexane (surnageant) et les margines délipidées (phase aqueuse) prétes a une extraction

liquide-liquide Cette étape est reprise trois fois (3 lavages a I’hexane).
+ Extraction a I’acétate d’éthyle

L’acétate d’éthyle est additionné aux margines dilapidées (V/V), I’ensemble est
homogéneisé. Aprés une centrifugation a 4000g pendant 20 min, le mélange est completement
séparé en deux phases : I’acétate d’éthyle riche en poly phénols (surnageant) et les margines
(culot) (figure 06). L’opération d’extraction est répétée trois fois dans le but de récupérer le
maximum de composés phénoliques. La phase organique riche en composés phénoliques subit
une évaporation sous vide dans un évaporateur rotatif a 40°C (Zahari et al., 2014). Le

protocole est illustré par la figure 06.
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10 ml de Margines brutes

Délipidation

Lavage a I’hexane (2x10ml)

Agitation, décantation (2x)

/

Phase organique (Lipides) v

Phase aqueuse (margines délipidées)

Extraction avec 10ml d’acétate d’éthyle (v/v) (3x)

l

Mélanger pendant 3min

l

Centrifugation & 4000g pendant 20min

l

Evaporation sous vide a 40°C jusqu'a

Obtention d’un résidu sec

l

Dissoudre le résidu sec dans 3 ml de méthanol

Figure O7.- Diagramme d’extraction des composés phénoliques a partir des margines (De

marco et al., 2007).
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1.2.3.-Criblage phytochimique

Le criblage phytochimique est un étude qui permet d’avoir et d’identifier les
differents constituants de la plante .1l est basé sur des tests chimiques qui indique la présence
ou non de ces constituants tel que : les flavonoides, les alcaloides, les tanins, les saponines,

les quinones libres, phénols, stérol et polyterpenes.
1.2.3.1.-Les flavonoides

Dix gouttes d’acide chlorhydrique concentré et quelques milligrammes de
tournures de magnésium sont ajoutés a 0.5 ml de I’extrait. La coloration rose-rouge ou
jaune, apres trois minutes d’incubation a température ambiante, indique la présence des
flavonoides (Hadduchi et al., 2014) .

1.2.3.2.- Tanins

Huit gouttes d’une solution diluée de chlorure ferrique a 1 % sont ajoutées a 1 ml de
I’extrait. Aprés quelques minutes d’incubation a temperature ambiante, le chlorure ferrique
développe une coloration verdatre qui indique la présence des tanins catéchiques ou bleu

noiratre qui révele 1’existence des tanins galliques (Hadduchi et al., 2014) .
1.2.3.3.- Test des phénols

2ml de I’éthanol est ajouté a 2 ml de D’extrait, L’ajout de quelques gouttes de
FeCl3 permet I’apparition d’une coloration qui indique la présence des phénols (Igbal
hussain et al., 2011).

1.2.4.- Dosage des composes phénoliques par colorimétrie

La teneur en composés phénoliques des différents extraits obtenus a partir des
margines traitées et non traitées a été estimée parla méthode de Folin-ciocalteu selon
SINGLETON et ROSSI (1965) qui est basée sur la reduction en milieu alcalin de la mixture
phosphotungstique et phosphomolybdique du réactif de Folin par les groupements réducteurs
des composés phénoliques, conduisant a la formation de produits de réduction de couleur
bleue. Ces derniers présentent un maximum d’absorption a 760 nm dont I’intensité est

proportionnelle & la quantité de poly phénols présents dans 1’échantillon. Les solutions des
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différents échantillons a doser et la gamme étalon sont préparées de la méme maniere et dans

les mémes conditions.

A 125 1 de chaque extrait ou dilution, sont ajoutés 500 1 d’eau distillée puis 125 | du
réactif Folin-Ciocalteu, six minutes plus tard, 1,25 ml de la solution aqueuse de carbonate de
sodium (Na2COs) a 7% (annexe 1 0) sont additionnés au milieu réactionnel puis le mélange
est ajusté a 3 ml avec de I’eau distillée. Aprés 60minutes d’incubation & température ambiante
et a ’obscurité, I’absorbance est mesurée a 760 nm au spectrophotomeétre contre un blanc sans
extrait (figure 08) La quantification des composés phénoliques a été faite en fonction d’une
courbe d’étalonnage linéaire de la ormef y = ax réalisée en utilisant 1’acide gallique comme
référence. Les résultats seront donc exprimés en équivalents d’acide gallique. La quantité des
poly phénols totaux est calculée a artirp de I’équation de régression de la gamme d’étalonnage
établie avec I’acide gallique (0-200 g/ml) est exprimée en milligrammes équivalent d’acide
galliqgue (EAG) par gramme de matiéres seches totales des margines brutes et de margines

délipidées selonle cas.
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125ul d’extrait ou de dilution

Ajout de 500ul d’eau distillée

Ajout de 125ul de réactif au Folin-Ciocalteu

6min

Ajout de 1,25ml de solution de carbonate de sodium (Na2COs, 7%)

A 4

Le volume est ajusté a 3mla I'eau distillée

Incubation a température ambiante, a 1’obscurité, pendant 60 minutes

Lecture a 760 nm

Figure 08.- Etapes de dosage des polyphénols selonSINGLETON et ROSSI (1965).
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Il .1.-Etude de ’activité anti-oxydante

La capacité réductrice d'un composé peut servir ndicateurd'i significatif de son
potentiel d'activité anti-oxydante (Meir et al, 1995 ; Apak et al., 2007).

11.1.1.- Capacité de piégeage d’espéces radicalaires
Réaction entre le radical libre DPPH* et I’antioxydant
% Principe

Le  compose chimique  2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle (o, a-diphenyl-p-
picrylhydrazyle) fut I’un des premiers radicaux libres utilisé pour étudier la relation structure-
activité antioxydant des composés phénoliques. Il possede nu électron non apparié sur un
atome du pont d’azote (Figure 09). Du fait de cette délocalisation, les molécules du radical ne
forment pas des diméres, donc le DPPH" reste dans sa forme monomeére relativement stable a
température ordinaire. La délocalisation provoque aussi la couleur bleue bien caractéristique
de la solution de DPPH". La mesure de I’efficacité d’un antioxydant se fait en mesurant la
diminution de la coloration bleu-violette, due a une recombinaison des radicaux DPPH" ,

mesurable par spectrophotométrie a 515-518 nm.

NO @
/

H
N—/N
NO 5
I: Diphenylpicrylhydrazy! (free radical) 2: Diphenylpicrylhydrazine (nonradical)

Figure 09.-Structure de DPPH- (radical) et sa réduction par 1’antioxydant AH.

Le test DPPH (diphenylpicrylhydrazyl) est une méthode largement utilisée dans
I’analyse de 1’activité antioxydant. En effet, le DPPH se caractérise par sa capacité a produire

des radicaux libres stables. Cette stabilité est due a la délocalisation des électrons libres au
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sein de la molécule. La présence de ces radicaux DPPH" donne lieu a une coloration violette
foncée de la solution, qui absorbe aux environs de 517 nm. La réduction des radicaux DPPH*

par un agent antioxydant entraine une décoloration de la solution (Molyneux, 2004).

Dans la réaction ci-dessous (1), le radical DPPH est représenté par Ze et la molécule du

donneur par AH, la réaction primaire est: Ze+ AH=>ZH + As (1)

ZH est la forme réduite du radical DPPH. Notons que compte tenu de la solubilité en milieu
organique du DPPH, cette méthode est plus adaptée ourp les dosages qui se déroulent en

milieu alcoolique (méthanol et éthanol) (Mansouri et al., 2011).
Evaluation du potentiel anti-radicalaire

Pour I’évaluation de I’activité anti-oxydante, deux approches sont appliquées : d’une
part, la détermination de la réduction relative du radical DPPH" & un temps de référence (par

exemple apres une heure du début de la réaction) ou la détermination de la quantité.

D’antioxydant nécessaire pour réduire 50 % de DPPH et d’autre part, le suivi de la cinétique
de la réduction (Sanchez-moreno et al., 1998 ; Godoy et Scherer, 2009). Dans la premiére
approche, ’activité est définie par I’indice de la réduction de I’activité¢ anti-radicalaire en
pourcentage % RSA (Radical Scavenger Activity) ou pourcentage d’inhibition (% I), ou
I’absorbance du meélange réactionnel qui obtient le radical libre et I’échantillon de
I’antioxydant est reliée avec 1’absorbance du mélange sans aucun antioxydant (controle

négatif) a un temps't :
% RSA=[(Abs contrdle négatif — Abs échantillon) / Abs contréle négatif] x 100%
¢+ Mode opératoire

Le protocole expérimental utilisé est celui de BRAND-WILLIAMS et al. (1995). La
solution du DPPH est préparée par solubilisation dedmg de DPPH dans 100ml de méthanol.
50 I des solutions d’extraits phénoliques ou standards sont ajoutés a 2ml de DPPH. Le
mélange est laissé a 1’obscurité pendant lheure et la décoloration par rapport au contrdle
négatif qui contient uniquement la solution de DPPH qu’on mesure a 517nm. Dans notre test
le contrdle positif est représenté par une solution d’acide gallique synthétique comme un
antioxydant standard. Les concentrations des extraits phénoliques de margines (avant et apres

déglycosylation) dans le milieu réactionnel, ainsi que celle de 1’acide gallique utilisé comme
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témoin dans plusieurs tests, sont de 20 ; 40 ; 60 ; 80 ; 100 ; 150 ; 200 et 250 g/ml. La
diminution de l’absorbance est évaluée par le pourcentage d’inhibition (% 1) et I'IC50
(quantité équivalente en extrait qui neutralise 50%du DPPH’). Une IC50 faible correspond a
une activité antioxydant ou anti-radicalaire élevé de I’extrait. Ce paramétre a été introduit par
brand-Williams et ses collaborateurs (1995) et a été employé par plusieurs groupes de
chercheurs pour presenter leurs résultats, il définit la concentration efficace du substrat qui
cause la perte de 50% de I’activité de DPPH (Brand-williams et al., 1995 ; Boskou et al.,
2006 ; loziene et al., 2007; chew et al., 2009).

Le pouvoir anti radicalaire APR est inversement proportionnel a 1’IC50 (APR=1/1C50)
(Prakash et al., 2007 ; chew et al., 2009)

111.- Evaluation de D’activité antibactérienne
111 .1.- Evaluation de activité antibactérienne
111 .1.1.- Tests antibactériens

Deux méthodes différentes sont employées pour 1’évaluation de I’effet antibactériens des

différents extraits bruts des feuilles de I’olivier, margines, et les CP :

» La méthode de diffusion en milieu gélosé, qui permet la mise en évidence de I’activité
antibactérienne ;

» La méthode de micro-dilution, qui a pour objectif la détermination des concentrations
minimales inhibitrices (CMI) & partir d'une gamme de concentrations de produit dans
le milieu de culture.

R/

% Préparation des pré-cultures

A partir des milieux de conservation des souches de référence, des repiquages successifs sont
effectués. Ces derniers sont realisés sur des boites de gelose nutritive (ensemencement par

stries) aprés revivification dans des bouillons de culture.
Préparation de la suspension bactérienne

A partir de la culture bactérienne jeune, quelques colonies sont prélevées est remises en

suspensions dans de I’eau physiologique stérile. Une agitation est ensuite effectuée au vortex
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pendant quelques secondes. La standardisation de la suspension a 10® UFC/ml, est réalisée a

I’aide d’un spectrophotometre réglé sur une longueur d’onde de 620 nm.

Selon Mac Farland, on admet une densité optique (DO) comprise entre 0,08-0,1

correspond a une concentration de 107 & 108 germes/ml, la suspension d’inoculum est diluée a

1/10 pour avoir une concentration de 10° germes/ml.

i .2.-

Meéthode de diffusion en milieu gélosé

I11.2 .1.-Test de sensibilité aux extraits bruts, et aux composes phénoliques

X/
L X4

X/
L X4

Ensemencement et dépdt des disques: L’ensemencement est réalisé par
écouvillonnage sur boites Pétri, un écouvillon est trempé dans la suspension
bactérienne, puis essorer en pressant fermement sur la paroi interne du tube.
L’écouvillon est Frotté sur la totalité de la surface gélosée, de haut en bas en stries
serrées. L’écouvillon est rechargé a chaque fois pour ensemencer une nouvelle boites
de Pétri avec la méme souche. Les disques imprégnés d’extraits ou de CP sont déposés
délicatement sur la surface de la gélose inoculée a I’aide d’une pince stérile.
Finalement, les boites de Pétri sont incubées.

Lecture des resultants: La lecture a été faite par la mesure des diamétres des halos
d’inhibitions autours les disques. Chaque essai a été réalisé trois fois et les valeurs ont
été exprimées sous forme de moyenne + écart type. La sensibilité aux différents

extraits est classée selon le diamétre des zones d’inhibition comme suit :

» Non sensible (-) pour le diamétre moins de 8 mm ;
» Sensible (+) pour un diamétre entre 9 a 14 mm;
» Trés sensible (+ +) pour un diamétre entre 15 a 19 mm et extrémement sensible

(+++) pour le diamétre plus que 20 mm (Moreira et al., 2005).

40



Conclusion



Conclusion

Conclusion

Le présent travail a été consacré a 1’¢tude de poly phénol présent dans la margine
Les margines sont des eaux de végétation qui sont générées lors de I’extraction de L’huile
d’olive vierge. Ce sont des effluents riches en matiére organique (composé€s phénoliques,
lipides, sucres, protéines...) Et en sels minéraux (potassium, sodium, magnésium...)

(Nefzaoui , 1987).

Les effluents d’huileries d’olive ont un pouvoir polluant trés important, auront un impact
négatif sur I’environnement, di leur impact sur : les eaux, qui affecte la qualité de I’cau
potable (Fkii et al., 2005) et sur les sols qui subit un changement des caractéristiques
physico-chimiques, par 1’augmentation de la salinité des sols (Fiestas, 1981), et de la
diminution du pH. (Marisot et Tournier, 1986)., les composés phénoliques sont les
responsables majeurs de la phytotoxicité des margines donc il inhiber le développement des
plantes et de certains microorganismes (Sumperdo et al., 2004). Dans ce sens, plusieurs
travaux ont été effectués pour remédier a ce probléme, cette situation nous a réaliser une
étude expérimentale basé sur La richesse des margine par les composée phénolique grace a
leur structure qui montre une solubilité dans 1’huile inférieure a celle dans les eaux de
végétation, ce qui explique leur concentration élevée détectée dans les margines (Ranalli,
1999).

Grace a la propriété de compose phénolique le margine peuvent faire plusieurs types
de valorisation, dans Trois grands créneaux d’applications : en agro-alimentaire agissent sur la
qualité sensorielle des aliments, couleur, odeur et go(t. Mais aussi sur leur conservation avec
un réle antibactérien et antioxydant (Bers et Bondinil, 2000), en cosmétologie Ils permettent
de lutter contre le vieillissement cutané (G hedira, 2005) et en phytothérapie, cette situation
nous a réaliser une étude basé sur les parameétrent physico-chimique (PH,conductiviteé

matiére minérale).

Dans I’ensemble, les margines issus des huileries constituent une source précieuse de
bio-phénols naturels, doués d’une activité antibactérienne remarquable, pouvant servir dans
I’industrie pharmaceutique, agroalimentaire ou en agriculture. La récupération de ces
polyphénols offre la double opportunité d'obtenir des biomolécules a haute valeur additive

d’un coté, et de réduire le caractére polluant des margines d’un autre coté

Le test antioxydant par la méthode de piégeage du radical libre DPPH, a permis de

conclure que les extraits de feuilles de I’olivier et des margines ont une source prometteuse

42



Conclusion

d’agents antioxydants avec forte activité anti-radicalaire liée au contenu en polyphénols
(NIKI, 2010).

La valorisation nous a permet de remédier I’impact négative, améliorer la rentabilité du
secteur oléicole.
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Résumé

Les margines sont des effluents qui sont générées lors de I’extraction de 1’huile d’olive vierge, ils sont
riches en matiére organique (composés phénoliques, lipides, sucres, protéines...) épandus dans la nature , Plusieurs
travaux ont été effectués pour remédier les impact négatif des margines sur I’environnement .Dans ce
contexte, nous avons réalisé une étude experimentale basé sur la présentation des techniques pour effectuer
une analyse physico-chimique (PH,coductivite et matiere séche, matiére minérale), extraction des poly
phénols totaux a I’acétate d’éthyle, criblage phytochimique et dosage des composés phénoliques par
colorimétrie (la méthode de Folin-ciocalteu) afin d ‘évaluer ’activité antioxydant par la méthode de piégeage
du radical libre DPPH et 1’activité antibactérienne des extraits phénoliques.

La valorisation nous a permet de remédier I’impact negative,ameliorer la rentabilit¢é du secteur
oléicole .

Les mots clés : Margines, Valorisation, composés phénoliques, Antioxydant.

Summary

The vegetable waters are effluents which are generated during the extraction of virgin olive oil, they are rich in
organic matter(phenolic compounds ,lipids,sugars, protiens ....)spread in nature ,serveral works have been
carried out to remedy the negative impact of vegetable waters on the environment , in this context,we carried
out an experimental study based on the persentation of techniques for performing a physico-chemical analysis
(PH,coductivity and dry matter mineral matter),extraction of polyphenols total with ethyl
acetate,phytochemical screening and determination of phenolic compounds by colorimetry (the folin -
ciocalteu method) in order to evaluate the antioxidant activiy by the method of scavenging the free radical
DPPH and the antibacterial activity of the extracts phenolic .

The valuation has enabled us to remedy the negative impact,to improve the profitability of the olive sector .

The key words : Margines, valorization , phenolic compounds ,antioxidant .
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