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Résumé :

L’extraction d’huile d’olive par deux systémes d’extractions (discontinu a presse ou par
extraction continu de centrifugation a 3phases), génere deux sous-produit, le premier sous
forme solide (grignons) et 1’autre a 1’état liquide (margines). L’objectif de notre étude est
de quantifier les composées phénoliques contenant dans les margines ainsi d’évaluer leurs
activités biologiques. La teneur totale en composés phénoliques a été déterminée en
utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu, elle est de (25.77 g/l, 19.42 g/l, 16.97 g/l et13.05 g/l)
pour (E.P.B.M.V.Si.S.E.P, E.P.B.M.V.CS.E.P,
E.P.B.M.V.Si.S.E.3phetE.P.B.M.V.C.S.E.3Ph respectivement). Les tanins totaux ont été
quantifiés en utilisant la méthode de PVPP. Leur teneur est de (18.74 g/, 14.05 g/l, 10.59
o/l et 821g/l) dans les extraits (E.P.B.M.V.Si.S.E.P, E.P.B.M.V.C.S.E.P,
E.P.B.M.V.Si.S.E.3ph et E.P.B.M.V.C.S.E.3Ph respectivement). Les tanins condensés
sont estimés par la méthode de HCL-Vanilline. Leur teneur est de (8.88 g/l, 8.20 g/l, 8.15
g/l et 5.55 g/l) pour (E.P.B.M.V.Si.S.E.P, E.P.B.M.V.Si.S.E.3Ph, E.P.B.M.V.C.S.E.3Ph
etE.P.B.M.V.C.S.E.P respectivement). Les flavonoides ont été évalués en utilisant la
méthode AICI3, leur teneur est de (0.12 g/, 0.08 g/1, 0.06 g/l, 0.05 g/l) pour
(E.P.B.M.V.Si.S.E.P, E.P.B.M.V.CS.E.P, E.P.B.M.V.C.S.E.3Ph et
E.P.B.M.V.Si.S.E.3Phrespectivement). L’activité antioxydante a été évaluée en utilisant la
méthode de réduction de radical libre DPPH comparativement avec I’activité de témoin
positif acide ascorbique. L’IC50 a été estimé (0.103 mg/ml (dilution1/250), 0.104 mg/ml
(dilution1/200), 0.169 mg/ml(dilution1/100) et 0.163 mg/ml (dilution1/80) pour les extraits
phénoliques des margines(E.P.M.V.Si.S.E.P, E.P.M.V.C.S.E.P, E.P.M.V.Si.S.E.3Ph et
E.P.M.V.C.S.E.3Phrespectivement).Alors que celle de 1’acide ascorbique est de (0.27
mg/ml). L activité antibactérienne a été testée sur deux souches bactériennes pathogénes
Escherichia ColietPseudomonasAeruginosaselon la méthode de diffusion de disque
comparativement avec 1’activité de témoin positifgentamicine. L’activité antibactérienne
des  extraits (E.P.B.MV.SISEPEPBMV.CSEP, E.P.B.M.\V.Si.S.3Phet
E.P.B.M.V.C.S.E.3Ph) contre la souche Escherichia Coliexercent des diametres des
zones d’inhibition (19, 15, 10 et 12 mm respectivement).Le diamétrede zone d’inhibition
de témoin gentamicine est de (24 mm) contre la méme souche. Concernant les diametres
des zones d’inhibitions qui ont été enregistrées pour les extraits brutes des margines contre
Pseudomonas Aeruginosasont (20, 15, 9 et 12 mm) pour ces extraits brutes
(E.P.B.M.V.Si.S.E.P, E.P.B.M.V.C.S.E.P, E.P.B.M.V.Si.S.3Phet
E.P.B.M.V.C.S.E.3Ph respectivement) ;I’E.P.B.M.V.Si.S.E.Pest plus efficace contre le
témoin gentamicine (19mm).

Mots clés :

Margine, Compose phénoliques, DPPH, activité antioxydante, activité antibactérienne



Abstract

Extraction of olive oil by two extraction systems (batch press or continuous centrifugation
extraction at 3phases), generates two by-products, the first in solid form (pomace) and the
other in the liquid state (vegetable waters). The objective of our study is to quantify the
phenolic compounds containing in vegetable waters thus to evaluate their biological
activities. The total content of phenolic compounds was determined using the Folin-
Ciocalteureagent, it was (25.77 g / I, 19.42 g / I, 16.97 g / | and 13.05 g / I) for
(E.P.B.M.V.Si.S.E.P,.E.P.B.M.V.C.S.E.P,E.P.B.M.V.Si.S.E.3ph
andE.P.B.M.V.C.S.E.3Ph respectively). Total tanninscontents were quantified using
PVPP method.There were (18.74 g /1, 14.05¢g /1, 10.59 g/l and 8.21 g/ I) in the extracts
(E.P.B.M.V.Si.S.E.P, E.P.B.M.V.CS.E.P, E.P.B.M.V.Si.S.E.3ph
andE.P.B.M.V.C.S.E.3Ph respectively).Condensed tannins were estimated by the HCL-
Vanillin method. Their content is (8.88 g /1,820 g /1, 815 g/ | and 555 g/ I) for
(E.P.B.M.V.Si.S.E.P, E.P.B.M.V.Si.S.E.3Ph, E.P.B.M.V.C.S.E.3Ph
andE.P.B.M.V.C.S.E.P respectively). The flavonoids were evaluated using the AICI3
method, their content is (0.12g/1,0.08g/1,0.06 g/ 1,0.05 g /) for (E.P.B.M.V.Si.S.E.P,
E.P.B.MV.CSEE.P, E.P.B.M.V.C.S.E.3PhandE.P.B.M.V.Si.S.E.3Ph  respectively).
Antioxidant activity was evaluated using free radical reduction scavenging effects of the
free radical DPPH. The IC50 estimated for extracts was (0.103 mg / ml (1/250), 0.104 mg /
ml (1/200),0.169 mg/ml(1/ 100) and 0.163 mg / ml (1/80) and for the phenolic extracts of
margine (E.P.M.V.SIi.S.E.P, E.P.M.V.CS.E.P, E.P.M.V.C.S.E.3Ph
andE.P.M.V.Si.S.E.3Ph respectively).This effect seems to be weak when compared to
positive control ascorbic acid (0.27 mg / ml). The antibacterial activity was tested on two
bacterial strains pathogenic EscherichiaColiand Pseudomonas Aeruginosa according to
Disc diffusion method compared with gentamicin control activity. The antibacterial
activity of the extracts (E.P.B.M.V.Si.S.E.P,E.P.B.M.V.C.S.E.P, E.P.B.M.V.Si.S.3Phand
E.P.B.M.V.C.S.E.3Ph) against the Escherichia Coliexerces strain of the diameters of the
inhibition zones (19, 15, 10 and 12 mm respectively). The inhibition zone diameter of
gentamicin control is (24mm) to tell the same strain. Regarding the diameters of the zones
of inhibition that were recorded for the gross extracts of the vegetable waters are (20, 15, 9
and 12 mm) for these crude extracts
(E.P.B.M.V.Si.S.E.P,E.P.B.M.V.C.S.E.P,E.P.B.M.V.Si.S.3Phand E.P.B.M.V.C.S.E.3Ph
respectively); E.P.B.M.V.Si.S.E.P is more effective against the gentamicin control
(19mm).
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h : Heure.

HUM : Humidité.

I.T. A.F.V : InstitutTechnique de L’ Arboriculture Fruitiereet de la Vigne.

IC50 : Concentration correspondante a 50% d’Inhibition.

M.M : Matiére Minérale.

M.O : Matiere Organique.

MS :Matiére Seche.

M.S.E.P :Margines Systeme d’Extraction a Presse.

M.S.E.3PH :Margines Systeme Extraction a 3phases.



M.V.Si.S.E.P :MarginesVariété Sigoise Systemed’Extraction a Presse.
M.V.C.S.E.P : Margines VariétéChemlalSystemd’Extraction a Presse.
M.V.Si.S.E.3Ph : MarginesVariété Sigoise Systémed’Extractiona3Phases.
M.V.C.S.E.3Ph : MarginesVariété Chemlal Systémed’Extractiona 3Phases.
NM: Nanométre.

P : Probabilité.

P.H: Potentielle d’Hydrogéne.

P.P.T:PolyPhénols Totaux.

PVPP:Poly-Vinyl-Poly-Pyrolidone.

RPM: Rotation Par Minute.

SEM : Erreur Standard Moyenne.

T° : Température.

TC :Tanins Condensés.

TT :TaninsTotaux.

UV: Ultra-Violet.
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L’olivier a une origine trés ancienne. Son apparition et sa culture remonterait a la
préhistoire (Miner,1995).L huile d’olive est une des principales composantes du régime
dit « méditerranéen », connu pour son action bénéfique sur la santé (Jacotot, 1996).Avec
le développement du secteur olé€icole, les systemes d’extraction de I’huile d’olives
traditionnels (le systeme discontinu & presse) sont remplacés par des équipements
modernes (le systéme continu par centrifugation a 2phases ou 3phases). L'extraction de
I'huile d'olive produit deux types de déchets solides (les grignons) et ’autre liquide (les
margines).Seuls les systéemes apresse ou de centrifugation a 3phases génerent des
margines. Méme si ces deux processus sont moins respectueux a 1’environnement, ils sont
encore largementutilisé, autour de la zone méditerranéenne ou ils induisent la production
de grands volumes de margines, estimés a 30 millions de m3/an (Mekkiet al.,2007)Pendant
une trés courte période de l'année allant de novembre a février. Les margines sont
considérés comme 1’un des effluents les plus nocifs produits par les industries agro-
alimentaires (Mekkiet al.,2010).En raison de leur charge polluante et de leur toxicité pour
I'ensemble de I'écosystéme (plantes, microorganismes et organismes aquatiques et aériens)
due a leur pH acide, et leur richesse en matiére organique, en particulier en polyphénols.ll
a été évalué qu’elles sont 200-400 fois plus toxiques que les eaux usées municipales
(Achaket al.,2011). Ces considérations ont conduit plusieurs chercheurs a 1’échelle
nationale et internationale a trouver des applications pour le traitement et la valorisation
des effluents d’huileries d’olive (Hamdi et Ellouz, 1993 ; Chimiet al.,1997 ;Paredeset
al., 2000).

Plusieurs facteurs peuvent influer sur la quantité, la qualité et la composition physico-
chimique des margines, y compris: le climat et les conditions du sol, des cultivars
doliviers, la variété d'olive, la maturité des fruits, le lieu et I'dage de la croissance, la
période de récolte, le temps et les conditions de stockage des olives et les procédés
d'extraction d'huile (KirilMertet al.,2010). Donc,est ce que le mode d’extraction et les
variétés des olives peuvent influencer sur la quantité des polyphénols des margines et leur
activité biologique (antioxydante et antibactérienne) ?Dans ce contexte le but de notre
étude est d’évaluerla quantité des composéphénolique,et de testzractivité antioxydante et
testé 1’activité I’antibactérienne.Ces composé phénoliques appartient aux margines des
deux variétés d’Olive (Sigoise et Chemlal) ; chaque variété est issue par deux systémes
d’extraction: 1’un par pression et 1’autre par centrifugation a 3phases, ces varietés sont

récoltés dans la région de Ghardaia.
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Les hypotheses de noter travail; sont basé sur I’effet de la variété d’olive etlessystemes

d’extraction sur les composésphénoliques et leurs I’activité biologiques.

Hypothése nulle(HO) : il y’a un effet de lavariété d’olive et les systémes d’extraction sur la

quantité des composés phénoliques et sur 1’activité biologique

Hypothese alternative (H1) : Il n’existe pas un effet de la variété d’olive et les systémes

d’extraction sur la quantité des composés phénoliques et leursl’activités biologiques

C’est pour ¢a notre travail est subdivisé en troischapitres :chapitrel: synthese
bibliographiqueest subdiviser en 3 Titres. Titre 1 inclut :la diffusion oléicultures dans le
monde, 1’Algériec et Ghardaia et les processus d’extraction,sous-produits de 1’oléiculture
etles principaux composants des margines.Titre 2 inclut : les composées phénoliques des
margines, et Titre3 inclut :I’activités biologiques des margines. Chapitre 2 : c’est la
partie expérimentale présente le matériel et les méthodes utilisées pour effectuer les
différents tests et chapitre3 : concerne les résultats obtenus et ainsi que leur interprétation.

Et vers la fin une conclusion.
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I1.1.0léicultures

I.1.1. Patrimoine Oléicole Mondial
Compte actuellement environ 750 millions de pieds d’olivier cultives sur une superficie de
9,23 millions d’hectares. Lespays méditerranéens comptent 715 millions d’oliviers sur une
superficie d’environ 8,16 millions d’hectares, soit 95 % du patrimoine oléicole mondial
(Benyahia et Zein,2003).La production de I’huile d’olive se concentre principalement
dans les pays du pourtour mediterranéen Espagne, Grece,ltalie, Turquie, Syrie, Tunisie et

Maroc avec 94 % de la production mondiale (EI Hajjouji, 2007). (Figure 01 et tableau 01)

Figure 01: Répartition des oliviers dans la régionméditerranéenne(vergari. 1998).

1.1.2. Oléiculture en Algérie

L'oléiculture est la premiére richesse arboricole de I'Algérie. Elle constitue une source de
subsistance pour de nombreuses familles. L’oliveraie occupe 45% du verger arboricole
total et compte 32 millions d’arbres dont 80% sont destinés a la production d’huile d’olive
(Vossen, 2013) estimée a 55.000-70.000 tonnes/an(Cheikh, 2016).La superficie oléicole
algérienne a connu une légére progression en 2014 passant de 348196 ha en 2013 & 383443
soit une évolution de 10%. La production d’huile d’olive, quant a elle, est passée de 429
980 hl en 2013 a 479700 hl en 2014, soit une évolution de 11.5%. L’ Algérie se place ainsi
au 8eme rang mondial (Aggoun, 2016).

Le potentiel oléicole est concentré dans les régions montagneuses et se répartit
principalement dans trois régions : le Centre nord, principalement (Tizi-Ouzou, Bouira et
Bejaia) avec 54,3 % de la surface totale, I’Est (Jijel, Guelma, Skikda et Mila) avec 28,3 %
et I’Ouest qui occupe a peine 17% (Tlemcen, Sig et Mascara). La plupart des oliveraies (80

%) est donc cultivée sur des terrains accidentés et marginaux, peu fertiles et caractérisés




Chapitre | Synthése bibliographique

par une pluviométrie moyenne comprise entre 400 et 900 mm/an. Le reste (20 %) est situé
dans les plaines occidentales ou la pluviométrie moyenne annuelle est de 300-400 mm A
noter que les olives des régions centre sont destinées a la production de I’huile, alors que

celles de I’Ouest sont pour la conserverie (Loussert Et Brousse, 1978).

TableauO1: Pprincipales variétéscultivées dans le monde(Coi, 2013).

Pays Principales variétés

Algérie Chemlal ; Sigoise ; Azeradj ; Limli ; Blanquette de Guelma.
Argentine Arauco.

Egypte AggeziShami ; Hamed ; Toffahi.

Alfafara ; Alorena ; Arbequina ; Bical ; Blanqueta ; Callosina ;
Carasqueno de la Sierra ; Castellana ; Changlot Real ; Cornicabra ;
Espagne Empiltre ; Farga ; Gordal de Granada ; Gordal Sevillana ; Hojiblanca ;
Lechin de Granada ; Lechin de Sevilla ; Loaime ; Lucio ; Manzanilla
cacerena ; Manzanilla Prieta ; Manzanilla de Sevilla ; Mollar de Ceiza ;
Morisca;Morona;Morrut;Palomar;Picual;Picudo;Rapasayo;

Royal de Gazorla ; Sevillenca ; Verdial de Badajoz ; Verdial de Huevar,

France Aglandau ; Bouteillan ; Grossane ; Lucques ; Picholine Languedoc ;
Salonenque ; Tanche.
US.A Mission
Greéce Adramitini ; Amigadalolia ; Chalkidiki ; Kalamone ; Conservolia ;
Koroneiki ; Mastoidis ; Megaritiki ; Valanlia.
Italie AscolanaTenera ; Biancolilla ; Bosana ; Canino ; Carolea ; Casaliva ;

Cassanese ; Cellina di Nardo ; Coratina ; Cucco ; Dolce Agogia ; Dritta ;

Jordanie Rasi’i

Liban Soury.

Maroc Haouzia ; Menara ; Meslala ; Picholine Marocaine.

Palestine NabaliBaladi

Portugal Carrasquenha ; Cobrangosa ; Cordovil de Castelo Branco ; Cordovil de
Serpa ; GalegaVulgar ; MacanilhaAlgariva ; Redondal.

Slovénie Bianchera.

Syrie Abou-Satl ; Doebli ; Kaissy ; Sorani ; Zaity.

1.1.3. Oléiculture dans la wilaya deGhardaia
La production d’olives dans la wilaya de Ghardaia a atteint 2.150 tonnes au titre de
I’actuelle saison agricolela superficie consacréea 1’oléiculture a connu un net
développement en passant de 118 hectares en 2000 a 1.250 hectares en 2014 dans la wilaya

de Ghardaia. Une quantité de 1.877 tonnes sera consomme comme olive de table, et 273
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tonnes sera destinée pour I’extraction de pres de 27.500 litres d’huile d’olive ‘‘vierge et

bio’’ par le biais de deux huileries crées respectivement a Guerrara et a Beni lzguen.

Les pouvoirs publics ceuvrent a I’extension de la superficie des oliveraies dans la wilaya de
Ghardaia qui offre plusieurs opportunités d’investissement, notamment la possibilité
d’étendre la superficie cultivée d’oliviers, a travers la lutte contre I’érosion des sols,
I’exploitation rationnelle des terres et I’augmentation de la productivité notamment dans la

région du sud de la wilaya(DSA Ghardaia,2014).

Tableau02:Principales variétés d’olive cultivées a Ghardaia (DSA Ghardaia,

2014).

Variétés Destination Caractéristiques

Tres estimée pour la conservation et
I’huilerie, rendement élevé en huile et
variété auto-fertile.

Sigoise Table + huile

Chemlal Huile Hmlg tres appreC|,ee_,re5|ste en cgl'gure
seéche. Inconvénients : autostérile
etfloraisontardive.

1.2. Production d’huile d’olive

Les étapes de la production :

1.2.1. Récolte des olives
La récolte est une opération importante de la culture de 1’olivier et, par conséquent, elle
doit étre contrdlée de prés étant donnée ses répercussions sur le colt de la production, la

qualité du produit obtenu et la qualité de 1’huile d’olive (Ahmidou et Hammadi, 2007).

1.2.2. Transport des olives
Dans le souci de conserver les caractéristiques de qualité que les olives possedent au
moment de la récolte sur I'arbre, il s'avére nécessaire de les acheminer immédiatement vers
les moulins.Le moyen le plus approprié pour le transport des olives est représenté par les
caisses matiere plastique permettant la circulation de l'air et évitant des réchauffements
préjudiciables causés par l'activité catabolique des fruits. Ces caisses limitent la couche
d'olives et réduisent donc le danger d'écrasement, tout en représentant un moyen idéal pour
le stockage en attendant la mouture. Par contre, le transport des olives dans des sacs en jute

est peu rationnel, car cette modalite provoque inévitablement des lésions aux drupes,
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surtout si elles sont trés mdres. Elles sont a l'origine du déclenchement de processus
biologiques d'altération de la qualité de I’huile (Ahmidou et Hammadi,2007).

1.2.3. Stockage des olives ettransformation
Le caractére saisonnier de la production oléicole, les problemes de transport et les autres
contraintes liées aux structures de la filiere oléicole, ne permettent genéralement pas
d'adapter le rythme de réception aux capacités des unites de trituration ; d'ou le nécessaire
recours au stockage.
Le stockage est donc un mal nécessaire et constitue dans la majorité des cas la principale
cause de la détérioration de la qualité de I'huileextraite.
Au cours de ce stockage, les olives subissent des altérations plus au moins profondes selon
la durée et les conditions de stockage. Ces altérations sont dues a l'activité enzymatique
propre a la matiere elle-méme, (lipolyse), mais également au développement microbien
durant la période de stockage. Pour atténuer ces altérations on peut opérer des stockages en
silos ventilés ou greniers a olives, en bacs superposés en matiére plastique, avec utilisation
de fongicides, en saumures, en atmosphere contrdlée, sous froid (Ahmidou et
Hammadi,2007).

1.2.4. Extraction de I’huile d’olive

L’acte final de I’oléiculture est I’extraction de I’huile d’olive. La technologie D‘extraction
a beaucoup évoluée, la matiére premicre en I’occurrence 1’olive doit étre préparée et
conditionnée selon un certain nombre d'étapes mécaniques apparemment simples. De la
mise en ceuvre correcte de ces phases, dépend la qualité finale de I’huile d'olive a condition
que la matiere premiére soit elle aussi de bonne qualité.

Le traitement des olives en vue de ’extraction de 1’huile peut se faire par des moyens
mécaniques (par pression ou par centrifugation). Divers systémes d’extraction sont
employés pour extraire I’huile d’olive(Ahmidou et Hammadi,2007).

1.2.4.1. Systeme discontinud’extractiona presse

Ce systeme utilise des presses métalliques avis ou, le cas échéant des presses hydrauliques.
La pate issue du broyage est empilée sur des scourtins, a raison de 5 a 10kg par
L’application de la pression sur la charge des scourtins doit étre réalisé de maniére
progressive. L’opération de pressage dure au moins 45 minute. Les scourtins doivent étre
lavés, selon la norme internationale en vigueur et a raison d’une fois par semaine pour
éviter d’augmenter 1’acidité de I’huile(Ahmidouet Hammadi,2007).

Le systéme discontinu d’extraction par presse est représenté par la figure suivante :




Chapitre | Synthése bibliographique

Effeuillage +lavage

4

Broyage

ll

Enscourtinage

4

Pressage

.. Mouts
Grainions

Séparation par décantation >

Huile Maraine

Figure02: Systéme d’extraction discontinua presse (Morilloet al., 2009).

Inconveénient de ce systeme : Les opérations du broyage et de pressage de la pate des
olives, conduites en pleine air, peuvent entrainer ’altération des huiles. En effet, 1’auto
oxydation de I’huile déclenchée par la présence de 1’air, provoque la dégradation des
acides gras insaturés et par conséquent la formation des hydro peroxydes qui peuvent se
décomposer et donner lieu a des produits volatils conduisant a un état de rancissement de
I’huile. Un autre inconvénient de ce systéme, est qu’il génere des quantités importantes de
margines (60 a 70L par 100 Kg d’olive), Par contre ce systéme d’extraction & presse
permet 1’obtention d’une huile non piquante et riche en polyphénols (Morilloet al., 2009).
1.2.4.2. Systéme d’extraction continu avec centrifugation a3phases

Les trois phases sont : 1’huile, margines et grignons. L’introduction de ces installation
(continues) a permis de réduire les colts de transformation et la durée de stockage des
olives avec comme conséquence une production oléicole de moindre acidité. Le systéme

continud’extraction avec centrifugation a trois phases est représenté par la figure suivante :

Effeuillage +lavage

\

Broyage

N
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Figure03:Systémed’extraction continu avec centrifugation a 3phases
(Morilloetal., 2009).

1.2.4.3 Systéme d’extraction continue avec centrifugation a 2phases
Le procédé technologique d’extraction des huiles d’olive fonctionne avec un nouveau
décanteur avec centrifugation a deux phases (huile et grignon) qui ne nécessite pas 1’ajout
d’eau pour la séparation des phases huileuses et solide contenant le grignon et les
margines. Le systtme continu d’extraction avec centrifugation a deux phases est

représenté par la Figure suivante :

Effeuillage +lavage

4

Broyage

iﬁi

— 7
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Figure 04:Systéme d’extraction continue avec centrifugation a 2phases
(Morilloetal., 2009).

Le rendement en huile génére par ce systéme est Iégerement plus élevé que les autres. LE
décanteura 2phases permet d’obtenir une huile riche en polyphénols totaux et en ortho-
diphénols, il est donc plus stable. Cesystéme est plus respectueux de I’environnement car il
ne possede pas a 1I’augmentation du volume d’effluent liquide (margines) ce systeme est le
plus performant du point de vue stabilité oxydative et organoleptique des huiles obtenues.
Les travaux effectués dans ce domaine montrent que parmi les systémes d’extraction
d’huile d’olive employés, celui a deux phases est le plus fiable et le plus efficace
(Morilloet al., 2009).

11
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1.3. Margine

1.3.1. Généralitéssur les margines

Les margines sont obtenues lors de I’extraction de I’huile d’olive a partir de 1’eau
contenue dans le fruit, ajoutée au cours du broyage et des étapes de trituration. La qualité et
la quantité des margines dépendent de I’opération d’extraction d’huile d’olive. Elles sont
aussi influencées par la variété d’olives, la saison de récolte, le taux de maturation des
fruits et les conditions climatiques Les différentes techniques d’extraction d’huile d’olive
aboutissent a la formation des margines en quantités variables, allant de 400 a 500 L/tonne
d’olives pour les unités traditionnelles et une tonne de margines/tonne d’olives pour les

unités modernes (Hamdi, 1991).

1.3.2. Composition

En général, les margines présentent une composition chimique trés complexe et
hétérogene:

83-88 % d’eau;

10,5-15% de matiére organique;

1,5-2% de matiéres minérale;

1,25-2,4% de maticres azotéestotales;

0,03-6% de maticres grasses;

A N N N N RN

1,0-1,5% de polyphénols.

Malgré le traitement des margines tout au long du processus, les margines finales
contiennent toujours des résidus huileux qui n’ont pu étre séparés lors des centrifugations
verticales. Elles contiennent une variété de composés organiques et minéraux, de nature et
de concentration tres différentes. Cette variabilité dépend de la nature des olives, de leur
degré de maturation, des pratiques culturales et du procédé utilisé pour 1’extraction d’huile
d’olive (Mulinaccietal.,2001).

1.3.2.1. Matiere seche des margines

L'extrait sec des margines est extrémement élevé et variable. Il est situé entre 15,5 et 266,5
o/l pour les margines pour les margines de centrifugation a trois phase et entre 9,5 et 161,2

o/l pour les margines a presse (Digiovacchinoet al.,1988)

12

——
| —



Chapitre | Synthése bibliographique

1.3.2.2. Fraction minérale

Les margines contiennent des quantités significatives de sels minéraux, leur teneur varie de
4 a 42 g/L pour celles issues de I’extraction par pression et 0,4 a 12,5 g/L pour celles

deCentrifugation(Coi,2008).

Tableau 03: Valeurs desminérauxdes margines issues des deux systémes
d'extraction (Coi, 2008).

Eléments Procédé d’extraction de I’huile
(g9/L) Pression Centrifugation
Potassium 1500-5000 630-2500
Calcium 58-408 47-200
Sodium 38-285 18-124
Magnésium 90-336 60-180
Fer 16,48-86,40 8,80-31,50
Manganese 2,16-8.90 0,87-5,20

1.3.2.3. Fraction organique
Les margines comportent deux fractions organiques:

e Une fraction insoluble constituée essentiellement de pulpes d’olives qui
représente la matiére en suspension et colloidale.

e Une fraction soluble dans la phase aqueuse qui contient les sucres, les composés
azotés, les vitamines, les acides organiques, les lipides et les composés
phénoligques (FKi et al.,2005).

1.3.2.4. Composées phénoliques des margines
Les polyphénols sont molécules bioactives présentes dans les plantes, aux structures tres
hétérogenes ayant pour point commun la présence d’au moins un noyau aromatique
(groupement phénol) sur lequel sont présents plusieurs groupements hydroxyles (-OH)
(Sarni-Manchado et Cheynier,2006).

OH

Figure 05: Montre la structure de noyau de phénol(Sarni-Manchado et Cheynier,2006).

13
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Les composés phénoliques des margines proviennent de 1’hydrolyse enzymatique des
glucides et des esters de la pulpe d’olive au cours du processus d’extraction. Ils sont trés
divers et leur structure est tres variable, ils sont plus solubles dans les eaux de végeétation,
ce qui explique leur concentration élevée dans les marginesLa couleur des margines est
fonction de 1’état de dégradation des composés phénoliques et des olives dont ils dérivent

(Ranalli,1991).
a. Les monomeres phénoliques

Différents monomeres aromatiques ont été identifiés dans les margines tels que:

e Acides phénoliques
Ce sont les monomeres les plus abondants dans les margines, ce qui explique leur acidité.
Les principaux monomeres sont: acide cinnamique (105 mg/L), acide p-coumarique (117
mg/L), acide caféique (140 mg/L), acide férulique (95 mg/L), acide vanillique (20 mg/l)
(De marcoetal.,2007).

e alcoolsphénoliques
Les principaux molécules des margines sont le tyrosol (4-hydroxyphenylethanol) a une
teneur de 210,6 mg/L et I’hydroxytyrosol (3,4- dihydroxyphenylethanol) a une teneur de
315,9 mg/L (Demarcoetal.,2007).

Tableau 04 :Structure des monoméresphénoliques rencontres dans lesmargines (De
marcoet al.,2007)

Composes phénoliques Structure

Acide vanillique

o
_ _ ~~"“0oH
Acide p-coumarique H
[ =
BN | e

[ Tol S

Tyrosol HO

OH
~ OH
Hydroxytyrosol HO’
OH
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b. Les polymeéres phénoliques

Plusieurs polypheénols sont identifiés:
e Lesflavonoides

Sont des substances généralement colorées, (flavussignifie: jaune en latin)(Aruomaet
al.,2003).1Is ont tous la méme structure chimique de base (Figure 6) :

Figure06: structure de base des flavonoides(aruomaetal.,2003)

Un carbone de propane diphénylique et deux noyaux aromatiques (benzéniques), liés entre
eux par une chaine linéaire de trois carbones. Il a été montré que les margines contiennent
un ensemble de flavonoides tels que: lutéoline-7-glucoside, 1’hespéridine, 1a catéchine, les
glycosides de cyanidin( Ghedira, 2005)
e Lestannins
Leur structure est trés complexe, résultant de la condensation de certaines formessimples
(Ghedira, 2005).1ls sont classés conventionnellement en:
> Tannins hydrolysables: ils sont constitués par une molécule estérifiée par
I’acide gallique ou un de ces dérivés. Ils sont facilement hydrolysables par voie
chimique ou enzymatique
> Tanins condensés: appelés aussi flavotanins. Ils sont formés par la
polymérisation de la catéchine a différents degrés. Leur poids moléculaire est
compris entre 500 et 3 000. Le catécholmélaninique est le flavotanin le plus
retrouvé en quantité élevée dans les margines.Caroténoidesreprésentent un
ensemble de pigments naturels trées répandus dans la nature, ils dérivent
chimiquement d’une structure de base formée par I’enchainement linéaire de huit

unités isopréniques(Ghedira, 2005).

15
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|.4.Caractéristiques biologique des margines

Les margines sont caractéerise par différentes activité biologique qui sont :

1.4. 1. Activité microbiologique des margines :

Caracteérisation microbiologique des margines les études microbiologiques effectuées sur
plusieurs échantillons de margines ont confirmés 1’absence totale de micro-organismes
pathogénes. Donc, ces effluents ne posent aucun probléme hygiénico-sanitaire (Aissamet
al.,2002). Des analyses microbiologiques ont montrés que les levures et les champignons
sont capables de s’y développer mieux que les bactéries (Ramos-Cormenzana,1986).Ces
micro-organismes supportent la salinité éleveée et le pH acide caractéristiques de ces
effluents, et résistent plus que les bactéries aux substances phénoliques.la flore fongique en
trouve les levures, (Trichosporumcutaneium, Cryptococcusalbidius)les champignons se

compose essentiellement (d’Aspergillus flavius, Aspergillus candidus)(Colin, 2008).

1.4.1.1Activité antibactérienne des polyphenols des margines
Les polyphénols des margines qui ont une activité antibactérienne sont :

a. Activité antibactérienne des flavonoides
Les flavonoides sont parmi les plus communs des produits naturels qui présentent un large
spectre d’activité antibactérienne (Duthieetal., 2003). Des études scientifiques menées au
cours des derniéres années ont générés un intérét croissant dans leur réle potentiellement
important dans le maintien de la santé humaine. Un nombre considérable de plantes
médicinales contiennent des flavonoides, qui ont été rapportés par de nombreux auteurs
comme ayant des propriétés antibactériennes (Nijveldtet al.,2001).L'activité de la
quercétine, par exemple, a été partiellement attribuée a I'inhibition de I'ADNgyrase
d’E.coli(Duthieetal.,2003).

b. Activité antibactériennes des tanins

Les tanins ont été testés contre des bactéries Gram+ et Gram-, les résultats montrent que

les Tanins ont présenté une activité antibactérienne contre les micro-organismes testes (S.
aureus et E. coli) (Duthie etal., 2003).

1.4.2. activité antioxydante des margines
Si les margines sont proprement gérées, elles seront moins chéres et une source pertinente

des antioxydants naturels.A cause de leur teneur élevée en substances phénoliques, les
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polyphénols sont des composés organiques solubles dans 1’eau et ils sont abondants dans
les margines (Baudin,2006). Plus de quarante molécules phénoliques ont été identifiées
dans les eaux de végétation, avec I’hydroxytyrosol qui est la principale molécule
phénolique vue a sa forte capacité antioxydante. En générale tous les composants
phénoliques possédent un effet antioxydant, leur action est 1’élimination des radicaux libres
dans les cellules, ce qui leur permet la protection contre 1’oxydation a cause du stress
appliqué sur les biomolécules comme les protéines, lipides et I’ADN. Il y a deux modes
d’activité antioxydante (enzymatiqueet non enzymatique). Les études confirment que les
margines ont une activité antioxydante non enzymatique.Ce systemequi caractérisé les
margines fait appel a des molécules non enzymatiques telles que les vitamines
antioxydantes (vitamine C et vitamine E), les caroténoides et les composés phénoliques
(Harborne,1989).
e Vitamine E:

La vitamine E (a-tocophérol) est le principal antioxydant. Elle neutralise les radicaux libres,
ensuite stoppe la chaine de réactions de peroxydation des lipides. Cette vitamine devient a
son tour un radical moins réactif, qui pourra étre régénéré par 1’acide ascorbique
(Harborne,1989).

e Vitamine C:
La vitamine C ou ascorbate agit principalement en piégeant directement les radicaux libres
(majoritairement 1’02.- et ’OH.) ou bien en régénérant 1’a-tocophérol (Harborne,1989)

e Caroténoides:

Les caroténoides font partie des micronutriments qui participent aux défenses de
I’organisme contre les especes oxygénées. Ce sont essentiellement des piégeurs de
I’oxygene singulet (O~) (Harborne,1989).

e Composés phénoliques:

L’efficacité antioxydante des polyphénols est essentiellement due a la facilité avec

laquelle un atome d’hydrogeéne d’un groupe hydroxyle aromatique est cédé a un radical

libre (Harborne,1989)

e Flavonoides:
Les flavonoides préviennent 1’oxydation des lipides.

Flavonoides (OH)+R » Flavonoides (O)) +RH
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Ils agissent principalement comme piégeurs de radicaux libres tels que le DPPH°®, le

superoxyde et le peroxynitrite, ou encore comme chélateurs de métaux (Aissam, 2003).

'
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Chapitre 11: matériel et méthodes

Le but de notre étude est d’évaluer la quantité des composés phénoliques des margines,
et testé leur activité antioxydante et activité antibactérienne appartient dans les margines
des deux variétés d’Olive (Sigoise et Chemlal).

L’étude expérimentale de ce travail a été réalisée dans le laboratoire de recherche
appliquée a I’université de Ghardaia.

Dans ce chapitre, est décrit le matériel utilisé et les méthodes suivies lors des procedés

Expérimentaux.
11.1.Echantillonnage

50 kg d’olives de type chemlal et 50 kg de type sigoise ont été récoltésdans la région
d’Elnoumeraten face de I’Université de Ghardaia. La moitié (25 kg) de chaque variété a
été destinée vers deux types d’huileries (a presse qui se trouve dans la région d’Elgararaet

a 3phase qui se trouve dans la région de Benghannem).

e Echantillon1:

Aprés I’extraction nous avons intéressons a récupéré les marginesde la variété Sigoise et
Chemlal auprés d'une huilerie d'olive a presse « nouralanour» de la région de EL
GARARA, (120 km environ a I'est de wilaya de Ghardaia), au mois de novembre 2018.

B [ 10:20lsi19mmod29on93A 8 - JED Sk ) pd e 20198 B sl
Figure 07 :Carte de localisationd’Elgarara (Wilaya Ghardaia)

Echantillon 2 :

Obtention des margines des deux variétés(Sigoise et Chemlal) a partir d’une huilerie
modern a 3phase de la région de Benghannem. Wilaya de Ghardaia, au mois de novembre
2018.
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Les échantillons ont été mis dans des bouteilles de 2 litres puis transportés rapidement au

laboratoire. Les échantillons des margines sont conserves a -4°C

e ]
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Figure 08 :Carte de localisation deBen ghannem(Wilaya Ghardaia).

e Appareillage :

Les difféerents appareils utilisés sont donnés dans le tableau 05 :

Tableau 05:Les différents appareils utilisés dans les tests

Appareil Firme

Etuve Memmert

Autoclave Hirayama
SpectrophotometreUV-Visible CO.LTD. (UK). (spectroscan 40)
Four a moufle ProthermFurnaces

Centrifigeuse RotoFix 32A (Hettichzentrifugen)
Hotte Biobase

Réactifsetproduitschimiques:

Lesproduitschimiquesetlesréactifsutiliséssont:
Solvantsorganiques:acétated’éthyle,Hexane,méthanol.
Acides:acideacétique,acidechlorhydrique(HCI).
Etalons(composésphénoliques):acidegallique,acidetannique,quebracho,quercétine.
Réactifs:1,1-diphenyl-2-picrylhydrazylradical(DPPH) et Folin-Cicalteu(1N).

Sels:carbonatedesodium(Na2CO3).
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Souches :

Escherichia coliATCC 25922, Pseudomonas aeruginosaATCC27853.

11.2. Analyses Chimiques

Toutes les analyses ont été effectuées quater fois
11.2.1. PH

Le ph donne une indication sur I'acidité ou I'alcalinité du milieu, il est déterminé a
partir de la quantité d'ions d'hydrogenes libres (h) contenue dans I'huile d'olive
(Afnor,1983). Avant d'effectuer une mesure, on regle la température du ph metre,
rincer la sonde a l'aide d'eau distillée, puis I’essuyer. on prend 100 ml des
margines a analyser dans un erlenmeyer, on plonge la sonde dans la solution et on
lit le ph.

11.2.2. Matiere séche

Est le résidu sec. Elle est exprimée en masse par volume.Elle a été déterminée par
dessiccation dans une étuve ventilée jusqu’a poids constant. 10 ml de margines ont été
introduit dans un creuset préalablement taré. Ce dernier a été placé dans une étuve a 105°C
pendant 48 heures (jusqu’a poids constant). La différence de poids correspond a la perte
d’humidité et le résidu reste caractérise la teneur en matiére séche de 1’échantillon (Aoac,
1990).

11.2.3. Détermination de la masse de matiére minérale MM

Les margines préalablement séchées ont été incinérées dans un four a moufle & 550°
pendant 5 heures. La perte de poids observée au cours de la calcination correspond a la

matiére organique et le résidu aux cendres (matieére minérale)(De marcoetal.,2007).

11.2.4.Détermination de la masse de matiére organiqueMO

La différence entre la matiére seche et la masse de cendres (matiéres minérales) correspond
a la masse de matiere organique. Le taux de matiere organique dans un échantillon peut
donc étre donne par la différence: MO = MS - MM(De marcoet al.,2007).
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11.3. Quantificationdes composeesphénoliquesdes margines

11.3.1. Extraction descomposesphénoliques

Cette étape consiste & extraire le maximum de molécules polyphénoliquescontenant dans
les margines.

Avant le procéde de deélipidation, il est souhaitable de faire une acidification, puis une

délipidation des margines.

11.3.1.1. Délipidation des margines

20 ml de margines ont été centrifugées pendant 10 min a 3200g. Deux phases ont été
obtenues.Une phase aqueuse et un culot précipité. 10 ml de la partie aqueuse ont été
ajoutées a 10 ml hexane (v/v). La solution a été mélangée a I’aided’un mixeur électrique
pendant 15 min a une vitesse de 2500 tr/min. Aprés 15 min, les margines ont été recueillies
apres séparation compléte en deux phases : hexane + lipides (surnageant) et les margines
délipidés  (culot) prétes a une extraction liquide-liquide(De  marcoet
al.,2007).(Avecquelques modifications).

11.3.1.2. Extraction a ’acétate d’éthyle

1,5 ml d’acétated’éthylea été additionné a 1.5 ml de margines délipidées, I’ensemblea été
homogeéneéisé a 1’aided’un mixeur électrique (Vortex mixer ZX3-RX3) pendant 15 min a
une vitesse de 2500 tr/min. Aprés 15 min, le mélange été complétement séparé en deux
phases : I’acétated’éthyle riche en polyphénols (surnageant) et les margines (culot). Le
surnageant (I’acétated’éthyle riche en polyphénols) été évaporées presque a sec sous
pression réduite par 1’évaporateur rotatif a 50 °C.les polyphénols sont récupérés dans des
flacons fumeés et conservées a -4 °C jusqu’a le jour de dosage. (Quelques modifications)
(De marcoetal.,2007).

11.3.2. Dosage des polyphénolstotaux

Le réactif de Folin-Ciocalteu est un acide de couleur jaune constitué par un mélange
d'acide phosphotungstique (HsPW12040) et d'acide phosphomolybdique (HsPMo012040). Il
est reduit, lors de I'oxydation des phénols, en un mélange d'oxydes bleus de tungstene.

Un aliquote de 50 ul de I’extrait phénolique a été mélangé a 0.5ml d’eau distillée, 25 ml de
solution de Folin-Ciocalteu (1N) et 1,25 ml de carbonate de sodium (Na>CO3z 40%). Le
développement d’une couleur bleue est obtenu aprés incubation a I’obscurité et a

température ambiante pendant 30 min. L’absorbance été mesurée a 725 nm. Les résultats
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été rapportés a un courbe d’étalonnage standard, ils sont exprimés en équivalent d’acide

galliqgue(Makkar,1993).(Avec quelquesmodifications).

11.3.3. Les tanins totaux

Les tanins totaux sont estimés par la méthode de PVPP. 100 mg de
polyvinylpolypyrolidone (PVPP) ont été mélangéavec 2ml d’cau distillé et 2 ml de I’extrait
initial. L’ensemble été agité et maintenu a 40 °C pendant 15 min, ensuite il a été centrifugé
a 3000g et a 4°C. Le surnageant est utilisé pour la détermination des tanins totaux qui
correspondent a la différence entre les phénols totaux (mesuré par le procéde de Folin-
Ciocalteu), avant et apres traitement avec le PVPP. La concentration des tanins totaux est
déterminée par référence a une courbe d’étalonnage préparée a la base de
I’acidetannique(Makkar,1993).

11.3.4. Les flavonoides

La méthode repose sur le principe du dosage direct par le chlorure d’aluminium. En effet,
les flavonoides possedent un groupement hydroxyle (OH) libre en position 5, susceptible
de donner en présence de chlorure d’aluminium un complexe jaundtre par chélation de

I’ion Al3+. La coloration jaune produite est proportionnelle a la quantité des flavonoides
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Figure09:Reéactiondu chlorure d’aluminium avec les flavonoides (Bruneton,
1999).

Dans un tube & essai Iml d’extrait est mélangé avec 1 ml de solution de chlorure
d’aluminium 27 .apres incubation pendant 20min a température ambiante, I’absorbance
été lue dans le méme spectrophotomeétre a la longueur d’onde de 409nm contre un
blancLes mémes procédés ont étéfaits pour la quercétinea différent concentration en
introduisant 1ml de ces dernieres dans une série de tube et ajout de 1 ml d’AICI3 &
27 (Fievez et al., 2005).

11.3.5. Dosage des tannins condensés
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Ce test est basé sur la condensation des composés polyphénoliques avec la vanilline en
milieu acide(Schofieldet al., 2001).

OH

catechin
— === wvanillin adduct
| Amax S00 nm

vanillin

Figure 10 :Réactionde la vanilline avec la Catéchine(Schofieldet al., 2001).

La méthode décrite par (Sun et al., 1998). 0.2 ml de I'extrait été mélangé a 1 ml de la
solution fraichement préparé de vanilline 1% (p/v) en acide acétique glacial et HCL (98, 2
v/Vv) est ajouté. Apres incubation a 30°C pendant 20 min, lI'absorbance été mesurée a 510
nm par un spectrophotométre UV-Visible. Les résultats sont exprimes en se référant a un

courbe étalon de quebracho tanins.
11.4. Activité biologique (antioxydante et antibactérienne)

11.4.1. Evaluation de P’activité antioxydante

La méthode du DPPHe est basée sur la réduction d’une solution alcoolique de 1’espéce
radicalaire stable DPPHe (violet) en présence d’un antioxydant donneur d’hydrogene (AH),
qui aboutit a la formation d’une forme non-radicalaire le DPPH-H (jaune) (Figurell). La
réduction du DPPH« en DPPH-H se fait en mesurant la diminution de la coloration violette,
due a une recombinaison des radicaux DPPHe, mesurable par spectrophotométrie de 515-

518 nm.

—————————————— ~
', O\\ + = 3 O\\ + - =
I N—O I N—O \ /
10 ! o
I \N’ N——N ',-l- AH — W NH—N 4
\ / // + A
1 O O ke
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DPPH’ DPPH-H

Figure 11 :Réaction de piégeage de DPPH.
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Le protocole expérimental utilisé est celui deBrand-Williams et al.,(1995).La solution du
DPPH été préparée par solubilisation de 4mg de DPPH dans 100ml de méthanol. 50ul des
solutions d’extraits phénoliques ou standards ont été ajoutés a 2ml de DPPH. Le mélange
est laissé a 1I’obscurité pendant 1heure et la décoloration par rapport au contrdle négatif qui
contient uniquement la solution de DPPH qu’on mesure a 517nm. Dans notre test le
contréle positif est représenté par une solution d’acide ascorbique (1mg/ml) comme un
antioxydant standard(Le pourcentage d'inhibition% = (A témoin-A échantillon /Atémoin)
*100.

11.4.2. Activité antibactérienne.

e Souches testés
Escherichia coliATCC25922, Pseudomonas aeruginosaATCC 278053

e Préparation du milieu de culture
Le milieu de culture approprié a cette étude est le milieu Muller-Hinton préparé comme
suit (Nccls,2004).
28.5 g de la gélose Muller-Hinton (Annexel)a été dissoutdans un 750 ml d’eau distillée. Le
mélange est agité jusqu'a la dissolution complete, puis auto-claver pendant 15 minutes a
121°C et finalement couler le milieu dans les boites de Pétri sur une zone stérile.

e Stérilisation du matériel
L’eau distillée, le milieu de culture, les disques en papier Wattman (6 mm de diameétre)
enrobés dans du papier aluminium et eppendorfsont été stérilisés a 1’autoclave a 121°C

pendant 15 minutes.

e Préparation des dilutions d’extraits phénolique des margines

0% 25% 50% 75%
1000ul extrait 750ul extrait 500ul extrait 250ulextait+750ul
Phénolique brute +250ulEDS +500 EDS EDS

T 27/ =r
Figure 12:Préparation des dilutionspréparation des dilutions.
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e Préparation de I’inoculum
Les souches bactériennes ont été ensemencees dans la gélose nutritive et incubées a 37°C
pendant 24 h, pour optimiser leur croissance. On a raclé a 1’aide d’une anse de platine
quelques colonies bien isolées et identiques de chacune des souches bactériennes a tester.
Décharger 1’anse dans 10 ml d’eau distillée stérile, La suspension bactérienne €té bien
homogénéisée, son opacité doit étre équivalente a 0.5 Mc Ferlandou & une DO de 0.08 a
0.10 a2 625 nm. L’inoculum peut étre ajusté en ajoutant, soit de la culture s’il est trop faible,

ou bien de I’eau physiologique stérile s’il est trop fort.

e Ensemencement et dép6t des disques
L’ensemencement été réalisé par écouvillonnage sur boites Pétri, un écouvillon été trempé
dans la suspension bactérienne, puis I’essorer en pressant fermement sur la paroi interne du
tube. L’écouvillon été Frotté sur la totalité de la surface gélosée, de haut en bas en stries
serrées. L’opération €té répétée deux fois en tournant la boite de 60° a chaque fois.
L’ensemencement été fini en passant I’écouvillon une derni¢re fois sur toute la surface
gélosée. L’écouvillon été rechargé a chaque fois qu’on ensemence plusieurs boites de Pétri
avec la méme souche. Les disques imprégnés d’extraits ont été déposés délicatement sur la
surface de la gélose inoculée a 1’aide d’une pince stérile.

e Lecture des antibiogrammes
La lecture des antibiogrammes a été faite par la mesure des diamétres des halos
d’inhibitions au tour des disques : non sensible ou résistante <8mm ; sensible entre 9 a
14mm; tres sensible diamétre entre 15 a 19mm extrémement sensible >20 mm

(Nccls,2004).
e Etudes statistique

Les données ont été traitées par le logiciel statistique STATISTICA version10. Elles ont
étésoumises a une analyse de la variance ANOVA a deux facteurs (la variété d’olive et le
systeme d’extraction). Les différences sont considérées significatives au seuil 5%. Les

moyennes ont été classées selon la classification de Test de Newman-Keuls(a = 5%).
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Chapitre I11: résultat et discussion

I11.1. Analyses chimiques

Les résultats d’analyses descaractéristiques chimiques (MS, MO, MM et HUM) des

différents échantillons des margines sont résumes dans les figures de 13 a 16.

11.1.1. pH

Le tableau (1) (annexe 3) montre que tous les échantillons des margines étudier sont
acides, la valeur moyenne de pH de 5,11 *+ 0,002, indépendamment du systeme
d’extraction ou de la variété. Les résultats Les valeurs moyennes du pH des margines des
deux variétés issues des deux systémes d’extraction (de presse et de centrifugation a
3phases, sont statistiquement similaires (P > 0.05). la valeur élevé a été enregistré pour
M.V.CSEP (512 <+ 0.005), suivie par (MV.CS.E.3phMV.SI.S.EEP et
M.V.Si.S.E.3ph) avec des valeurs (5.11 + 0.008, 5.10+ 0.008 et 5.01 + 0.006
respectivement). Nos résultats concordent avec ceux trouvés par plusieurs auteurs (Ben
Sassiet al., 2006 ; Eroglu et al., 2009 et ElI Abbassiet al., 2012). Selon la littérature,
I’acidité des margines est une caractéristique commune de cet effluent liquide.

111.1.2. La matiére seche

La figure (13) montre que les échantillons desM.S.E.Pet M.S.E.3Ph renferme des valeurs
significativement  différentes (P  <0.05) et méme Deffet de variété est
significativementdifférent (P < 0.05) de matiére séche. La teneur la plus élevé est
enregistré pour M.V.Si.S.E.3Phest (105.33+ 0.016 g/1), et la plusfaiblematiere séche est
observés pourM.V.C.S.E.P(51.98 £ 0.024g/l), L’ordre décroissant de la teneur en matiére
séchedes M.V.Si.S.E.3ph(105.33+ 0.016g/1) >M.V.C.S.E.3ph (64.55+ 0.018g/) >
M.V.Si.S.E. 3Ph(60.65 + 0.012g/1) > M.V.C.S.E. P(51.98 £ 0.024g/1). Ces résultats sont
accord avec (Achaket al.,2008etYaakoubiet al.<2009).Qui sont notés des valeurs de
37.4g/l et 74.95g/1 respectivement pour M.S.E.P et M.S.E.3ph. Et sont similaire avec la
littérature qui sont été trouvees (15.5 et 266.5 g/l)pour M.V.S.E.3Phet entre 9.5 et 161.2
g/l pour M.S.E.P) des margines brutes. (digiovacchimet al., 1998). Les résultats montrent
une différence entre les variétés et méme entre les procédeés : cette variation (procéde
d’extraction) peut étre due a I’ajout d’eau chaude dans les deux systémes d’extraction et
surtout dans le systéme de centrifugation a 3phase. La variation (variété) duea la grande

taille de la graine chez sigoise et riche en pulpe par contre a chemlal petitetaille.
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Figure 13: La matiere seéche des margines grouperpar variété et catégorie par
systéme d’extraction.

111.1.3. La matiere Organique

La  figure (14) représente la  teneur en MO desM.V.Si.S.E.P
etM.V.C.S.E.P etM.V.C.S.E.3Ph et M.V.Si.S.E..3PhLa valeur la plus élevé chez
M.V.Si.S.E.3Ph(80.18 + 0.020g/l) et la valeur la plus faible chez M.V.C.S.E.P(30.30+
0.182g/l) etM.V.Si.S.E.PetM.V.C.S.E.3Ph ont des valeurs intermédiaires (36.59+
0.013g/l) et (40.20£ 0.012g/l) respectivement. L analyse statistique des résultats montre un
effet significatif de chacun des facteurs testés (P<0.05). ces résultats sont accord avec
(Achak, 2001)49.5 g/l pour presse et 569/l pour 3phases et opposées avec (El-Hajjouji et
al.,2007)qui trouvé 64g/l de MO des margine a presse et 48.45g/l des margines
a3phases.Cette variation peut étre due a I’effet de la dilution di a I’ajout d’eau au moment

de ’extraction de 1’huile d’olive.
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Figure 14 :La matiére organique des margines grouperpar variété et Catégorie par
systeme d’extraction.

111.1.3. La matiére minérale :

La figure(15) illustre les résultats de la teneur en MMdes M.V.Si.S.E.P
etM.V.C.S.E.P etM.V.C.S.E.3.Ph et M.Si.S.E.3Ph. On trouve que la teneurMM la plus
élevé auprés des M.V.Si.S.E.3Phavec une valeur de 25.15+ 0.011g/l et la teneur la plus
faible M.V.C.S.E.P avec une valeur de 21.68 + 0.170g/I et les valeurs intermédiaire étaient
marquées chez M.V.C.S.E.3Ph(24.35+ 0.017g/l) et M.V.Si.S.E.P(24.07+ 0.015g/l).La
teneur en MM des margines brutes était statistiquement différente selon le procédé
d’extraction (P < 0,05), et la variété d’olive (P < 0,05). Les résultats de ce parametre sont
accord avec (Loussertet al.,1998),(Achak, 2001) .Ces dernier trouve que la teneur en MM
variée de 4 a 42 g/l pour celles M.S.E.P et 20a55.3 g/l M.S.E.3Ph.Cette variation est peut
étre due directement aux différences intrinséques entre variétés car 1’olive comtienne
quantités de sel et peut étre due a I’eau d’arrosage de I’olivier. Et pour I’effet d’extraction
la MM est élevé dans ce dernier peut étre & due al’eau ajouté ou moment d’extraction qui

est riche en sels minéraux.
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Figure 15: La matiere minérale des margines grouperpar variété et catégorie par
systeme d’extraction.

111.1.1. Le pourcentage d’humidité
Pour I’ensemble des échantillons, le pourcentage d’humidité des margines variait entre 90
et 95% avec une moyenne de 93,88% + 2.07 (n=4). Tableau 1 (Annexe 3). Ou on note que
le grand pourcentage a été enregistré & M.V.C.S.E.P(95.51 = 0.0014%) et le moindre de
pourcentage a €té montré chez M.V.Si.S.E.3Ph (90.85 + 0.0008%) et les valeurs
intermédiaires étaient observées entre M.V.Si.S.E.Pet M.V.C.S.E.3Ph(94.78+ 0.0007%),
(94.39 + 0.0009%) respectivement. Les variétés qui ont une teneur on matiéreseche élevé
ont un pourcentage d’humidité faible. La différence de variété et le systéme d’extraction
est significative (p<0.05). La variation des variétés due a le contenue de I’eau interne
d’olive elle-méme et le climat aride la variation dans le mode d’extraction duea 1’ajout

dans I’extraction a presse de fagon non mesuré.
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Figure 16: Le pourcentage d’humidité des margines grouperpar variété et
catégorie par systeme d’extraction.

I11.2. Analyses phyto-chimiques

111.2.1. Dosage des composees phénoliques :

Les résultats du dosage des composées phénoliques des différents extraits des margines
sont resumes dans le tableau (2) (annexe 3).

Nos données analytiques ont montré la présence de diverses classes de composés
phénoliques (polyphénolstotaux, tanins totaux, tanins condenseset flavonoides...) dans
E.P.B.M.V.Si.S.E.P,E.P.B.M.V.C.S.E.P,E.P.B.M.V.Si.S.E.3Ph
etE.P.B.M.V.C.S.E.3Ph)
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Figure 17 : La teneur en polyphénols totaux et tanins totaux des margines
grouperpar varieté et catégorie par systéme d’extraction.

111.2.2. Dosage des polyphénols totaux et tanins totaux

Les résultats montrent E.P.B.M.V.Si.S.E.Pprésente le contenu en PP le plus élevé (25.77 +
0.54 a/l) suivie de E.P.B.M.V.C.S.E.P,E.P.B.M.V.Si.S.E.3Ph et
E.P.B.M.V.C.S.E.3Ph(19.42+ 0.224l1, 16.97+ 1.54¢/1 et 13.05 +
0.22g/Irespectivement).Les mémes tendances ont été enregistrées pour les TT la
concentration la plus élevée était enregistrée pour la variéte E.P.B.M.V.Si.S.P(18.74 +
047 g/l) et la plus faible pour E.P.B.M.V.C.S.E.3Ph(8.21x 0.37 g/l), et
E.P.B.M.V.C.S.E.Pet E.P.B.M.V.Si.S.E.3Phont des valeurs intermédiaires (14.05+ 0.30
g/l, 10.59 + 1.64 g/lrespectivement). Les concentrations despolyphénols totaux et tanins
totaux des margines brutes était statistiquement différente selon la variété d’olive et le
systéeme d’extraction (P < 0.05). les résulta enregistrée dans notre étude, est comparable a
celle notée dans d’autres travaux qui donnent des teneurs : 3 g/l (Aktaset al., 2001). 7.8g/I
(Saviozziet al., 1991).et 9.7 g/l (Aissam,2003) ,10.7g/l (Vlyssideset al., 2004).13.45
(Laila,2009)Pour les polyphénols des margine extrait a 3Phases.Et 18.5g/l (Hamdiet
Garcia,1993)Pour les polyphénols des margine extrait a presse. Pour les résultats des
tanins totaux sont convenable a celle de (Hamdiet Garcia,1993)9.2 g/l pour les tanins

totaux des margines extrait a 3Phases.La teneur élevé en polyphénols totaux des margines
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largement dépendante dus ale solvant d’extraction utilisé lors de I’extraction des
polyphénols qui est 1’acétated’éthyleet selon(Alloucheetal.,2004). et aussicar les margines
"liquides” contiennent 53% des composées phénoliques initialement présents dans les
olives (2% seulement dans I’huile et environ 45% dans les grignons secs (Rodisetal.,
2002). La variation des composés phénolique entre les variétés due a degré de maturation
(Boudhriouaetal.,2008), des conditions climatiques et géographiques (Mylonakiet al.,
2008),de 1’état physiologique (De leonardiset al., 2008).Et peut étre due a la taille de la
graine d’olive comme la variété sigoise qu’est riche en pulpe a une utilisation table et
huile (Loussertet Brousse,1978).En outre la variation entre les procédés d’extraction est
relative a I’eau les conditions des climatiques aride de notre région (Ghardaia) exigent
I’équipe de huilerie a presse d’ajouter une quantité d’eau hors de les normes, ¢a explique la
grande concentration des polyphénols totaux dans le procédé d’extraction a presse, car les

polyphénols sont solubles dans 1’eau (Fkiet al.,2005).

111.2.3. Dosage des tannins condensés

Les concentrations en tanins condensés restent faibles par rapport a la teneur en TT. Les
données illustrées par la fugue(18) montrent que E.P.B.M.V.Si.S.E.Pest la plus riche en
tanins condensés (8.88 + 0.47 g/I) comparativement avec E.P.B.M.V.C.S.E.Pest la plus
faible (5.55 + 0.07 g/l). Et E.P.B.M.V.Si.S.E.3Ph et E.P.B.M.V.C.S.E.3Ph ont des
valeurs proches (8.20 + 0.06 g/, 8.15 + 0.64 g/l respectivement). L’analyse statistique des
résultats montre un effet significatif de procédé d’extraction et la variété (P < 0.05).Notre
résultat est proche avec d’autres littérateurs (ArhabR, 2007).(2.91-5.79 g/l), (Abdelhafid,
2012) (0.33-1.06 g/l) et(Hamdiet Garcia,1993)(2.2-7 g/l).
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Figure 18: La teneur en tannins condensées des margines grouperpar variété et
catégorie par Systéme d’extraction.

111.2.4. Les flavonoides

Les teneurs en flavonoides sont exprimées en g/l. Les flavonoidessont faiblespar rapport
les autres composés phénoliques testés des margines. Les mémes tendances de TC ont été
enregistrées.La  concentration la  plus  élevée  était  enregistrée  pour
E.P.B.M.V.Si.S.E.P(0.12 + 0.0033 g/l), suivie par
E.P.B.M.V.C.S.E.P,E.P.B.M.V.C.S.E.3Ph et E.P.B.M.V.S.S.C.3Ph(0.08 + 0.0035 g/I,
0.06 = 0.005 g/l et 0.05+ 0.0029 g/l respectivement). L’analyse statistique des résultats

montrent une différence significative de entre les systémes d’extraction (P < 0.05).

a
-

0,09

0,08

flavonoides

o

0,07

0,06 E T q_

0,05

0,04

chemlal sigoise chemlal sigoise

- Mean
mode d'extraction: traditionelle mode d'extraction: 3Phase I Mean+0,95 Conf. Interval

variété

Figure 19: La teneur en flavonoides des margines grouperpar variété et catégorie
par systéme d’extraction.

NB : Les valeurs suivies différent lettre sont significativement différentes

(P <0,05).(Test de Newman-Keuls). Pour toutes les paramétres.
111.3. Activité biologique

111.3.1. L’activité antioxydante

L’activité antioxydante des différents extraits phénoliques des margines des deux variétés
(Sigoise et Chemlal) issues des deux systémes d’extractions (systéme d’extraction a presse
et systéme d’extraction de centrifugation a 3phases) est évaluée en suivant la réduction du
radical DPPH qui s’accompagne par son passage de la couleur violette a la couleur jaune

mesurable & 517nm.
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Les figures 02, 03, 04 et 05 (annexe 4)illustrent les différents comportements des extraits
testés sur le radical DPPH en fonction des concentrations utilisées.En présence d’extraits
aqueux, 1’augmentation de la concentration s’accompagne d’une élévation progressive de
la capacité d’inhibition du DPPH par chacun des quatre extraits.

L’inhibition totale a été enregistré par ’extrait brute des composées phénoliques des
margines étudier (0% dilution).

La diminution de I’absorbance est évaluée par le parametre IC50 (quantité équivalente en
extrait phénolique qui neutralise 50% du DPPH.). Une IC50 faible correspond a une
activité antioxydante ou anti-radicalaire élevée de 1’extrait. Ce paramétre a été introduit par
(Brand-williams et ses collaborateurs (1995) et a été employé par plusieurs groupes de
chercheurs pour présenter 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 ; Boskouet al.,
2006 ; Lozieneet al., 2007; Chewet al., 2009).

Le pouvoir anti-radicalaire est inversement proportionnel a I’'IC50 (Chewet al.,2009).

Les résultats de I’IC50 pour le pouvoir réducteur des différents extraits sont illustrés par la

(figure20)
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Figure 20: IC50 de différentes échantillonscontre le radical DPPH-

Nos résultats sont montrés que tous les extrais phénoliques des margines testé ont des

activités antioxydants fortes comparativement avec 1’acide ascorbique(l’antioxydant de

( 1
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référence). Cependant, nous notons que la plus grande efficacité des extraits phénoliques a
été enregistré pour I’E.P.B.M.V.Si.S.E.Pquiinhiber 50% de DPPH par une faible
concentration (0.103mg/ml (dilution 1/250) par rapport a 1’acide ascorbique qui inhibe
50% de DPPH par une concentration (0.27 mg/ml). Les autres extraits phénoliques ont des
capacités d’inhibition de 50% de DPPH avec des concentrations (0.104 mg/ml(dilution
1/200), 0.169 mg/ml (dilution1/100) et 0.163 (dilution1/80) mg/ml) pour
(E.P.B.M.V.C.S.E.P et E.P.B.M.V.Si.S.E.3Ph et E.P.B.M.V.C.S.E.3Ph respectivement)
supérieures a celle de I’acide ascorbique. Ces résultats impliquent la forte activité de
I’E.P.B.M.V.Si.S.E.P comparativement avec E.P.B.M.V.C.S.E.P,E.P.B.M.V.C.S.E.3Ph
et E.P.B.M.V.Si.S.E.3Ph.

Les résultats obtenus avec ces extraits montrent que la quantité des polyphénols est
corrélée avec la capacité antioxydante (r = 0,82). (Minioti et Georgiou,2010)ont rapporté
que la concentration en polyphénols totaux est corrélée significativement avec la capacité
antioxydante évaluée par le test de DPPH (r = 0,89). De plus plusieurs auteurs ont montré
la corrélation entre ces deux facteurs (Moyeret al., 2002). (Wanget al., 2009), et
Rajeshwaret al., (2005)ont rapporté que les composés phénoliques peuvent contribuer
directement a 1’activité antioxydante. L’activité antioxydante apparaisse fortement lorsqu’il
la fonction hydroxyle est libre non bloquer par un sucre (c’est la forme aglycone)(De
marcoet aZ, 2007).Selon Harborne,(1989) I’hydroxytyrosol est la principale molécule

phénoligue vue a sa forte capacité antioxydante.

111.3.2. activité antibactériennes

La méthode de diffusion sur disques nous a permis de mettre en évidence [’activité
antibactérienne desdifférentes concentrations. De 10ul des
E.P.B.M.V.Si.S.E.3Ph,E.P.B.M.V.C.S.E.3Ph,E.P.B.M.V.Si.S.E.PetE.P.B.M.V.C.S.E.P

etla gentamicinelOul/disque (est un antibiotique de la famille des aminosides) sur les
bactéries Pathogénes  (Escherichia  ColietPseudomonasaeruginosa).Venues
Institut pasteur d’Alger.

Les resultats de cette activité se manifestent différemment sur les deux bactéries testées
montrant ainsi différents diamétres des zones d'inhibitions a différentes concentrations sont
montrés dans les figures 21,23ci-dessous. On a négligé les diametres d’inhibition pour les

contractions (257 ,507 et 757) car les souches sont non sensibles ou résistantes(le diameétre
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de zone <8mm) donc les résultats qui nous avons pris en compte celui de 1’extrait brute des

composées phénoliques des margines étudier (0%dilution).

Ségoise Iphase
ségoise presse : ichamlal presse

chamlial Spahse : 10 mm
19mm

" E.coli ™ 1sSmm

12 mm ve.coli'
= "E.coli ™ "E.COLI™

Figure 21 : Les zonesd’inhibition des extraits phénoliquesvis-a-vis lasouche
pathogéne (Escherichia ColiATCC25922).

Figure 22: Lazoned’inhibition degentamicine vis-a-vis lasouche pathogéene
(Escherichia Coli ATCC 25922).

égoise Iphase

ségoise presse ‘chamilal presse
20mm 15 mam 9 rrzrrz

Pscudomonas aeruginosa
Pseudomorneas

Pscudomonas . Pseudoniondas aeruginosd
creruginosea

aerwuginosa

Figure 23:Les zones d’inhibition des extraits phénoliquesvis-a-vis lasouche
pathogéne (PseudomonasAeruginosaATCC27853)
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Figure 24:Lazone d’inhibition degentamicine vis-a-visla souche pathogéne
(PseudomonasAeruginosaATCC27853)

Tableau 06 :Les diameétres des zones d’inhibition des extraits phénoliques des

marginesbrutes contre (Escherichia coli et Pseudomonas aeroginosa).

€ Extractiondiscontinua presse Extraction continu a Antibiotique
Zone 3phases
d’inhibition (mm) Sigoise Chemlal Sigoise Chemlal La gentamicine
Escherichia coli 19 15 10 12 24
Pseudomonas aeruginosa | 20 15 9 12 19

D’aprés les résultats présentés dans le tableau 06 ci-dessus nous avonsconstaté
quEP.BM.V.SiSEEP et EPBMV.CSEP sont trés efficaces contre la
bactérie Escherichia  coli.(Elle  est  trés  sensible) ;E.P.B.M.V.Si.S.EEP et
E.P.B.M.V.C.S.E.Pexercent des diametres des zones d’inhibition(19 mm et 15 mm
respectivement).Pour E.P.B.M.V.Si.S.3Ph et E.P.B.M.V.C.S.E.3Ph sont moins efficace
par rapport auE.P.B.M.V.Si.S.E.P et E.P.B.M.V.CS.E.P et
I’antibiotique gentamicinecontre Escherichia coli(elle est sensible). E.P.B.M.V.S.S.3Ph
etE.P.B.M.V.C.3Phexercent des diameétres des zones d’inhibition(10 mm et 12 mm)
respectivement.  On  constate  qu’Escherichia  coli  est  (extrémement
sensible)contrel’antibiotique gentamicineexercent un diamétre des zones d’inhibition(24
mm).

Concernant les résultats de la souche Pseudomonasaeruginosa nous avons constaté
quE.P.B.M.V.Si.S.E.Pest tres efficace contre la souche Pseudomonas
aeruginosa(extrémement sensible) exerce un diametre de zone d’inhibition(20mm)
mieux que I’antibiotique qui exerce un diamétre des zones d’inhibition (19 mm) et

E.P.B.M.V.C.S.E.P donne un effet conter la souchePseudomonas aeruginosa(est tres
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sensible)ilexerce un diamétre des zones d’inhibition (15 mm) et pour
E.P.B.M.V.Si.S.E.3Ph et E.P.B.M.V.C.S.E.3Ph sont peu efficacespar rapport les autres
variétés étudie et [Dantibiotique gentamicine contrela souche Pseudomonas
aeruginosa(sensible).E.P.B.IM.V.Si.S.E3Ph et E.P.B.M.V.C.S.E.3Ph  exercédes
diamétres des zones d’inhibition(9 mm et 12 mm) respectivement.

Selon les résultats et lesanalyses statistiques de tableau, les quater extraits phénoliques des
margines ont une activité antibactérienne.L’effet d’inhibition est différent par rapport au le
facteur (systéme d’extraction)(P < 0.05).Etlefacteur (variété)(P <0.05).Alors que I’activité
est proportionnelle avec la concentration des polyphénols (Esmailetal.,2014).

Les composés phénoliques conférent aux margines une activité antibactérienne car d’une
part ces composes sont caractérisés par une tres forte réticulation et aussi une dénaturation
des protéines, d’une autre part en raison de leur chaine latérale acide. Aussi les acides
phénoliques sont beaucoup moins polaires. Cette propriété peut faciliter le transport de ces
molécules a travers la membrane cellulaire. lls sont capables de se complexer avec les
protéines extracellulaires solubles et aussi avec les parois bactériennes. Les flavonoides
(plus lipophiles) peuvent également perturber les membranes microbiennes. (Firaset
Hassan,2008). Cette activité antibactérienne de polyphénols totaux peut étre expliquée par
le mécanisme de la toxicité des flavonoides contre les micro-organismes par exemple, les
interactions non spécifiques telles que I'établissement d'une liaison hydrogene avec des
protéines ou des enzymes de la paroi cellulaire et I'inhibition du métabolisme bactérien

nécessaires a la croissance des bactéries (Esmailet al.,2015)
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Conclusion

L’objectif de cette étude était de étudier et évaluer la quantité des composés phénoliques et
leur activité biologiques des margines d’huile d’olive de deux variétés sigoise et chemlal
issues de deux modes d’extraction a presse et de centrifugation a 3phases. Dans ce
contexte, les résultats de la caractérisation chimique des margines ont montré que,
contrairement au pH, la matiére séche, la matiére organique et les teneurs en matiéres
minérales étaient significativement différentes selon le systeme d’extraction (P < 0,05) et
la variété d’olive (P < 0,05) En effet, les margines de la variété Sigoiseet la variété
Chemlalissues du systéme a presse ont montré des teneurs en matiére seche les plus élevé
par rapport les margines issues de systéme de centrifugation a 3phaeses. Concernant la
matiere organique on trouve que les margines issues de systeme de centrifugation a
3phases ont des teneurs plus haut que les margines issues de systéeme a presse. La matiére
minérale et le pourcentage d’humidité sont presque similaires pour les deux variétés issues
des deux systémes d’extraction.

En ce qui concerne les analyses phyto-chimiques, les margines sont trés riche en divers
composés phénoliques. Nos données analytiques sont confirmé ca. Selon le dosage des
polyphénols et les tannins totaux, les résultats sont remarquablement élevé pour la variété
Sigoise et Chemlal issues de systéme a presse par rapport les margines des mémes variétés
issues de systeme de centrifugation a 3phases.Les résultats du dosage des composées
phénoliques des différents extraits des margines, révelent leurs richesse en tannins
condensées, En revanche, ils caractérisent par leur teneur faible en flavonoides.La
variabilité dans les concentrations des différents composées phénoliques dans les margines
dépend de plusieurs facteurs, essentiellement du processus d’extraction.

Pour I’activité antioxydante, les extraits des margines ont affiché une activité antioxydante
notable et remarquable. Dans le présent travail, les composés phénoliques des margines
sont fortement impliqués dans le pouvoir réducteur des extraits utilisés. Donc ’activité
antioxydante est proportionnelle avec la teneur en polyphénols. L’activité la plus efficace a
été enregistrée chez Sigoise et Chemlal a presse comparativement avec Sigoise et Chemlal
a 3phases. On déduire que 1I’augmentation de la concentration en polyphénols rencontre
une augmentation de pourcentage d’inhibition (forte piégeage) de ce radical libre (DPPH).
Les extraits phenoliques ont montré un effet inhibiteur sur la croissance des deux souches
testées (E. coli et P. aerugénosa). Le systeme d’extraction et la variation des variétés

d’olive influencent sur Dactivité antibactérienne. L’Escherichia coli est trés
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sensiblecontreles extraits phénoliquesdes margines des variétés de Sigoise et Chemlal
issues par le systéme d’extractiona presse et sensible pour les extraits phénoliques des
margines des variétés de Sigoise et Chemlal issues par le systétme d’extractionde
centrifugation a 3phases. La Pseudomonas aeruginosa est extrémement sensible contre
I’extrait phénoliques de marginesde la variété de Sigoise issue par le systeme d’extractiona
presse ettrés sensible contrel’extrait phénoliques de margines de la variétédeChemlal issue
de systeme d’extraction a presse et sensiblecontre les extraits phénoliques des margines
des variétés de Sigoise et Chemlal issues de le systeme d’extraction de centrifugation a

3phases.

En fin on a acceptés 1’hypothése nulle (HO) : il y a ’effet de variété d’olive et le systéme

d’extraction et sur la quantité des polyphénols et sur I’activité biologique des margines.

En perspectives, il serait intéressant d’explorer les voies de recherches suivantes :Les
analyses physico-chimique et phyto-chimique issues des margines s’impose dans le but de
valoriser les composés phénoliques des margines, considérées comme source importante
d’antioxydants naturels et peut contribuer de cette maniére a diminuer leur effet polluant
sur I’environnement, il est souhaitable d’approfondir ce travail en s’intéressant
particuliérement aux aspects suivants :

1. Proposé des méthodes d’extraction et de préservation des extraits phénoliques.

3. Au vue de l’activité antioxydante importante de certaines formes des CP (aglycones), il
serait intéressant d’envisager de les incorporer dans des produits aussi bien a visée
alimentaire, pharmaceutique qu’en cosmétologie permettant ainsi d’augmenter leur
conservation.

4. Dans le cas d’un usage a des fins alimentaires, des études toxicologiques poussées
devraient étre entreprises dans la mesure ou le label « produit naturel » n’est pas suffisant
pour garantir la totale innocuité de ces composés car ces extraits sont obtenus par des
solvants dont les résidus peuvent étre toxiques comme le méthanol.

5. Valoriser les composés phénoliques des margines, considérées comme source
importante d’antioxydants naturels, et diminuer un peu soit peu de leur effet polluant sur
I’environnement

6. utilisation les margines comme des antibiotiques.
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Annexe 1:

Annexes

Composition du milieu Mueller-Hinton :

Extrait de viande de beeuf : 2.0g.
Peptone de caséine : 17.5¢.
Amidon de mais : 1.5¢.

Agar : 17.0g.

PH:7.4.

Composition du milieu Sabouraud :
Peptone : 10,0 g.

Glucose massé : 20,0 g.

Agar : 15,0 g.pH =6,0.

Annnexe 2
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Figure 01 :gamme d’étalonnage a I’acide gallique.

Figure 02 : gamme d’étalonnage a I’acide tannique.
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Figure 03: gamme d’étalonnage a Quebracho ug/ml.

Annexe 3 :

Figure 04: gamme d’étalonnage a quercitineug/ml.

Tableaux (1) : Caractéristiques chimiques des échantillons de margines.

Systeme d’extraction de 1’huile d’olive

Systéme a presse

Systéme de centrifugation a3phases

Varieté Sigoise Chemlal Sigoise Chemlal P SEM
PH 5.10+ 0.05 5.12+ 0.08 49+ 0.06 5.11 £ 0.05
MS (@) 1053370016 | 64.55°£0.018 | 60.65%£0.012 51.989+0.024 | 00000 | 0.00013
MO | 365020013 | 3030940182 | 80.18%£0020 | 40.20bs0012 | 0-0000 | 000283
MM (g/l) | 240720015 | 21.689£0.170 | 25.15% 0011 2435010017 | 00000 ) 0.00741
HUM (%) | 94.78%:00007 | 95.51%:00014 | 90859400008 | 9439¢+00009 | 0-0000 | 0.00000

v' SEM : Erreur Standard Moyenne.

v' P la probabilite.
v Les valeurs suivies différent lettre sont significativement différentes (P <0,05).




Tableau 02 : Caractéristiques phyto-chimiques des échantillons de margines.

Procédé d’extraction de ’huile d’olive

Systéme de presseSysteme de centrifugation a3phases

Annexes

Variété

Sigoise Chemlal Sigoise Chemlal SEM P
PPT g/! 2577%+054 | 19.42%+0.22 16.9F+ 1.54 130592022 | 0689 | 0.0000
TT g/l 18.74% + 0.47 14.05%+0.30 10.5F+ 1.64 8219 +£037 | 0782 | 0.0203
TCg/l 8.88% £ 0.04 5.5+ 0.07 8.20° + 0.06 8.15°+064 | 0.103 | 0.0000
FlaV%r/IIOTdes 0.12%£0.0033 | 0.08%+ 0.0035 0.05% 0.0029 0.06+ 0.005 0.0001 | 0.0000

Annexe 4:Les résutats des analyses chimiques et phyto-chimiques sur le logiciel

STATISTICA version.10 (ANOVA a 2 facteurs).

Newman-Keuls test; variable PH (PH)
Homogenous Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS = 00528, df = 12,000

variété mode PH 1
Cell No. d'extraction Mean
2 sigoise 3phases| 5,015000 ****
1 sigoise traditionelle|[ 5,100000  ****
4 chemlal 3phases| 5,110000 ****
3 chemlal traditionelle| 5.117500 ****

Figure (5) : le test d’homogénéité pour le PH.

Cell No.

Newman-Keuls test; variable MS g/l (Résultats analys
Homogenous Groups, alpha = 05000
Error: Between MS = 00013, df = 12,000

variété

mode
d'extraction

MSgl | 1] 2
Mean

1

chemlal

sigoise

chemlal

3
2
4

sigoise

traditionelle
traditionelle

JPhase
JPhase

51,9775 ™

60,6500

64,5525
105,3300

XXX

£33 23

X%k

Figure (6) : le test d’homogénéité pour la MS.
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Newman-Keuls test; variable MO g/l (Résultats analy
Homogenous Groups, alpha = 05000
Error: Between MS = 00823, df = 12,000

variété|  mode MOgl|1|2|3]|4
Cell No. dextraction | Mean
1 chemlall traditionellef 30,30250 ****
3 sigoise traditionelle] 36,58500 | ****
2 chemlal 3Phase( 40,20250 %
4 sigoise 3Phase| 80,17750 | i

Figure (07) : le test d’homogénéité pour la MO.

Newman-Keuls test; variable MM g/l (Résultats analy
Homogenous Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS = 00741, df = 12,000

variété mode MM g/l 11213124
Cell No. d'extraction | Mean
1 chemlall traditionelle} 21,67500 *** | | |
3 sigoise traditionelle| 24,0500 == |
2 chemlal 3Phase| 2435000 = |
4 sigoise 3Phase| 25.15250 | = E

Figure : le test d’homogénéité pour la MM.

Newman-Keuls test; variable HUM% (Résultats analy
Homogenous Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS = 00000, df = 12,000

Variété mode HUM% | 1|23 |4
Cell No. d'extraction | Mean
4 siqoisel 3Phase| 90,85419 ***
2 chemlal 3Phase| 94,38861 |
3 sigoise  traditionellef| 94,78183 | #E
1 chemlal| traditionelle| 95.51198 X

Figure (8) : le test d’homogénéité pour ’'HUM.

Newman-Keuls test; variable polyphenoles g/l (Résultats ar
Homogenous Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS = 68955, df = 12,000

Variété mode polyphenoles | 1 | 2 | 3 | 4
d'extraction I
Cell No. Mean
2 chemlall JPhase 13,05288 ****
4 sigoise JPhase 16.96809 ™
1 chemlal traditionelle 1941601 | ™=
3| sigoise traditionelle] 2677177, | | ™

Figure (9) : le test d’homogénéité pour les PPT.
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Figure (10) : le test d’homogénéité pour les TT.

Newman-Keuls test; variable TC (Résultats analy

Homogenous Groups, alpha = ,05000

Error: Between MS = 10345, df = 12,000

Variété mode TC 3 [ B A
Cell No. d'extraction Mean ,
1 chemlall traditionelle|l 5,558269 | ]
2 chemlal 3Phase| 8,158269 **** 1
4 sigoise 3Phase| 8,208269 **** A ]
3 sigoise traditionelle|| 8,883269 | ===

Figure (11) : le test d’homogénéité pour les TC.

Newman-Keuls test; variable flavonoides (Résultats :
Homogenous Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS = 00001, df = 12,000
Variété mode flavonoides | 1 | 2 | 3
Cell No. d'extraction Mean
4 sigoise 3Phase 0,052770 ****|
2 chemlal 3Phase 0,055769 ****
1 chemlal traditionelle 0.076439 |
3 | sigoise traditionelle] 0123776 | |

Figure (12) : le test d’homogénéité pour les flavonoides.

Newman-Keuls test; variable TT g/l (Résultats analyst

Homogenous Groups, alpha = ,05000

Error: Between MS = 78175, df = 12,000

Variéte mode TTaol |1(2]3]4]
Cell No. d'extraction | Mean
2 chemlall 3Phase|| 8.21123 **** |
4 sigoise JPhasef 10,59649 == | |
1 chemlal traditionelle|| 14,05086 el |
3| sigoise| tradiionelle] 1879925 | | ||
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Figure (12) : courbe représentatif de pourcentage d’inhibition de DPPH en fonction de

différente concentration d’acide ascorbique.
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Figure (13) : courbe représentatif de pourcentage d’inhibition de DPPH en fonction de

différentes concentrations d’E.P.B.M.V.Si.S.E.P.
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Figure (14): courbe représentatif de pourcentage d’inhibition de DPPH en fonction de
différentes concentrations d’E.P.B.M.V.C.S.E.P.
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Figure (15): courbe représentatif de pourcentage d’inhibition de DPPH en fonction de

différentes concentrations d’E.P.B.M.V.Si

.S.E.3ph.
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Figure (16): courbe représentatif de pourcentage d’inhibition de DPPH en fonction de
différentes concentrations d’E.P.B.M.V.C.S.E.3ph.



