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Résumé

Notre travail porte sur I’étude de la photochimie et I’activité antioxydant et
antimicrobienne des polyohénols extraites & partir des margines de huiliere de Sidi
Abdelkader de la wilaya de Blida.

Dans cette étude, ces polyphénols ont été extraits afin de les valoriser en tant que
antioxydants naturels. Le test de piégeage de radical libre DPPH a été réalisé et comparé
avec celui de I’antioxydant synthétique 1’acide ascorbique (la vitamine O).

L’analyse par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse de
la fraction volatile de 1’extrait de margine nous a permis d’identifier quelques composés
phénoliques avec un taux de 20% et 43% d’acide gras, et cette derniére permet
d’identifier quelques phénols contenant dans I’extrait de margine a savoir ; tyrosol 29%,
et I’alcool homovanilique 4%.

L'évaluation de I'activité antimicrobienne a été effectuée par la méthode de diffusion des
disques et a montré une forte activité contre Escherichia coli, Staphylococcus aureus et

Pseudomonas aeruginosa et contre la levure Candida albicans.

Mots clé : Margines, extrait, polyphénols, activités antioxydants et antimicrobiennes,

CG-MS.



Abstract

Our work focuses on the study of photochemical, antioxidant and antimicrobial
activities of polyohénols extracted from olive mill wastewater (OMW) of Madsra of
Sidi Abdelkader, Blida (Algiers).
In this study, these polyphenols were extracted in to develop them as natural
antioxidants. The test of DPPH free radical trapping was performed and compared with
that of the synthetic antioxidant ascorbic acid (vitamin C).
The GC-MS analysis of the volatile fraction of extract of olive mill wastewater allows
us to identify a phenol with a rate of 20% and 43% of fatty acid, and this later allow
identifies some phenol containing in the extracted of olive mill wastewater, as: tyrosol
29% and alcohol homovanillyl 4%.

The evaluation of antimicrobial activity was performed by the disk diffusion method
and showed a high activity against Escherichia coli, Staphylococcus aureus and

Pseudomonas aeruginosa and against the yeast Candida albicans.

Keywords: Olive mill wastewater, extract, polyphénols, activity antioxidants and

antimicrobials, GC-MS.
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INTRODUCTION GENERALE

L’ol€éiculture représente une des plus anciennes activités agricoles dans le bassin
méditerranéen [1]. Pour ces pays, la production d’huile d’olive est une fortune
¢conomique transmise sur plusieurs générations [2]. Toutefois, elle présente
I'inconvénient de générer d’énormes quantités de margines dont la fraction organique
complexe et la demande chimique en oxygéne (DCO) élevée les rendent un déchet

industriel gravement polluant [3].

Actuellement, avec la promotion des vertus bénéfiques de I’huile d’olive pour la
santé humaine, sa demande ne cesse d’augmenter et par conséquent la production croit
constamment [4]. Le rejet des effluents des huileries d’olive constitue jusqu’a présent
un redoutable souci écologique dans la région méditerranéenne [5]. Les usines dotées
d’équipements modernes produisent de grandes quantités de margines (6-7 millions
tonnes/an) [6] pouvant atteindre 80-110% du lot initial d’olives, tandis qu’avec des

dispositifs traditionnels, la production de margines est de 50% [7].

La problématique posée par les margines réside principalement dans leur teneur
élevée en polyphénols (18- 125 mg/g) [8] dépassant méme dix fois plus celle de la
phase huileuse [9]. D’une part, ces composés difficilement biodégradables empéchent
les cycles biologiques dans le sol et souillent dans les eaux naturelles [10]. Cependant,
les polyphénols récupérés des rejets ont montré des propriétés antimicrobiennes,
hypolipidémiques,  hypocholestérolémiantes et anticancérigénes [7].  Plus
particulicrement, ces polyphénols sont identifiés comme des antioxydants naturels de la
famille des antioxydants phénoliques largement utilisés en agroalimentaire [11]. Les
antioxydants naturels et synthétiques sont utilisés pour retarder la détérioration

oxydative des lipides surtout des huiles végétales raffinées sensibles a I’oxydation [12].

Récemment, le consommateur tend a rejeter tous les additifs alimentaires y
compris les antioxydants synthétiques qui sont suspectés d’effets toxiques,
sensibilisants, allergénes et cancérigenes [13]. Néanmoins, il a une préférence pour tout
ce qui est naturel [14]. De ce fait, I’industrie agroalimentaire développe 1’utilisation des
antioxydants naturels et surtout leur incorporation dans les huiles [15]. A I’heure

actuelle, les polyphénols attirent 1’intérét des chercheurs afin de trouver de nouvelles



matieres premicres abondamment disponibles [16]. Il est clair qu’une tentative de
débarrasser les margines des polyphénols aurait un double intérét : d’une part, résoudre
un probléme environnemental majeur et d’une autre part, récupérer et valoriser les

polyphénols pour des applications ultérieures en agroalimentaire ou en pharmacologie.

Notre objectif est de récupérer les composés phénoliques a partir des margines
d’une usine de production d’huile d’olives ol nous sommes intéressés a 1’extraction des
composes phénoliques, et par I’étude chimique et biologiques des extraits phénoliques

pour une éventuelle application dans le secteur pharmaceutique et/ou agroalimentaires.

Le travail effectué est présenté dans ce mémoire en deux chapitres :
Chapitre I: synthése bibliographique (secteur oléicole en Algérie, les margines, les
composes phénoliques et les antioxydants et les radicaux libres).
Chapitre II : étude expérimentale sur 1’extraction, I’analyse et la détermination des tests
antioxydants et les activités microbiologiques des polyphénols. Ce chapitre est organisé

en deux parties : Matériel et méthodes et résultats et discussion.



Chapitre I




I.1 Secteur oléicole en Algérie

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 [17-19].

L’ Algérie fait partie des principaux pays méditerranéens dont le climat est trés adéquat
a la culture de I’olivier. Elle se positionne aprés I’Espagne, I’Italie, la Grece et la
Tunisie qui sont par ordre d’importance, les plus gros producteurs d’huile d’olive [19].
Le patrimoine oléicole algérien est estimé a 32 millions d’oliviers, ce qui représente
4,26% du patrimoine mondial. La production annuelle en huile a atteint 35000 tonnes et
celle de I’olive de table 80000 tonnes [20].

L1.1 Systéme d’extraction de ’huile d’olive

Avec le développement du secteur oléicole, les systémes traditionnels discontinus
(lavage des olives, broyage mécanique, malaxage) sont actuellement remplacés par des
¢quipements modernes. Ce perfectionnement, moins onéreux, permet d’extraire 1’huile
en continue a travers des phases successives et la séparation par centrifugation de I’huile

des eaux de végétation [21].

Trois systemes d’extraction sont & présent utilisés (figure I.1) : procédés discontinus ou
systémes a presses et procédés continus ou systémes a centrifugation. Ce dernier se
déroule soit selon un procédé continu & trois phases ou en un procédé continu a deux

phases (procédé écologique) [22].

I.1.2 Sous produits de I’oléiculture

L’industrie oléicole, en plus de sa production principale qui est I’huile (1’huile d’olive
vierge et I’huile de grignon), engendre la production de deux résidus : un liquide et
I"autre solide [23].

4 Margines ou eaux de végétation : sont des effluents liquides, parfois appelés
alpechines [24]. Le pressage de 1 tonne d’olives produit en moyenne 1,5 tonnes de
margines avec les modes de production modernes [25].

4 Grignons ou tourteaux d’olive : sont des résidus solides issus de la premicre

pression ou centrifugation, ils sont formés des pulpes et des noyaux d’olives. Ce produit



a des concentrations variables suivant la maturité des olives et la conservation des
margines [42]. Cette fraction phénolique renferme deux groupes de composés :

4 Composés de poids moléculaires inférieur a 2.10* qui sont responsables de la
couleur rouge violette. Ces composés correspondent aux polymeéres phénoliques
de faibles poids moléculaires (anthocyanes, tannins). Ils renferment également
une classe de composés correspondant aux monoméres et oligomeéres
phénoliques qui sont responsables de la coloration jaune masquée par la
coloration rouge [43].

4 Composés phénoliques de poids moléculaire supérieur & 2.10* responsables de la
coloration noire des margines. Ce sont des polymeéres phénoliques obtenus aprés

oxydation des polyphénols du premier groupe [43,44].

Cette 2™ catégorie semble constituer une forme de la lignine (pseudolignine). Selon
Hamdi [43], la couleur des margines qui varie du rouge violet foncé au noir est sous la
dominance d’un groupe de composés phénoliques par rapport & ’autre.
Durant le stockage des margines, il a été constaté que leur coloration devient de plus en
plus noire. Ceci peut étre expliqué par :
+ [’oxydation des polyphénols du premier groupe qui se polymérisent et donnent
les polyphénols du second groupe [43,44].

4 La biodégradation naturelle des polyphénols du premier groupe.

Ces phénomenes de biodégradation et de polymérisation des tanins et des anthocyanes

ont été signalés aussi par Field et Lettinga [45].

L.2.4 Caractérisation physico-chimique des margines

Les margines se présentent comme un liquide résiduel aqueux, de couleur brune
rougedtre a noire [41]. Leur pH est acide (4 - 5,5) avec un fort pouvoir tampon et une
odeur fétide qui se développe au fur et & mesure que les margines vieillissent [41,46,47].
Elles ont généralement une forte salinité due & l’ajout important de sel pour la
conservation des olives (conductivité supérieure & 10 mS.cm™) [48,49]. La composition
des margines a €été étudiée par plusieurs chercheurs et comporte approximativement 83 a

94% d’eau, 4 4 16% de matiéres organiques et 0,4 & 2,5% de substances minérales
[41,50].



La caractérisation physico-chimique des margines est généralement tributaire des
techniques et des systemes retenus pour I’extraction d’huile d’olives et différe d’un pays

a "autre.

En général, les margines présentent une composition chimique trés complexe et
hétérogene. Elles contiennent une variété de composés organiques et minéraux, de
nature et de concentration tres différentes.
Cette variation est due essentiellement aux facteurs suivants [39,40] :
4 Stade de maturation des olives,
Conditions 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 [50-52].

1.2.4.1 pH, conductivité et matiére séche

Les margines ont un pH acide avec des valeurs comprises entre 4,2 et 5,9 [54]. Lors des
traitements biologiques des margines, une correction du pH peut s'avérer nécessaire
[55]. La chaux vive a été souvent utilisée pour ajuster le pH des margines. En effet,
Ranalli [56] rapporte qu'il faut 1 kg de chaux par 1 m® d'effluent afin de faire augmenter
le pH d'un point.

La conductivité¢ électrique est étroitement liée a la concentration des substances
dissoutes et a leur nature. Dans le cas des margines, les valeurs de cette conductivité
varient entre 18 et 50 ms.cm™ [57]. Cette mesure ne donne pas forcément une idée
immédiate sur la charge minérale du milieu [58]. L'extrait sec des margines est
extrémement €levé et variable. I est situé entre 15,5 et 266,5 kg.m™ pour les margines

de pression et entre 9,5 et 161,2 kg.m™ pour les margines de centrifugation [36].
p p



L.2.4.2 Fraction minérale

Les margines contiennent des quantités significatives en sels minéraux dont 80% sont
solubles (phosphates, sulfates et chlorures) et 20% insolubles (carbonates et silicates).
D’apres Fiestas et Borja [41], les éléments les plus représentatifs sont le potassium
(47%), les carbonates (21%), les phosphates (14%) et le sodium (7%).

I.2.4.3 Fraction organique
Les margines comportent deux fractions organiques :
4 Fraction insoluble constituée essentiellement de pulpes d’olives. Cette fraction
représente les matieres en suspension et colloidales [42].
4 Fraction soluble dans la phase aqueuse et contient les sucres, les lipides, les

acides organiques et les composés phénoliques [42].

a. Sucres

Les ¢tudes effectuées sur les margines par Hamdi et a/. [60], ont montré que la teneur en
glucides varie entre 2 et 8% du poids de la pulpe d’olive fraiche.

Les glucides rencontrés dans les margines contiennent principalement des composés
lignocellulosiques et des pectines qui représentent respectivement 3% et 0,6% [61].

La présence d’autres sucres simples tels que : glucose, saccharose, mannose, arabinose,

raffinose et xylose a ét¢ également signalée par Salvimini [59].

b. Composés azotés

La fraction azotée est représentée principalement par les protéines avec une
concentration variant entre 1,2 et 2,4% (p/v). Presque tous les acides aminés sont
présents dans les margines. Les plus abondants sont I’acide aspartique, I’acide

glutamique, la proline et la glycine [59,62].

c. Vitamines
Plusieurs vitamines ont été identifiées. Les plus fréquentes sont les vitamines du groupe

D et la vitamine PP avec une concentration de 124 mg kg™ de margines [59].



d. Acides organiques
La proportion des acides organiques présente dans les margines varie entre 0,5 et 1,5%
(p/v). Les principaux acides organiques rencontrés sont les acides fumarique,

glycérique, lactique, malique et malonique [63,59].

e. Lipides

La concentration d’huile résiduelle contenue dans les margines est trés variable selon le
procédé d’extraction utilisé. Elle varie entre 0,02 et 1% (v/v) [53]. L’acide oléique est
I"acide gras le plus abondant avec un pourcentage de 65% par rapport a la totalité
d’huile [41].

J. Composés phénoliques

Les composés phénoliques des margines sont trés divers et leur structure est tres
variable. Ils proviennent de I’hydrolyse enzymatique des glucides et des esters de la
pulpe d’olive au cours du processus d’extraction. Leur solubilisation dans 1’huile est
cependant bien inférieure a celle dans les eaux de végétation, ce qui explique leur
concentration ¢€levée détectée dans les margines [41]. Les caractéristiques
organoleptiques de I’huile d’olive vierge dépendent de la présence des composés

phénoliques et des substances volatiles [64].

La teneur en composés phénoliques dans les margines dépend du systéme d’extraction,
le procédé de trituration, la variété d’olives et I’Age des margines [52]. En général, elle
varie entre 3 et 5 g.L™' [49,65-70] et elle peut méme dépasser 9 g.L”' [71-75].

La composition des margines en composés phénoliques différe aussi selon la procédure
d’extraction et la variété d’olive traitée [50]. Plus de 50 composés phénoliques ont été
identifiés [69,76-79].

Les monomeres les plus rencontrés dans les margines sont présentés dans le Tableau I.1.
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Tableau I.1 Structure des monoméres phénoliques rencontrés dans les margines.

Acide caféique

. U“ ‘ 0 2
P \ ~_COOH

[80,81]
OH
O
Acide =
. /©/\/H\°H [50.81]
p-coumarique
HO
OH
Hydroxytyrosol
[82,83]
HO
OH
OH
Tyrosol
[82,83]
HO
(@]
Acide vanillique o
[84]
HO
OCH3
[e)
Acide ferrulique
[80,82]




Acide [85,86,87]

protocatéchuique

(@) OH
1 OH
OH
OH
Acide 4-hydroxy- [86,87]
phénylacétique o
HO

OCHj3
HO
Acide syringique [86,87]
o
H;CO
OH
Acide p- OH
hydroxybenzoique /@/Ko [86,87]
HO

Suite tableau I.1

L.3 Les composés phénoliques

L.3.1 Généralités

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires végétaux. Ils peuvent étre
définis comme des molécules indirectement essentielles & la vie des plantes (d’ou la
dénomination de métabolites secondaires). Par opposition aux métabolites primaires qui
alimentent les grandes voies du métabolisme basal, mais ils sont essentiels dans

l'interaction de la plante avec son environnement.

Ces composés ont tous en commun la présence d’un ou de plusieurs cycles benzéniques

portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles [88]. La structure des composés



phénoliques naturels varie depuis les molécules simples (acides phénoliques simples)
vers les molécules les plus hautement polymérisées (tanins condensés) [89]. Avec plus

de 8000 structures phénoliques identifiées [88].

Les composés phénoliques participent activement aux interactions de Ia plante avec son
environnement en jouant soit le role des signaux de reconnaissance entre les plantes
(All€lopathie), entre les plantes et les symbioses, ou bien lui permettant de résister aux
diverses agressions vis-a-vis des organismes pathogénes. Ils participent de maniére trés
efficace a la tolérance des végétaux a des stress variés, donc ces composés jouent un
r6le essentiel dans 1'équilibre et I’adaptation de la plante au sein de son milieu naturel
[89]. D'un point de vue application, ces molécules constituent la base des principes
actifs que l'on trouve chez les plantes médicinales, alliées & leur difficulté de production.
Chez I'homme, ces molécules traces jouent un rdle important en agissant directement
sur la qualité¢ nutritionnelle des fruits et légumes et leur impact sur la santé des
consommateurs (effet antioxydant, effet protecteur contre l'apparition de certains

cancers...) [89].

1.3.2 Biosynthése des composés phénoliques

I.3.2.1 La voie de Shikimate

C’est souvent la voie de biosynthése des composés aromatiques, elle joue un réle
critique pour controler le métabolisme de la voie de phénylpropanoide [90]. La figure

L.2 représente la voie de shikimate
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Figure L.2 La voie de shikimate de biosyntheése des composés phénoliques [91].

I.3.2.2 La voie de phénylpropanoide

La voie de phénylpropanoide commence par la phénylalanine (Phe) qui fournit en plus
des principaux acides phénoliques simples, coumarines, isoflavonoides, flavonoides,
acide salicylique, des précurseurs de lignine, qui est quantitativement le second

biopolymere le plus important apres la cellulose.
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Figure 1.3 La voie de phénylpropanoide de biosynthese des composés phénoliques [92].
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L3.3 Principales classes des composés phénoliques

1.3.3.1 Les acides phénoliques simples

a. Acides hydroxybenzoiques :
4 Sont des dérivés de l'acide benzoique.
4 Ont une structure générale de base de type (C6-C1).
4 Existent souvent sous forme d'esters ou de glycosides.

Les plus abondants sont répertoriés dans le tableau I1.2.

Tableau 1.2 Les principaux acides hydroxybenzoiques [93].

R R cides phénoliques
o v T —
Ra R H |H OH |H Acide p hydroxy-
Benzoique
Ra COOH|H | OH OH |H Acide protocatechique
H OCH; |OH |H Acide vanillique
Rs H |OH |OH |OH | Acide gallique
H OCH; | OH | OCHj3 | Acide syringique
OH |H H H Acide salicylique
OH |H H OH Acide gentisique

b. Acides hydroxycinnamiques :
4 Dérivent de l'acide cinnamique.
4 Ont une structure générale de base de type (C6-C3).
4 Existent souvent sous forme combinée avec des molécules organiques.
4 Les degrés d'hydroxylation et de méthylation du cycle benzénique, conduisent a
une réactivité chimique importante de ces molécules.

Le tableau 1.3 représente les principaux acides hydroxycinamiques.
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Tableau LI.3 Les principaux acides hydroxycinnamiques [93].

H H H Acide cinnamique
R N T OH |H Acide p-caumarique
OH OH H Acide caféique
Ry OCH; | OH H Acide férulique
Rs OCH; | OH OCH; | Acide sinapique

L1.3.4 Intérét biologique des composés phénoliques
Les composés phénoliques possedent un grand intérét dans le domaine agroalimentaire
et pharmacologique. Le tableau 1.4 représente les principales activités des acides

phénoliques.

Tableau I.4 Activités biologiques des composés polyphénols.

Acides phénols -Antibactériens

(Cinnamique et -Antifongique
benzoique) -Antioxydants

1.4 Antioxydants et radicaux libres

La protection contre les effets délétéres induits par les radicaux oxygénés s’effectue a
I’aide de trois types d’agents différents : les protéines non enzymatiques. Les enzymes
tels que les superoxyde-dismutases et les glutathion-peroxydases et enfin les
antioxydants d’origine nutritionnelle tels que les caroténoides, les tocophérols (vitamine
E), I"acide ascorbique (vitamine C) et les polyphénols qui sont des antioxydants

essentiels pour ’homme.

I.4.1 Radicaux libres

L.4.1.1 Définition

Un radical est une molécule ou un fragment moléculaire qui contient un électron (ou
plus) non apparié. De part sa structure particuliére, il a tendance 2 attirer les électrons

d’autres atomes et molécules pour gagner sa stabilité. Plusieurs éléments peuvent étre a
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I’origine de radicaux libres. Les sources des radicaux libres sont nombreuses, Il existe
deux grandes voies de formation de ces derniers [97] :

+ La premiére voie consiste en un transfert d’électrons catalysé par les métaux de
transition (Fe, Cu), ils transforment H,O, en radical hydroxyle (OH"), encore
plus toxique, et accélerent la peroxydation lipidique.

4 La deuxieéme voie se fait au niveau de la scission homolytique des liaisons
covalentes des molécules. Cette voie nécessite de 1’énergie qui pourra étre

fournie par les radiations ionisantes, par la lumiére, la chaleur et les ultrasons.

I.4.1.2 Nature des radicaux libres
a. Especes réactives dérivées de I’oxygéne (ERO) :
L’oxygene doit sa grande réactivité a sa structure particuliére. En effet, il posseéde deux
électrons célibataires non appariés sur sa couche orbitale externe. Cette molécule est
essentielle au bon fonctionnement de 1’organisme.
- lon superoxyde (“02°) : c’est un dérivé tres réactif de 1’oxygéne, relativement stable,
il n’est pas trés toxique pour 1’organisme, mais il est & I”origine de cascades de réactions
conduisant a la production de molécules trés nocives.
- Radical libre hydroxyle (OH) : il est trés réactif. Il peut réagir avec de nombreuses
molécules comme I’ADN, les glucides, les nucléotides, les protéines et étre a I’origine
de lésions de nécrose. C’est un dérivé de 1’ion superoxyde. Il peut étre produit a la suite
de diverses réactions. Nous en citerons une réaction a titre d’exemple:

e la réaction de Fenton : elle est basée sur la production des radicaux hydroxyles a

partir de la décomposition du peroxyde d’hydrogene catalysée par des sels ferreux.

H,0,+ Fe** +H'  ———md  Fe®' + H,0 +HO

e Dans I’oxydation des lipides, la réaction de Fenton peut s’écrire de la maniére

suivante :

ROOH + Fe** —) RO +OH +Fe*

- Oxygene singulet (1 0,) : lorsque de I’énergie est apportée a 1’oxygene, celui-ci passe a

I’état singulet qui représente la forme activée. C’est une forme trés énergétique de
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grande réactivité qui peut oxyder de nombreuses molécules. Il est formé a partir de I’ion

superoxyde selon la réaction suivante :

°0-0° — 10, (sous I’action de la lumiéere).
b. Espéces libres non oxygénées :
Les especes libres non oxygénées sont les produits des réactions de certaines molécules
avec les especes réactives dérivées de I’oxygene (ERO). Ils peuvent a leur tour réagir
avec d’autres molécules et étre & Iorigine de la multiplication des réactions d’oxydation

et de la propagation de dommages oxydatifs.

Nous citerons, par exemple, les acides gras peroxydés, résultats de 1’action des espéces
oxygenées sur les membranes biologiques.
Les fractions protéiques, les acides aminés et les acides nucléiques peuvent aussi réagir

avec les ERO générant des molécules réactives et nocives.

L4.2 Antioxydants

L'oxydation fait partie d'une réaction d'oxydo-réduction qui transfére des électrons d'une
substance vers un agent oxydant. Cette réaction peut produire des radicaux libres qui
entrainent des réactions en chaine destructrices. Les antioxydants sont capables de
stopper ou de retarder ces réactions en chaine en se réduisant avec les radicaux libres et
annihilant ainsi leur action. Ces propriétés se trouvent beaucoup dans les familles des

thiols et des phénols.

1.4.2.1 Définition

Un antioxydant est une molécule qui diminue ou empéche l'oxydation d'autres
substances chimiques. II est défini par HALLIWELL comme « toute substance qui, en
faible concentration par rapport au substrat susceptible d’étre oxydé, prévient ou ralentit
I’oxydation de ce substrat ». C’est une molécule qui est capable de neutraliser les
formes actives de I’oxygene et permet de maintenir au niveau de la cellule et de

I’organisme des niveaux non cytotoxiques de radicaux libres [98].

L.4.2.2 Utilisation des antioxydants
4 Dans l'industrie chimique : pour éviter le durcissement du caoutchouc ou en

meétallurgie pour protéger les métaux de 1’oxydation,
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4 Dans l'industrie agro-alimentaire : pour éviter le rancissement des corps gras,
4 Dans l'industrie teinturerie : pour éviter I'oxydation des colorants au soufre ou

des colorants de cuve lors de la teinture.

I.4.2.3 Classification des antioxydants
Les antioxydants sont classés dans deux catégories différentes :
1- Les antioxydants de synthéses

2- Les antioxydants d’origine végétale

a. Antioxydants de synthéses : ils sont introduits dans toutes les formulations contenant
des corps gras insaturés et parfois aussi dans des phases aqueuses ou se trouvent des
extraits végétaux riches en oxydases. Leur concentration d'utilisation est généralement
dix fois plus faible que celle des conservateurs et se situe entre 0,02 et 0,05 %. Ce sont :

4+ le butylhydroxytoluéne (BHT)

4 le butylhydroxyanisole (BHA)

4 les gallates de propyle, octyle et de dodécyle.

b. Antioxydants d’origine végétale : les plantes constituent des sources trés importantes
d’antioxydants. Les antioxydants naturels dont 1’efficacité est la plus reconnue aussi
bien dans I’industrie agroalimentaire que pour la sant¢ humaine sont : les tocophérols,

les caroténoides et les polyphénols.
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Chapitre II




II.1 MATERIEL ET METHODES
II.1.1 Introduction

Cette partie est consacrée a I’étude des caractéristiques chimiques et des activités
antioxydants et microbiologiques de I’extrait de margine. Elle est scindée en quatre
sous-parties : L’extraction de I’extrait de margine (extraction liquide-liquide), la
détermination des indices physico-chimiques, I’analyse de sa composition chimique par
CG/SM, la détermination des tests antioxydants et 1’étude de I’activité antimicrobienne

de I’extrait obtenu.

L’extraction, la détermination des indices physico-chimiques et le test d’activité
antioxydant (méthode de DPPH) ont été réalisés au laboratoire de chimie des substances
naturelles (département de Chimie, Universit¢ Saad Dahlab), alors que I’analyse de
Iextrait par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse a
¢té effectuée au sein du laboratoire MAPIEM de I’Université du Sud Toulon-Var
(France). Les tests d’activit¢ antimicrobienne ont ét€¢ réalisés au sein de [’unité

biochimie du I’hépital de Boufarik.

IL.1.2 Echantillonnage

Les margines employées dans cette étude sont obtenues a partir d’olives de couleur noir
(80%) et mi-noire a vert (20%), la plus part des olives sont obtenues a partir de 1’est et
de I’ouest du payé et méme a Blida. Ces olives sont pressées dans une huilerie moderne
selon un processus d’extraction a trois phases. Cette huilerie est située dans le chef lieu
de la wilaya de Blida, Algérie. La collecte a été réalisée pendant la période de cueillette

hivernale (janvier 2012).

L’échantillon est introduit dans des bidons en polypropyléne et une fois au laboratoire,
il et stocké a I’obscurité dans un environnement non oxygéné a +4 °C. La figure IL.1

représente I’échantillon de margine utilisée pour I’expérimentation.
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Figure II.1 Echantillon de margine prélevé a partit de huiliére de Sidi Abdelkadar
(Blida)

I1.1.3 Mesure du pH
Le pH a été mesuré a I’aide d’un pH-metre de type EUTECH INSTRUMENTS.

I1.1.4 Extraction des polyphénols de margines
Une seule méthode d’extraction a été effectuée au cours de nos expériences : extraction
liquide-liquide. Elle consiste en la délipidation des margines et récupération des

composés phénoliques [99,100].

IL.1.4.1 Extraction des lipides

Apres avoir aspiré le surnageant d’huile a la surface de la margine, le volume restant est
centrifugé a ’aide d’une centrifugeuse (4000 tr/min pendant 10 min). Deux phases sont
obtenues : une phase aqueux et un culot.

Dans une ampoule & décanter de capacité 250 mL, une prise d’essai de 50 mL de la
phase aqueux est mélangée avec 50 mL d’hexane. L’opération est répétée deux fois afin

d’extraire le maximum de lipide. La durée d’une seule extraction est de 10 min.

I1.1.4.2 Extraction avec I’acétate d’éthyle des composés phénoliques

L’extraction des composés phénoliques est effectuée dans une autre ampoule a décanter
de capacité de 250 mL. Une prise d’essai de 50 mL de margines délipidées est mélangée
avec 50 mL de I’acétate d’éthyle. Le mélange subit ensuite une agitation suivie d’une
décantation pendant 10 min. L’opération d’extraction est répétée deux fois dans le but

de récupérer le maximum de composés phénoliques.
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La phase organique riche en composés phénoliques subit une évaporation sous vide
dans un évaporateur rotatif a 40 °C. La durée d’une extraction est de 20 min. Le

dispositif d’extraction liquide-liquide est donné par la photo de la figure I1.2.

Figure IL.2. Les différentes étapes appliquées pour ’extraction liquide-liquide de

I’extrait de margine.

I1.1.4.3 Rendement en extrait
Le rendement en extrait est estimé par le rapport des masses d’extrait et la matiére

utilisée. Il est exprimé en % et calculé par la formule suivante :

n (%) : rendement en extrait.
M x¢ : masse de extrait (g).

M .1 : masse de la matiére utilisée.




IL.1.5 Dosage des polyphénols totaux

I1.1.5.1 Principe

Les métabolites secondaires constituent une large gamme de molécules végétales, dont

leur nature chimique et teneurs sont extrémement variables d’une espece végétale a

[’autre.

Plusieurs méthodes analytiques peuvent étre utilisées pour la quantification des

polyphénols totaux. L’analyse par le réactif de Folin-Ciocalteu (FCR) est souvent

utilisée.

Ce réactif est constitué d’un mélange d’acide phosphotungstique (H;PW; 2040) et I’acide

phosphomolybdique (H3;PMo1,049). Lors de I’oxydation, il réduit en un mélange

d’oxyde bleu. La coloration produite est proportionnelle 4 la quantité de polyphénols

présentes dans 1’extrait analyse [101].

I1.1.5.2 Mode opératoire

v

v
v
v

v

Introduire 2 mL de I’extrait dilué de margine dans une fiole de 25 mL ;

Ajouter 1 mL du réactif Folin-Ciocalteu ;

Ajouter 10 mL d’eau distillée ;

Apres 2 min ajouter 12 mL d’une solution de carbonate de sodium (Na,Cos) &
concentration de (290 g/L) ;

La solution d’extrait de margine est maintenue & 1’obscurité pendant 30 min a
température ambiante

L’analyse de I’absorbance est mesurée a 760 nm.

La courbe d’¢talonnage est effectuée par I’acide gallique 1-hydraté (C;HOs. H,0),

comme €talon en suivant les mémes étapes de dosage précédentes.

La quantité¢ des polyphénols totaux est calculée par I’équation suivante :

C : contenu total des polyphénols (mg équivalent acide gallique/g d’extrait de thé).

¢ : concentration d’acide gallique (mg/mL).

V : volume de I’extrait (mL).

m : masse de I’extrait pur de margine (mg).
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Figure I1.4 Montage de I’entrainement a Ia vapeur de I’extrait.

IL.1.6.2 Extraction liquide-liquide de la fraction volatile

L’hydrolat obtenu est extrait avec un volume d’éther diéthylique, nous obtenons ainsi
deux phases : une phase organique contenant la fraction volatile et une phase aqueuse.
La phase organique obtenue est filtrée par un papier filtre contenant du sulfate de
magnésium pour €liminer toute trace d’eau puis nous procédons a I’évaporation du

solvant.

I1.1.7 Analyses physico-chimiques de I’extrait de margine (AFNOR).
IL.1.7.1 Mesure des indices physiques

a. Détermination de la densité
La densité est definie comme étant la masse volumique de I’extrait rapportée a celle de
I’eau pour une température donnée.

La mesure a été faite a ["aide d’un pycnométre en utilisant la méthode de dilution.
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I1.1.7.2 Mesure des indices chimiques

a. Indice d’acide
C’est le nombre de milligrammes d’hydroxyde de potassium nécessaire a la
neutralisation des acides libres contenus dans 1g d’extrait. I est déterminé par la
méthode suivante :
»> Dans un ballon ou une fiole introduire la prise d’essai (0,2 g), puis ajouter 5 mL
d’éthanol (95%) et 5 gouttes de solution de rouge de méthyle (0,2%),
> Neutraliser le liquide avec la solution d’éthanol d’hydroxyde de potassium (0,1
mole/L), contenue dans une burette, jusqu’a obtention d’une couleur rose foncé

(voir annexe),

> L’indice est donc donné par la formule :

IA : indice d’acide.

V : volume, en millilitres, de la solution d’hydroxyde de potassium utilisée.

m : masse, en grammes, de la prise d’essai.

Remarque : nous pouvons réserver éventuellement le ballon et son contenu pour la

détermination de I’indice d’ester.

b. Indice d’ester
Cest le nombre de milligrammes d’hydroxyde de potassium nécessaire a la
neutralisation des acides libérés par 1’hydrolyse des esters dans 1 g d’extrait. Son
principe est basé sur I’hydrolyse des esters par chauffage, en présence d’une solution
d’éthanol titrée d’hydroxyde de potassium, et dosage de ’excés d’alcali par une solution
titrée. Il est déterminé par la méthode suivante :
> Dans le ballon, contenant la solution provenue de I’indice d’acide, ajouter 25
mL d’une solution d’hydroxyde de potassium a 0,5 mole/L, ensuite adapter le
réfrigérant et le placer sur le chauffe ballon et le laisser chauffer pendant une
heure,
> Laisser refroidir, puis démonter le réfrigérant et ajouter 20 mL d’eau puis 5
gouttes de la solution de phénolphtaléine & 0,2%,
> Titrer I’excés d’hydroxyde de potassium avec la solution d’acide chlorhydrique

(0,5 mole/L) jusqu’a la disparition de la couleur rose foncé (voir annexe),




> Parallélement, effectuer un essai a blanc dans les mémes conditions, en
remplagant la solution provenue de I’indice d’acide par 5 mL d’éthanol.

L’indice est calculé par la formule :

E=23% v vy
m

IE : indice d’ester.
Vo: volume (mm) de la solution d’acide chlorhydrique utilisé pour I’essai a blanc.
V1: volume (mm) de la solution d’acide chlorhydrique utilisé pour la détermination.

m : masse (g) de la prise d’essai.

IA : Indice d’acide.

IL.1.8 Analyse de la fraction volatile et de ’extrait de margine par CG/SM

I1.1.8.1 Description de ’appareil

L’analyse qualitative de la composition chimique de la fraction volatile et I’extrait a été
réalisée par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
« CG-SM ». L’identification des différents composés est effectuée en se basant sur les
banques de données spectrales Wiley 7n et NBS 75k.l. (comprenant, respectivement,
des spectres de masse 75000 molécules), avec un taux de similitude supérieure ou égal &

90%.

I1.1.8.2 Conditions opératoires
L’analyse est effectuée sur un chromatographe en phase gazeuse HEWLETT-
PACKARD-HP-6890 couplé a un spectromeétre de masse HP 5972 (voir annexe), dont
les conditions sont les suivantes :

v" Une colonne capillaire de type HP1 (polydimethylesiloxane 100%), de longueur
30 m d’un diamétre interne de 0,25 mm et une épaisseur du film de 0,25 pm.
un gaz vecteur (hélium) d’un débit de 0,3 mL/mn.
Un potentiel d’ionisation du spectrometre de masse égale a 70 eV.
La programmation du four est : 80 °C (3”) - 5°C/mn - 280°C (10°).
Injection d’une quantité de 4 uL. en mode Split : 1/90.

NS X XK K

Les échantillons de la fraction volatile sont dilués dans ’acétate d’éthyle a 1%.



IL.1.9 Evaluation de I’activité antioxydants des composés phénoliques

Dans notre travail nous avons opté pour ’évaluation de I’activité antioxydant par la

méthode de Piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl).

I1.1.9.1 Piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphényle-1 picrylhydrazyl)
Pour étudier I’activité anti-radicalaire de notre extrait, nous avons opté pour la méthode
qui utilise le DPPH (figure I1.5) comme un radical libre relativement stable qui absorbe

dans le visible a la longueur d’onde de 515 a 520 nm.

Le test consiste & mettre le radical DPPH (de couleur violette), en présence des
molécules dites antioxydants afin de mesurer leur capacité a le réduire. La forme réduite
(diphényl picryl-hydrazine, couleur jaune), le virage vers cette coloration et ’intensité
de la couleur jaune refléte la capacité anti-radicalaire de la molécule, et dépend de la

nature, la concentration et la puissance de cette molécule.

Figure ILS. Structure chimique du radical libre DPPHe

Selon le protocole d’écrit par [114] avec quelque modification ; La solution de DPPH
est préparée par solubilisation de 4 mg de DPPH dans 100 mL de méthanol absolu pour

avoir une concentration de 0,04%.

Les échantillons ont été préparés par dissolution de 0,5 mg d’extrait dans 1 mL de
méthanol. Cette solution dite solution mére, subit ensuite des dilutions pour en avoir
différentes concentrations de Iordre de mg par mL. En paralléle, une solution
méthanolique de la vitamine C été préparée par dissolution de 0,2 mg de la vitamine C
dans 1 mL du méthanol. L’absorbance est mesurée dans les mémes conditions que

I’échantillon testé.
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Dans des tubes secs et stériles, nous introduisons 1 mL du méthanol et les différentes
concentrations de la solution & tester, nous ajoutons 1 mL de la solution DPPH. Apres
agitation a I’aide d’un vortex, les tubes sont placés a I’obscurité, a une température

ambiante (25 °C environ) pendant 30 min.

La lecture est effectuée par la mesure d’absorbance a 518 nm a I’aide d’un
spectrophotométre UV-visible, en utilisant des cuves en quartz de 2 mL. La lecture est

mesurée par rapport un blanc qui constitue 1 mL de méthanol et 1 mL de la solution de
DPPH.

La valeur EC50 est définie comme étant la concentration du substrat qui cause la perte
de 50% de I’activit¢ de DPPH (couleur), ou encore, c’est la concentration de
I’échantillon exigé pour donner une diminution de 50% de I’absorbance de la solution

contrdle constituée de méthanol et de la solution de DPPH.

e Détermination du pouvoir antioxydant : pour obtenir la concentration efficace
qui réduit la concentration initiale de DPPH & 50% (EC50), les résultats sont
exprimés en activité antioxydant, qui exprime la capacité de piégeage du radical
libre et elle est estimée par le pourcentage de décoloration du DPPH en solution
dans le méthanol. L’activité antioxydant « AA% » est donnée par la formule

suivante :

) Abs
%inhibition = i

Abs

control

B A bS blanc

x100 [11s].

Soit :

AA : Activité antioxydant.

Abs control: Absorbance a la longueur d’onde de 517 nm de la solution méthanol +
DPPH.

Abs test : Absorbance & 517 nm de 1’échantillon.



I1.1.10 Evaluation de ’activité antimicrobienne

I1.1.10.1 L’aromatogramme

C’est une méthode de mesure in vifro du pouvoir antibactérien. Différents types
d’aromatogrammes, en milieu solide, liquide, sont exploitables. Cependant, en pratique
quotidienne, c’est le milieu solide qui est le plus simple et facilement reproductible
[116].

L’aromatogramme représente cependant un point de repére essentiel puisque sa
technique est identique a celle utilisée pour mesurer [’activité bactéricide des

antibiotiques (figure I1.6) [117].

Boite de Pétri

Souches test

Milieu de culture gélosé {Agar)

Disgue imbibé d huile essentielle

Lane d’inlibition

Croissance microbienne

Figure IL.6 Illustration de la méthode des aromatogrammes sur boite de Pétri [117].

I1.1.10.2 Souches microbiennes choisies

Les souches utilisées pour les tests antimicrobiens sont: Escherichia coli
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa pour I’activité antibactérienne et
Candida albicans pour 1’activité antifongique (antilevure) qui ont été utilisées dans les
tests d’antibiogrammes au niveau de 1’unité de bactériologie clinique de laboratoire

centrale de I’Etablissement Publique Hospitalier de Boufarik.




Tableau II.1 Les références des souches microbiennes.

Bacille Escherichia coli | ATCC 25922 \Negatlf

Pseudomonas aeruginosa | ATCC 27853
Cocci Staphylococcus aureus ATCC 25923 Positif

Levure Candida albicans ATCC

Le protocole expérimental utilisé est le suivant [118]:
v" Repiquage des espéces bactériennes : les différentes especes bactériennes ont
¢té repiquées par la méthode des stries, puis incubées a 37 °C afin d'obtenir des

colonies isolées qui vont servir a la préparation de 1’inoculum.

v' Préparation de Il'inoculum : des colonies bien séparées des espéces
bactériennes concernées ont été prélevées a l'aide d'une anse de platine stérile et
homogénéisées dans 10 mL de bouillon nutritif puis portées a 1’incubation

pendant 18 424 h a 37 °C.

v’ Préparation des disques : des disques de 9 mm de diamétre, stériles, sont

chargés de l'extrait naturel a tester.

v' Préparation des milieux de culture : la gélose de Muller Hinton stérile préte a
I’'usage pour I’activité antibactérienne et Sabouraud pour I’activité antifongique,
elles sont coulés dans des boites de Pétri stériles de 90 mm de diamétre.
L'épaisseur est de 4 mm répartie uniformément dans les boites. Ces derniéres
doivent étre séchées 30 min & une température ambiante du laboratoire avant

leur emploi.

v' Ensemencement : des boites de Pétri stériles préalablement coulées, sont
ensemencées par étalement a l'aide d'un étaloir, I'ensemencement s'effectue de
telle sorte a assurer une distribution homogene des bactéries. A 1'aide d'une pince
stérile, les disques de papier filtre contenant les produits a tester sont déposés a

la surface de la gélose inoculée au préalable.




L'activité antibactérienne est antifongique sont déterminée par la mesure avec précision
des diametres de zones d’inhibition & I’aide d’un pied & coulisse métallique, a I’extérieur
de la boite fermée, produite autour des disques aprés 24 h d'incubation & 37 °C pour les

bactéries, et aprés 48 h d’incubation a 25 °C pour les levures.
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I1.2 RESULTATS ET DISCUTION

IL.2.1 Acidité de margine (pH)
La mesure du pH de margines 4 donnée une valeur de 1’ordre de 5,18. Les margines sont donc
des effluents acides en raison de la présence des acides organiques (acides phénoliques, acides

gras, ...etc.).

I1.2.2 Rendement en extrait de margines
Dans le but de valoriser des composés phénoliques contenant dans les margines et faire des
analyses physico-chimiques, des tests d’activité antioxydants et antimicrobiennes, nous avons

suivi une série d’extraction ou le rapport d’extraction égalal (1:1).

Le rendement obtenu exprimé en pourcentage est de 0,48%, équivalent de 4,82 g/L. Cette
valeur est situe dans I’intervalle des valeurs obtenus par plusieurs chercheurs (entre 3 et 5

/L) [49,66-71].

IL.2.3 Propriétés organoleptiques de I’extrait de margine
L’extrait de margine obtenu par extraction liquide-liquide présente les caractéres

organoleptiques regroupés dans le tableau II.2.

Tableau IL2. Propriétés organoleptiques de I’extrait de margines

Liquide'\‘/isqueux“ | Caraéterlsthue a I’huile d’olive

I1.2.4 Caractéristiques physico-chimiques de I’extrait de margines

Les résultats des analyses physico-chimiques sont donnés dans le tableau II.3.

Tableau IL.3 Caractéristiques physico-chimiques de 1’extrait de margine.

0,79 19,91 39,27 19,36




.2.5 Dosage des polyphénols totaux
La teneur des composés phénoliques contenant dans I’extrait de margines a été calculé a partir
de la courbe d’étalonnage et exprimée en milligrammes équivalent d’acide gallique par
gramme de margines (mg EAG/g). La teneur obtenue est 3,65 mg EAG/g.
La quantit¢ des composés phénoliques d’extrait de margines étudié¢ dépend essentiellement
des conditions citées auparavant (procéde de trituration, variété d’olive, I’4ge des margines,

proceéde d’extraction).

I'acide gallique

14 . - : —y=30,85x+ 0,100

é = ——————————
—-— —— — & 0,965

absorbance

O @ T T ‘ Vw T : T - T T T 1
0 0,005 001 0015 002 0025 003 0035 004 0,045

concentration mg/mli

Courbe d’étalonnage des composés phénoliques

IL.2.6 Etude analytique de la fraction volatile et de ’extrait dilué de margine par CG/SM
La fraction volatile de I’extrait de margine extraite par entrainement a la vapeur et ’extrait

dilué ont fait I’objet d’une analyse chromatographique.

L’analyse par CG/SM dans les conditions citées auparavant (I1.1.7.2) a permis I’identification

des composés regroupés dans les tableaux 114 et I1.5.
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Tableau I1.4 Composition chimique de la fraction volatile de I’’extrait de margine.

1 7,85 Benzéne éthanol CgH]bd‘ j 1,44
2 9,38 4-éthyle phénol CgH;00 2521
3 9,56 Acide benzoique C7HgO, 1,92
4 12,27 NI*(1) / 1,09
5 14,20 Eugénol CioH 20, 1,504
6 14,29 NI*(2) / 1,755
7 15,17 4-¢éthyle-1,3-bénzenediol CgH;00, 8,702
8 15,96 4-hydroxyphényl- CgH;00, 0,96
éthanol (tyrosol)
9 16,55 NI*(3) / 1,294
10 16,92 NI*(4) / 1,497
11 17,99 NI*(5) / 1,780
12 18,59 3-methoxy-2-methylphénol | CgH;,0, 2,008
13 19,89 NI*(6) / 2,293
14 20,76 NI*(7) / 1,613
15 20,87 NI*(8) / 1,681
16 21,11 NI*(9) / 1,302
17 21,43 NI*(10) / 2,582
18 21,59 2-furanméthanol, Ci5Hz60, 6,061
tétrahydro-a,0-5 triméthyl-
5-(4-méthyl-3-cyclohexen-
1-yl
19 21,67 NI*(11) / 1,605
20 22,17 NI*(12) / 4,862




21 22,82 NI*(13) / 1,029

22 23,05 NI*(14) / 0,708

23 23,14 NI*(15) / 1,066

24 24,70 NI*(16) / 4,797

25 25,06 Miristate d’isopropyl C17H340, 10,927

26 27,75 Acide hexadécanoique Ci16Hz,0, 6,241

27 28,28 Acide hexadécanoique, C13H360, 1,422
éthyle ester

28 30,17 Acide -9-octadécanoique, C19H350, 1,415
Meéthyle ester

29 30,91 Acide -9-hexadécanoique, | C; 7H3,0, 8,254
Méthyle ester

30 31,20 7-méthyle-3,4-octadienne Cy0H35C10, 2,725
-2-chloroéthyle

31 31,34 Oléate d’éthyle Ca0H3,0, 12,923

NI* : non identifier

Les données de spectre de masse des produits inconnus de la fraction volatile sont présentées

sous forme de m/z (abondance en %) pour les principaux fragments.

NI*(1) : 41 (68%), 44 (78%), 55 (46%), 60 (100%), 129 (14%).

NI*(2) : 41 (71%), 44 (70%), 67 (100%), 99 (95%), 164 (3%).

NI*(3) : 43 (79%), 70 (42%), 126 (100%), 138 (21%), 195 (4%).

NI*(4) : 43 (88%), 55 (48%), 107 (50%), 126 (100%), 195 (4%).

NI*(5) : 43 (72%), 69 (36), 125 (35%), 154 (100%), 208 (4%).

NI¥(6) : 41 (56%), 44 (80%), 109 (100%), 123 (26%), 196 (4%)

NI¥(7) : 41 (57%), 43 (100%), 71 (97%), 95 (30%), 179 (4%)

NI*(8) : 41 (59%), 43 (100%), 60 (46%), 102 (25%), 201 (11%)

NI*(9) : 41 (44%), 43 (100%), 55 (30%), 119 (80%), 192 (9%)
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NT*(10) :

NI*#(11)
NT*(12)
NI*(13)
NT*(14)

NI*(15)

NI*(16) -

43 (76%). 55 (44%), 93 (38%), 121 (100%), 212 (2%)

141 (48%), 43 (100%), 71 (43%), 143 (55%), 179 (5%)

L 41 (76%), 79 (47%), 125 (100%), 166 (24%), 212 (2%)
141 (80%), 44 (100%), 79 (42%), 123 (56%), 179 (99%)
141 (68%), 44 (77%), 77 (47%), 123 (100%), 204 (12%)

141 (70%), 44 (79%), 77 (69%), 123 (100%), 179 (14%)

43 (100%), 55 (25%), 59 (38%), 71 (71%), 281 (3%)

Les proportions des différentes classes chimiques présentes dans la fraction volatile de

Iextrait de margine sont représentes par la figure I1.7.

Figure IL.7. Représentation de la composition chimique de la fraction volatile de I’extrait de

R e A S S A e T Y

RS

margine.

fl produits phénoliques
# non identifiés
i acides gras

i autres composés

A

L’examen de la figure IL7 montre que la composition chimique de la fraction volatile de

Iextrait de margine est dominée par les acides gras (43%) tels que : le miristate d’isopropyle,

P’acide hexadecanoique, 9-octadecanoate de méthyle et I’oléate d’éthyle.

Les composes phénoliques représente (21%), les principaux sont : 4-éthyle phénol, eugénol,

4-¢éthyle-1,3- benzenediol, 4,hydroxphényléthanol (Tyrosol).

Nous n’avons pas pu identifier beaucoup des composés inconnus (30%) en se basant

uniquement sur le spectre de masse.
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Nous avons relevé la présence de la tétrahydro-a,a-5 triméthyl-5-(4-méthyl-3-cyclohexen-1-

yD)- 2-furanméthanol, avec une teneur 6% de la composition globale .

Tableau IL.5 Composition chimique de extrait dilué de margine

pentan-2-one

2 9,41 4-éthyle phénol CsH,,0 0,436

3 14,65 3-méthyle, 2-cyclohexan-1- C;H;,0 5,324
one

4 14,85 | NI*(1) / 0,406

5 14,97 | NI*(2) / 4,648

6 15,72 | NI*(3) / 0,776

7 15,93 4-hydroxyphényléthanol CsH,,0, 29,407

(tyrosol)

8 18,35 4-hydroxy-3- CoH;,054 3,548
méthoxyphényléthanol

9 19,10 N-acétyltyramine Cy0H;3NO, 0,979

10 19,35 Acide4-hydroxy-3-méthoxy | C gHgOy 4,146
benzoique

11 19,78 | NI*(4) / 1,667

12 20,85 | NI*(5) / 1,255

13 20,99 | NI*(6) / 7,598

14 21,45 | NI*(7) / 0,828

15 21,90 Acide3, 4-hydroxy CsH30O, 8,579
Benzéneacétique

16 22,19 | NI*(8) / 2,234




17 22,39 [ NI*(9) / 6,362
18 23,08 | NI*(10) / 0,425
19 2596 |NI*(11) / 4,948
20 2631 | NI*(12) / 2,787
21 26,82 | NI*(13) / 6,682
22 27,07 | NI*(14) / 1,277
23 2721 | NI*(15) / 2,066
24 28,04 | NI*(16) / 1,602
25 30,88 | NI*(17) / 0,886

NI* : non identifier

Les données de spectre de masse des produits inconnus de I’extrait dilué de margine sont
présentés sous forme de m/z (abondance en %) pour les principaux fragments.

NI*(1) : 44 (47%), 55 (32%), 68 (39%), 82 (100%), 164 (2%)
NI*(2) : 41 (38%), 43 (100%), 55 (79%), 97 (46%), 156 (5%)
NI*(3) : 41 (51%), 44 (73%), 109 (100%), 168 (31%), 196 (3%)
NI*(4) : 41 (100%), 44 (64%), 67 (80%), 79 (73%), 168 (3%)
NI*(5) : 41 (100%), 44 (44%), 67 (62%), 95 (54%), 179 (7%)
NI*(6) : 41 (100%), 55 (65%), 67 (61%), 81 (56%), 182 (3%)
NI*(7) : 41 (100%), 55 (69%), 81 (55%), 121 (68%), 179 (26%)
NI*(8) : 41 (12%), 51 (17%), 77 (22%), 123 (100%), 197 (1%)
NI*(9) : 43 (38%), 77 (23%), 123 (100%), 154 (38%), 210 (1%)
NI*(10) : 43 (19%), 77 (26%), 123 (100%), 154 (22%), 210 (1%)
NI*(11) : 41 (82%), 55 (80%), 79 (68%), 123 (100%), 212 (2%)
NI*(12) : 41 (74%), 55 (57%), 79 (60%), 123 (100%), 210 (4%)
NI*(13) : 41 (70%), 55 (100%), 123 (21%), 167 (96%), 226 (37%)
NI*(14) : 41 (55), 55 (73%), 123 (100%), 167 (52%), 226 (19%)
NI*(15) : 41 (68%), 55 (74%), 107 (59%), 123 (100%), 240 (10%)




NI#(16) : 41 (78%), 55 (100%), 123 (95%), 167 (84%), 240 (24%)
NI#(17) : 41 (99%), 55 (100%), 69 (60%), 123 (84%), 264 (3%)

Les proportions des différentes classes chimiques présentes dans 1’extrait de margine sont

représentes par la figure I1.8.

@ produits phénoliques
® non identifiés

© autres composes

B A A O S B

Figure IL8 représentation de la Composition chimique de ’extrait dilué de margine.

L’examen de la figure I1.8 montre que la composition chimique de I’extrait dilué de margine
est dominée par la présence des composés phénoliques avec un taux de (44%) dont les
principaux sont : le tyrosol (29,407%). On note également la présence de 1’alcool
homovanillique (3,548%).

Nous avons relevé la présence d’une classe des produits représente 6% de la composition
globale et qui sont formée par des structures appartenant a diverses classe chimique

notamment les cétones.

Nous n’avons pas pu identifier un grand nombre de produit inconnus 51% en se basant

uniquement sur le spectre de masse.

I1.2.7 Evaluation de activité antioxydante

L’activité¢ antioxydante exprime la capacité de réduction des radicaux libres. Pour notre
extrait, nous avons employé la méthode au DPPH, ce radical libre synthétique présente une
coloration violette sombre, lorsqu’il est piégé par des substances antioxydants, la forme
réduite conférée a la solution une coloration jaune péle (figure 11.9). Le virage vers cette
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Pintensité de la couleur jaune refléte la capacité anti-radicalaire de la molécule, et dépend de
la nature, la concentration et la puissance de cette molécule.

L absorbance est mesurée a 518 nm.

Diphenvipicrylhvdrazyl (Radical libre) Diphenvlpicrylhvdrazvl (Non radical)

Figure IL.9 Forme libre et réduite du DPPH [119].

Pour I"évaluation de cette activité, nous avons préparé une gamme d’échantillon dilués allant
de 0,002 a 0,018 mg/mL pour ’acide ascorbique, de 0,005 a 0,045 mg/mL pour I"extrait brut.

Les différentes densités optiques ont permis de tracer une courbe d’allure exponentielle, ce
qui signifie 'existence d’une relation proportionnelle entre le pourcentage de réduction du

radical libre et la concentration de I’extrait dans le milieu réactionnel (figure IL10 et TL11).

| 43 |



120

| moyennne (%)

0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03 0,035 0,04

concentration (mg/ml)

Figure IL10 Variation du taux de piégeage du DPPH par I’extrait de margine en fonction des

différentes concentrations
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Figure [I.11 Variation du taux de pi¢geage du DPPH par I"acide ascorbique en fonction des

différentes concentrations

e détermination de la valeur EC50
La BEC50 a été introduit par Brand-williams et ses collaborateurs et elle a été ensuite employée
par plusieurs groupes de chercheurs pour représenter leurs résultats. Elle définit la

concentration efficace de substrat qui cause la perte de 50% de I’activité du radical libre «

DPPH » [119].



Les EC50 de I’extrait de margine et ’antioxydant standard sont déterminées graphiquement,
dont I’abscisse représente la concentration de Pextrait et I’ordonné représente I’activité

antioxydant en (%). Les résultats déduits sont regroupés dans le tableau I1.6.

Tableau IL.6 Valeurs EC50 de I’extrait de margine et ’antioxydant standard.

Extrait de margine | 9,36

La vitamine C 5,03

D’aprés le tableau II.6, nous Ieémarquons que notre extrait posséde des capacités de
neutralisation du radical libre DPPH puissantes.

En fonction des résultats obtenus, nous pouvons dire que ’extrait des margines possede une
bonne activité antioxydant qui est due principalement & son composé phénolique le tyrosol

(résultat obtenu par CG-MS).

I1.2.8 L’activité antimicrobienne de I’extrait de margine

I1.2.8.1 Résultats de I’étude qualitative de Pactivité antimicrobienne

Nous avons étudié in vitro le pouvoir antibactérien de Pextrait de margine par la méthode de
diffusion des disques sur un milieu gélosé (Muller Hinton) (Aromatogramme).

L’activité antibactérienne de notre extrait est estimée en terme de diamétre de la zone
d’inhibition autour des disques contenant Iextrait tester vis-a-vis de trois germes
pathogenes d’origine hospitaliére (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa) apres 24 h d’incubation a une température de 37° C.

Les résultats qualitatifs de I’extrait représentés dans le tableau I1.7.

Tableau II.7 Diamétres des zones d’inhibition du développement des différentes bactéries sur

Muller Hinton.

‘Esclzerzclua coli 20

Pseudomonas aeruginosa 26

Staphylococcus aureus 25




Les résultats qualitatifs d’action bactéricide de I’extrait obtenus aprés I’incubation des germes

testés pendant 24 h sont présentés dans les figures (IL12-11.14).

Figure IL.14 Aromatogramme de F. coli avec ’extrait de margine.
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Figure FL.15 Représentation graphique des diametres des zones d’inhibition (en mm) de

Iextrait de margine sur les différents souches ATCC.

D’apres 'histogramme présenté sur la figure I1.15, nous pouvons constater que I’extrait de

margine ayant une bonne activité antibactérienne contre les trois souches testées. Concernant

Pactivité antifongique une seule levure a été testée qui est Candida albicans.

Tableau IL8 Diameétres de zone d’inhibition du développement de C. a/bicans ensemencées

sur sabouraud.

Can

La figure I1.16 montre une photo de résultat de I’extrait obtenu aprés I’incubation du germe

testé pendant 48 h.

a7



Figure I1.16 Aromatogramme de C. albicans avec I’extrait de margine.

L’activité antifongique montre un résultat moyennement important avec une zone d’inhibition
de 16 mm. Les résultats obtenus des tests antimicrobiens montre que I’extrait de margine a
une activité importante, et cette activité revient a la présence des composés phénoliques dans

notre extrait.

Les composés phénoliques des margines ont montré des activités antimicrobiennes trés
intéressantes vu I'importance des zones d’inhibition apparues autour des microorganismes
testés. Ceci nous incite a orienter la recherche plus particuliérement a I’intérét qui porte ces

substances en thérapie humaine.
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CONCLUSION

La récupération des phénols prévoit un double intérét de lutter contre la pollution
environnementale, d’une part et, de récupérer les molécules bioactives contenant dans les

margines, d’autre part.

Notre travail est consacré a I’extraction liquide-liquide, I’étude de la composition chimique de
la fraction volatile et I’extrait dilué par CG-MS ainsi que la détermination des activités

antioxydants, antibactériennes et antifongiques de I’extrait de margine.

L’extraction liquide-liquide avec 1’acétate d’éthyle nous a permis de récupérer un bon

rendement de 0,48% équivalent a 4,82 g/L.

L’analyse par CG-MS de la fraction volatile de ’extrait 3 permis d’isoler quelque composé

phénoliques tels que : le tyrosol (0,96%) et I’eugénol (1,504%).

L’analyse par CG-MS de I’extrait dilué a permis d’identifier les composés phénoliques d’ou

les principaux sont : le tyrosol (29%) et 1’alcool homovanillique (4%)).

Le potentiel antiradicalaire des composés phénoliques isolés a été déterminé par la méthode
de DPPH dont les résultats obtenus montrent que ces composés phénoliques possédent une
bonne activité, donc ces molécules sont considérés comme des agents antioxydants de
premiére classe et peuvent étre employés pour des applications thérapeutiques, sachant que les
antioxydants contribuent de maniére trés efficace a la prévention des maladies telles que : le

cancer et les maladies cardiovasculaires.

Les testes d’activités effectués sur ’extrait des margines montrent que ce dernier posséde un
pouvoir antimicrobien moyennement fort sur les trois souches bactériennes et la levure testée.
Ce résultat dfi principalement a la présence des composés phénoliques qui sont bien connus

pour leur propriété antimicrobienne.

La poursuite du présent travail pourra axer sur :

- Pextraction des phénols & partir des margines issues de diverses oléicultures algériennes ;

- DPextraction liquide-liquide en mode continu des composés phénoliques a partir des
margines;

- la bioconversion des composés phénoliques de margines en produits utiles en

agroalimentaires et en pharmacie.
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