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Résumé

Résumé

La production de l'huile d'olive génére des quantités énormes d’effluents nommés
"Margines", qui ont peu de valeur économique en Algérie et un polluant puissant déversé dans
la nature sans aucun traitement préalable mais qui pourrait étre considéré comme une source
potentielle de produits naturels de haute valeur additive, en raison de leur teneur en composés
phénoliques et d'autres antioxydants naturels. Cette étude a pour objectif de mise en évidence
des activités biologiques des polyphénols issus de ces margines (variété chemlal) récoltée a
Khenchela. La caractérisation physico-chimique des échantillons a montré des rejets acides (pH
=4,64), de couleur marron avec un taux d’humidité élevé (H= 95,45%), un teneur en solide total
en suspension beaucoup plus important (STS =0,55%), riches en matieres organique (MO =14
%), pauvre en matiere minérale (MM=2 %), et en teneur d’azote avec 0,42g/l et en maticre
seche avec 8,55¢/l. Une extraction liquide-liquide a été effectuée, en utilisant I’acétate d’éthyle
(EtOAC), I’acétone (Ac) et le n-butanol (n-BuOH). Le dosage des polyphénols totaux a montré
une richesse des extraits EtOAc et Ac avec 80 et 70 LgEAG/mg d’extrait respectivement, et 10
ug EAG/mg pour I’extrait N-BuOH. L’analyse qualitative des extraits par la CCM a révélé une
diversité des composes phénoliques. La capacité antioxydante résultante a montré que tous les
extraits inhibent I'oxydation DPPH avec des pourcentages entre 51.82 et 90% a des tres faibles
concentrations, I'action anti-inflammatoire a été prouvée in vitro en inhibant la dénaturation des
protéines et en augmentant la stabilité de la membrane des HRBC (Human Red Blood Cells)
dont I’extrait acétonique a été le plus efficace. Les temps de Quik et Céphaline Kaolin ont été
utilisés pour analyser les voies de coagulation extrinseque et intrinseque afin de déterminer
I’activité anticoagulante. L extrait Ac a eu le plus grand impact sur l'allongement des deux tests

chronométriques.

Mots clés : Margines, polyphénols, physicochimique, activité anti-inflammatoire, activité

antioxydante, activité anticoagulante.



Abstract

Abstract

The production of olive oil generates huge quantities of effluents called "margines”,
which have little economic value in Algeria and are a powerful pollutant discharged into nature
without any prior treatment but which could be considered as a potential source of natural
products of high additive value because of their content of phenolic compounds and other
natural antioxidants. This study aims to highlight the biological activities of polyphenols from
these margines (chemlalvariety) harvested in Khenchela. The physico-chemical
characterization of the samples showed acidic rejects (pH = 4.64), brown color with a high
moisture content (H = 95.45%), a content of total suspended solids much more important (STS
= 0.55%), rich in organic matter (MO = 14%), poor in mineral matter (MM = 2%), and in
nitrogen content with 0.42g/l and in dry matter with 8.55g/l. Liquid-liquid extraction was
performed, using ethyl acetate (EtOAc), acetone (Ac), and n-butanol (n-BuOH). The total
polyphenol determination revealed that the EtOAc and Ac extracts were rich with 80 and 70 pg
EAG/mg of extract, respectively, and 10 pg EAG/mg for the n-BuOH extract. The qualitative
analysis of the extracts by TLC revealed a diversity of phenolic compounds. The resulting
antioxidant capacity showed that all extracts inhibited DPPH oxidation with percentages
between 51.82 and 90% at very low concentrations. The anti-inflammatory action was proven
in vitro by inhibiting protein denaturation and increasing the membrane stability of HRBCs
(Human Red Blood Cells), of which the acetone extract was the most effective. Activated
partial thromboplastin and prothrombin times were used to analyze extrinsic and intrinsic
coagulation pathways in order to determine their anticoagulant activity. The Ac extract had the

greatest impact on PT and aPTT lengthening.

Key-words: Margins, polyphenols, physicochemical, anti-inflammatory activity, antioxidant
activity, anticoagulant activity.
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Introduction

Introduction
L'olivier (Olea europaea L.) est I'un des arbres fruitiers les plus importants des pays
méditerranéens et qui est chargé de symboles : paix, victoire, force et espoir. Les produits
de cet arbre, I'huile d'olive et les olives de table, sont des composants importants du régime
mediterranéen (Ait-Chabane et al., 2019).

En Algérie, I’oléiculture est située principalement dans la partie nord du pays, elle est la
premiere richesse arboricole du pays, ou elle constitue une source de subsistance pour plusieurs
familles (Aggoun, 2016). Les industries oléicoles, en plus de leur production principale qui est
I’huile d’olive, génerent des quantités énormes d’effluents liquides appelés « margines ». Ces
derniéres sont constituées un probléme sérieux avec I’impact négatif grave sur la qualité de sol
et de I’eau ainsi que sur ’agriculture et I’environnement (Sayadi et al., 2000; EI Hajjouji et
al., 2007).

Comme toutes les industries agro-alimentaires, I'opération d'extraction d’huile d’olive nécessite
des grandes quantités d'eau. Par conséquent, cette industrie engendre des quantités importantes
de déchets solides (grignons d'olive) et liquides (des margines) 3 estimés a environ 3millions
de m3 /an (Zenjari et al., 2006). Selon le procédé utilisé, la quantité de margine produite peut

atteindre des valeurs supérieures a 1 litre/kg d'olive (Martinez-Garcia et al., 2006).

les margines sont considérées comme 1’un des effluents les plus nocifs produits par les
industries agro-alimentaires (Cardinali et al., 2010).Ces effluents ont une forte charge saline

et sont trés acides, riches en matieres organiques et en polyphénols peu biodégradables.

Les margines rejetées dans la nature par épandage sur les sols peuvent aussi poser des
problémes environnementaux. Par ce mode d’¢limination des effluents, les eaux souterraines
peuvent étre polluées, ce qui affecte la qualité de ’eau potable. L’épandage des margines, trés
riches en éléments azotés, peut causer une pollution par les nitrates des nappes situées dans la
zone ou a proximité de la zone d’épandage (Nefzaoui, 1991). Ces considérations ont conduit
plusieurs chercheurs a 1’échelle nationale et internationale & choisir la voie du traitement et de

la valorisation des margines pour limiter leur pollution (Leger et al., 2000).

C’est dans ce contexte que s’inscrit notre étude dont 1’objectif essentiel consiste a explorer les
caractéristiques physico-chimiques et I’identification qualitative par chromatographie sur
couche mince des extraits polyphénoliques issus des margines (variété chemlal) récoltée a

Khenchela ainsi que 1’évaluation in vitro de ses activités biologiques.
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Ce manuscrit s’articule autourde deux parties: outre 1’introduction et la conclusion générale, la
premiere partie est unesynthése bibliographique dans laquelle, sont abordés des généralités sur
I’oléiculture,les margines, les composés pheénoliques et les activités biologiques étudiées. La
deuxieme partie est expérimentale divisée en deux chapitres ; le premier présente lematériel et
les méthodes analytiques utilisées pour I’extraction, la caractérisation physicochimique,
I’identification parCCM et 1’évaluation in vitro du pouvoir antioxydant, anti-inflammatoire
etanti-coagulant des polyphénols extraits des margines, ledeuxiemechapitreexposeles résultats

obtenuset ladiscussion.
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| : Généralités sur ’oléiculture

1. L’olivier

1.1. Origine et histoire

L'olive était I'un des premiers arbres fruitiers cultivés par 'homme, 1’origine de 1'olivier a été le
sujet de plusieurs débats (Loukas et Krimbas, 1983). Bien que des fossiles datant de la période
tertiaire (il y a 1 million d'années) aient prouvé I’existence d'un ancétre de 'olivier en Italie
(Boskou, 1996), il parait certain que l'olivier existait depuis 5000 ans dans la région qui
correspond a I’ancienne Perse et Mésopotamie, puis sa culture s’est étendue dans le "croissant
fertile", aire englobant I'Egypte, la Syrie, la Palestine et la Phénicie (Di-Giovacchino et al.,
2002).

L’histoire de I’olivier se confond avec celle des civilisations qui ont vu le jour autour du bassin
Méditerranéen (Rayan et Robards, 1998). C'est ainsi que I'on a retrouve des fossiles de feuilles
d'olivier dans les gisements du Pliocene de Mongardino (Italie), des restes fossilisés dans les
couches du paléolithique supérieur en Afrique du Nord, des morceaux d'oléastres et des noyaux
dans les excavations de I'Enéolithique en Espagne (Bitonti et al., 2000).

Selon (COI) Conseil Oléicole International ; Les Romains ont permis ensuite une grande
extension des oliveraies et un essor des échanges d’huile d’olive.

En Algérie, la culture de l'olivier remonte a la plus haute antiquité. En effet, I'huile d'olive faisait
l'objet d'un commerce intense entre Algérie et Rome, durant I'époque romaine et constituait

I'une des bases essentielles des activités économiques des populations rurales (Alloum, 1987).

1.2. L’arbre

L’olivier est un arbre a tronc droit souvent fissuré a écorce grise et aux petites feuilles opposées
vertes argentées auquel le climat méditerranéen convient parfaitement (hiver doux,

automne et printemps pluvieux, été chaud, sec et une grande luminosité). Il est représenté par
deux espéces, sous une forme sauvage oléastre (Olea europaea, variété Sylvestris) et sous une
forme cultivée, olivier (Olea europaea, variété Sativa) (Argenson et al., 1999).

L’olivier cultivé est un arbre ayant des feuilles vertes tout le long de ’année. Ses dimensions
et sa forme varient avec les conditions climatiques, I’exposition, la fertilité du sol et la variété,
il pousse dans le climat tempéré et il est également réputé pour sa grande rusticité lui permettant
de s’adapter facilement aux sols rocheux, ingrats, caillouteux et arides. Une autre particularité
de P’olivier est le grand développement de son port qui peut atteindre 15 & 20 m

de hauteur avec un tronc de 1,5 a 2 m de

diameétre.
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L’olivier bénéficied une longue duree de vie, ilpeut méme étre considéré comme immortel car
si le tronc disparait, des rejets reconstituent spontanément 1’arbre. Il se multiple trésfacilement

par voievégétative ou apartir deboutures (Amoretti et Comet, 1985).

1.3. Botanique

L’olivier est le nom commun d’environ 35 espéces d’arbustes et d’arbres du genre Olea. Le
nom est particuliecrement utilisé pour I’espéce Olea europaea. L’origine botanique de cet arbre
et le début de sa culture ont été un sujet de litige.

Parmi les espéces connues du genre Olea, O. Chrysophylla, trouvée en Asie et en Afrique, est
considérée comme ’ancétre de I’olivier. Cependant, une autre théorie existe et selon laquelle
I’ancétre est ’olivier méditerranéen sauvage, O. oleastre.

D’autres considerent O. oléastre comme intermédiaire dans le développement de I’olivier
sauvage O. chrysophylla a O. europaea (Loukas et Krimbas, 1983 ; Blazquez, 1996).

-La classification botanique de 1’olivier selon (Guignard et Dupont, 2004) est la suivante :

+* Embranchement : Spermaphytes

Sous embranchement : Angiospermes

Classe : Dicotylédones

Sous classe : Astéridées

Ordre : Lamiales

Famille : Oléacées

-+ F F + #

Genre : Oléa

+* Espéce : Oléa européa

1.4. Le fruit

L’olive, est une drupe charnue ayant une forme plus au moins Ovale, a peau lisse. Elle est
constituée de I’extérieur vers l’intérieur de trois parties : L’épicarpe, le mésocarpe et
I’endocarpe (Fedeli, 1997).

+* L’épicarpe : L’épicarpe, composé de 1’épiderme et de la cuticule, représente 1 a 3 %
du poids du Fruit. Il est constitué en plus grande partie d’acides gras accompagnés d’alcools et
de leurs Esters, des composés aromatiques et des chlorophylles. Sa couleur varie du vert au
début de Maturation au vert a jaunatre, rose violacé, violet et noir a pleine maturité. Ces
variations de couleur sont liées a la composition en pigments dans le fruit (Cortesi et al., 2000
; Bianchi, 2003).

+* Le mésocarpe : dénommé également la pulpe, représente 70 a 80 % du poids du fruit.
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Il renferme dans une matrice essentiellement protéique une solution aqueuse, dont les solutés
Sont fondamentalement des sucres, accompagnés d’une série d’acides organiques, de phénols
Simples et complexes, libres ou liés aux sucres, des composants d’aromes liposolubles. Le
Me¢ésocarpe renferme la plus grande partie d’huile (96 a 98 %) qui se trouve sous forme libre
dans des vacuoles et sous forme liée a I’intérieur du cytoplasme (Cortesi et al., 2000; Bianchi,
2003; El Antari et al., 2003).

+* L’endocarpe : Trés caractéristique de la variété, ’endocarpe (noyau) représente 18 a
22 % du poids Du fruit. 1l est composé de deux sous systeme : le premier constitué par la partie
la plus Externe de la graine, le second constitué par la matrice protéique, contenant la
composante lipidique et la composante hydrophile (Cortesi et al., 2000 ; Bianchi ,2003).

Tableau .01 : Composition chimique d’olive selon (Maillard, 1975)

Partie Eau (%) Lipides Protides Glucides Cendres
(%) (%) (%) (%)
Pulpe (épicarpe +mésocarpe) 24,2 56,40 6,8 9,9 2,66
Coque du noyau 4,2 5,25 15,6 70,3 4,16
Amandon 6,2 12,26 13,8 13,8 2,16

2. La production oléicole

2.1. La production oléicole mondiale

La consommation d’huile d’olive a presque doublé entre 1990/91 et 2020/21. Les données
provisoires de la campagne 2020/21 indiquent une baisse de 4,4%, portant la consommation a
3125 000 t. L’estimation pour la campagne 2021/22 situe la consommation a plus de 3,2
millions de tonnes. Selon les données officielles et les estimations du Secrétariat exécutif du
(COl, 2021), la consommation mondiale pourrait atteindre 3 214 500t en 2021/22, soit une
augmentation de 2,9% par rapport a la campagne 2020/21.Bien que les données soient encore
provisoires, la consommation mondiale de campagne 2020/21 aurait atteint 3 125 000 t, soit

une baisse de 4,4%, 143 500 t de moins que la campagne précédente.
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2.2. La production et le secteur oléicole Algérienne

L’olivier est I'un des arbres fruitiers méditerranéen qui occupe une place importante dans
I’économie agricole, dont, la superficie dédiée au secteur ol€icole, qui se répartie dans plusieurs
régions : Tizi-Ouzou, Béjaia, Bouira, Boumerdas. La plupart des oliveraies sont situées dans
des zones de montagne, sur des terrains accidentés et marginaux, peu fertiles. Le reste des
oliveraies sont situées dans les plaines occidentales du pays. Avec plus de 500.000 hectares
de terres agricoles réservées aux oliviers, 1’Algérie est 1'un des principaux pays producteurs

d’huile d’olive dans le monde.

Selon les données officielles de (MADR)Ministére de I'Agriculture et du Développement

Rural .

Le verger oléicole en Algérie s’étend sur 431 634 Ha avec 60 632 901 oliviers. Durant ces 20
derniéres années les surfaces cultivées en oliviers ont connu une grande croissance passant de
168 080 ha en 2000 a 294 200 ha en 2010 et a 431 634 ha en 2019. Soit une augmentation de
75% par rapport a 2010 et de 156,8% par rapport a 2000 Cette derniére a entrainé
I’augmentation des rendements en huile d’olive, notamment avec la création des nouvelles
zones productrices au sud et aux régions septiques du pays. Cependant, le nombre d’oliviers a
connu egalement une grande évolution, il été de 16 702 610 arbres en 2000, il passe a 36 335
782 arbres en 2010 pour atteindre les 60 632 901arbres en 2019. Soit une hausse égale a 117,5%
par rapport a 2010et 263 % par rapport a 2019.

En 2020, sa production a baissé a 89.500 tonnes. Les prévisions de la production nationale pour
I’année 2021 sont, par ailleurs, assez pessimistes. En cause, les conditions climatiques
défavorables, et surtout, les gigantesques feux de foréts qui ont ravagé cet été le nord du
pays.Selon les estimations du Conseil oléicole international, bien qu’avec des données
provisoires, la production mondiale de campagne 2020/21 atteindrait en Algérie de 90.000 t (-
28,7%). (COI, 2021).

2.3. Systéme d’extraction d’huiled’olive

La production d’huile d’olive a toujours été le principal objectif de la culture de I’olivier. Les
méthodes d’extraction ont évolué mais le processus d’extraction d’huile d’olive reste toujours
le méme. Il inclut quatre opérations principales : le nettoyage, le broyage, le malaxage et la
séparation des phases liquides (Chimi, 1997).

La trituration des olives permet de détruire les cellules des olives et libérer leur contenu. La

pate qui résulte est plus ou moins homogéne qui devra étre malaxée (Chimi, 2006). Ou la pate


https://www.tsa-algerie.dz/lexportation-de-lhuile-dolive-algerienne-freinee-par-le-coronavirus/
http://madrp.gov.dz/
http://madrp.gov.dz/
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est mélangée lentement pour augmenter le rendement en huile (Veillet, 2010) ; cette opération
est appelée broyage et malaxage. Cependant le broyage ne suffit pas pour briser la totalité des
vacuoles, et afin de libérer le maximum d'huile, un malaxage est appliqué a la péte.

Le broyage et le malaxage permettent d'obtenir une pate qui contient de la matiére solide (débris
de noyau, épiderme, parois cellulaires, ...) et des liquide (huiles et eaux de végétations, c'est-a-
dire I'eau contenue dans les cellules végétales de I'olive).

L'étape suivante consiste a séparer la partie solide (appelé grignon) de la partie liquide. Cette
opération s'appelle : séparation de phases.

La derniére étape de I'extraction de I'huile d'olive consiste a séparer I'huile de végétation
désignée sous terme « margines », il s'agit de la décantation. Il faut donc séparer I'huile de la
margine (Karray, 2008).

A Theure actuelle, trois techniques d'extractions sont mises en ceuvre (Morillo et al., 2009):

+* Procedés discontinus ou systemes a presses.

+* Procedés continus ou systemes a centrifugation a trois phases.

+* Procedés continus ou systemes a centrifugation a deux phases.

2.4. Les principaux sous-produits de I’oléiculture

Les sous-produits de l'olivier sont donc nombreux, de compositions différentes et d'utilisations
trés variées suivant les différents pays :

Les grignons d'olive sont des sous-produits solides essentiellement ligna-cellulosiques
contenant la pulpe dolive et du bois mais aussi des matiéres grasses, des sucres, des
aminoacides, des polyphénols et des sels minéraux (Tomati et Goli, 2006).

Les marginessont des résidus liquides des eaux usées qui sont générees lors d'extraction de
I'huile d'olive vierge (Yaakoubi et al., 2009).Ces effluents sont composés de 40 a 50% de I’eau
végétal qui provient du fruit (olive) et le reste de I’eau de fabrication ajoutée lors du processus

de trituration (Nefzaoui, 1988).



(Chapitrell \




Synthese bibliographique I1. Les margines

I1. Les margines

1. Origine

Les margines ou eaux de végétation sont des effluents liquides générés par la fabrication de
I’huile d’olives. Généralement, 40 a 50 % de ces eaux proviennent du fruit (eau de végétation),
le reste de I’eau ajoutée pendant la trituration. Ces effluents présentent une source de nutriments
(sels minéraux : potassium, sodium, magnésium, etc.) et de matiere organique (composés
phénoliques, lipides, sucres, protéines, etc.) bénefique pour I'amélioration de la fertilité des sols
et de la productivité des cultures. Cet effluent liquide, caractérisé par une intense couleur brun-
violet ou brun-rouge a noir et une odeur de I’huile d’olive (Yakoubi et Aghanchich, 2021)
La composition typique de ces effluents végétaux est constituée de 83 a 94% d'eau, de 4 a 16%
de composés organiques et de 0,4 a 2,5% de sels minéraux.
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Figure.01 : Les principaux processus d’extraction d’huile d’olive (Aggoun, 2016)

2. Caractérisationphysico-chimique des margines

Ces déchets liquides, Constitués de 83 a 96% d’eau, sucre, substances azotés, acides organiques,
polyphénols, polyalcools, pectines, mucilages, tanins et substances inorganiques. (Zghari et
al., 2018).

La caractérisation physico-chimique des margines est généralement tributaire des techniques et
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des systemes retenus pour I'extraction d'huiles d'olives et differe d'un pays a l'autre. En général,
les margines présentent une composition chimique trés complexe et hétérogéne. De ce fait, le
rejet de ces effluents dans les riviéres et les égouts sans aucun traitement préalable pose de
sérieux problemes pour le systéeme aquatique (Sayadi et al., 2000). Leur effet nocif dérive en
grande partie de leur contenu en composés phénoliques qui peuvent inhibé la croissance des
microorganismes, spécialement les bactéries (Capasso et al., 1995), ce qui diminue la
décomposition biologique naturelle. Ces considérations nous ont conduits a penser a traiter ces
effluents avant leurs rejets dans la nature et méme leurs valorisations par la production des
phénols et leur bioconversion en additifs agroalimentaire.

2.1. Fraction minérale

Les margines contiennent des quantités significatives de sels minéraux (Ranalli, 1991). Dont
80% sont solubles (phosphates, sulfates et chlorures) et 20% insolubles (carbonates et silicates).
Les éléments les plus représentatifs sont le potassium (47%), les carbonates (21%), les
phosphates (14%) et le sodium (7%) (Fiestas Ros d’Ursinos et Borja, 1992).

2.2. Fraction organique

Les margines comportent deux fractions organiques : une fraction insoluble constituee
essentiellement de pulpes d’olives qui représente la matiére en suspension et colloidale et une
fraction soluble dans la phase aqueuse qui contient les sucres, les lipides, les composés azotes,
les vitamines, les acides organiques et les composes phenoliques (Obied et al., 2005).

2.2.1. Les glucides

Ils jouent un réle important dans la texture des olives ou ils représentent environ 0,6 % du poids
de la pulpe fraiche (Capasso et al., 2002). Les sucres représentent entre 4,1 et 4,8 % du poids
total des margines pouvant se repartir comme suit : arabinose (62-71%), galactose (17-25%),
rhamnose (2-3%), xylose (12%), glucose (1%) (Dermecheet al., 2013).
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2.2.2. Les composés azotés

La fraction azotée est représentée principalement par les protéines avec une concentration
variant entre 1,2 et 2,4%. Tous les acides aminés contenus dans les margines ont été identifiés.
Les plus abondants sont I’acide aspartique, 1’acide glutamique, laproline et la glycine.
(Tsioulpaset al., 2002).

2.2.3. Les 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-1 de margines (Salvemini, 1985).Cette
teneur peut étre exploitée a ’échelle industrielle.

2.2.4. Les acides organiques

Les principaux acides organiques rencontrés sont les acides fumarique, glycérique, Lactique,
malique, oléique, palmitiques, linoléiques, maslinique et malonique (Tsagariki et al., 2007),
leur proportion varie entre 0,5 et 1,5%. La concentration des acides gras Contenue dans les
margines dépend du procédé d’extraction utilise, elle varie entre 0,02 et 1%. (Salvemini, 1985).
2.2.5. Les huiles

La concentration d’huile résiduelle contenue dans les margines est tres variable selon le Procédé
d’extraction utilisé. Elle varie entre 0,02 et 1% (v/v) (Fiestas Ros d’Ursinos et Borja, 1992).
L’acide oléique est I’acide gras le plus abondant avec un pourcentage de 65% par rapport a la
totalité d’huile (Ranalli, 1991).

2.2.6. Les composés phénoliques

Les composes phénoliques ou polyphénols sont des produits du métabolisme secondaire des
vegétaux, (Bruneton, 2009). La structure de ces composes varie, des molécules simples (acides
phénoliques simples) aux molécules hautement polymérisées (tanins condensés) (Hopkins,
2003).

Les composés phénoliques des margines sont tres divers et leur structure est tres variable. 1ls
proviennent de I’hydrolyse enzymatique des glucides et des esters de la pulpe d’olive au cours
du processus d’extraction. Leur solubilisation dans I’huile est cependant bien inférieure a celle
dans les eaux de végétation, ce qui explique leur concentration élevée détectée dans les
margines (Ranalli, 1991). Dans les margines, peuvent contenir plus de 30 composés
phénoliques (Tuck et al., 2002 ; Paraskeva et al., 2007).

La teneur en composés phénoliques dans les margines dépend du systéme d’extraction de

I’huile d’olive (Annaki et al., 1999). En général, la teneur en composés phénoliques varie entre
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2 et 6 g/l (Tsioulpas, 2020). Et elle peut méme dépasser les 99/l (Kissi, 2001). Plus de 50
composés phénoliques et plusieurs alcools ont été identifiés (Casa et al., 2003). La composition
des margines en composés phénoliques différe aussi selon la procédure d’extraction et la variété
d’olive traitée (Ramos, 1986). 11 s’agit de monoméres aromatiques et de composés phénoliques
a haut poids moléculaire (Lafka, 2010). Les acides et les alcools phénoliques sont le groupe le
plus vaste et le plus répandu dansles margines. Le catécholmélaninique est un flavotanin, il est

le plus répandu et en quantité la plus élevée dans les margines (Aissam, 2003).

Tableau.02 : Les principaux composés phénoliques des margines
Les différents types des polyphénols

Monomeres aromatique Composés phénoliques a haut poids
moléculaires principalement les Tanins

Acides phénolique Alcools phénoliques Tanins hydrolysables | Tanins condensés

(Flavotanins)

-acide caféique 4- -Ester d’acides Le
) ) Hydroxyphényléthanol | phénoliques catécholmélaninique
-acide p-coumarique
) -3,4-dihydroxyp -Ester d’acides
-acide _ hényléthanol phénoliques et sucres
protocatéchuique
S -Syringaldehyde -Glucosides
-acide vinylique
-acide 4-
hydroxyphénylacétique

-Acide syringique

3. Impact des margines sur I’environnement et traitement
3.1. Impact des margines sur I’environnement

Les margines non traitées constituent un probleme écologique majeur pour les pays producteurs
d'huile d'olive en raison de leur charge organique toxique élevée, de leur faible pH, de leur DCO
élevée (jusqu'a 110 g/L) et de leur demande biologique en oxygéne élevée (DBO jusqu'a 110
g/L).(jusqu'a 110 g/L) et d'une demande biologique en oxygéne élevée (DBO jusqu'a 170 g/L)

(Stasinakis et al., 2008). Les margines peuvent entrainer de graves dommages
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environnementaux, allant de la coloration des eaux naturelles et la toxicité pour la vie aquatique
a la pollution des eaux de surface et souterraines, I'altération de la qualité du sol, la phytotoxicité
et les nuisances olfactives. Les grands volumes des margines produits et la longue période de
production de I'huile d'olive aggravent ces dommages environnementaux entre novembre et
mars dans les pays oléicoles mediterranéens ou les margines de l'oléiculture sont déversées sans

traitement dans lI'environnement.
3.1.1. Pollution du sol

L’¢épandage directe des margines sur le sol est I’origine de nuisances diverses, leur pH acide,
leur salinité élevée ainsi que leur abondance en composés phénoliques provoquent la
destruction de la microflore du sol et induisent des effets toxiques aux cultures végétales
(Fiestas Ros, 1981). Ceci entraine la stérilisation du sol et le déséquilibre de la symbiose entre

la microfloredu sol et les plantes (Morisot et Tournier, 1986).
3.1.2. Pollution de I’air

Si les margines sont stockées dans des réservoirs ouverts et/ou deversées sur le sol ou dans des
eaux naturelles, elles peuvent subir une fermentation et émettre des polluants, ils peuvent subir
une fermentation et émettre du méthane et d'autres gaz piquants comme le sulfure d’hydrogene,
créant ainsi une forte pollution (Niaounakis et Halvadakis, 2004) olfactive Sachant que la
région méditerranéenne représente 95 % de la production mondiale des margines. Dans
touristiques et archéologiques, la pollution atmosphérique a parfois des impacts négatifs sur les

activités économiques.

Les prétraitements pour éliminer les odeurs peuvent inclure le chaulage, qui réduit
considérablement la charge organique et précipite les organique et précipite les solides contenus

dans les margines (Angelakis, 2006)
3.1.3. Pollution des eaux

Souvent rejetés dans des récepteurs naturels sans aucun traitement préalable, les margines
nuisent fortement a la qualité des eaux de surfaces. La coloration des eaux naturelles due aux
tannins est 1’un des effets les plus visibles de la pollution. Les margines déversées dans l'eau
réduisent sa disponibilité en oxygéne. Ce phénomene est accentué par la forte concentration des
sucres réducteurs, qui peuvent stimuler la respiration microbienne, ce qui induit un déséquilibre
de la totalité de I'écosystéme (Kapellakis et al., 2006). A forte teneur en phosphore, les

margines peuvent mener a l'eutrophisation (McNamara et al., 2008). Les lipides forment un
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film sur la surface des eaux, ce qui empéche la pénétration de la lumiére du soleil et I'oxygene,
inhibant ainsi la croissance des plantes. Les effets environnementaux négatifs comprennent
aussi la décomposition et, par conséquent, I'nypoxie, qui induisent des réductions dans d'autres
populations animales (poissons). L'épandage des effluents d'huileries d’olive, trés riches en
éléments azotés, sur les sols peut également poser des probléemes environnementaux. En effet,
les nitrates peuvent polluer les nappes situées dans ou a proximité de la zone d'épandage et
souiller la qualité de I’eau potable (Benyahia et Zein, 2003 ; FKki et al., 2005).

3.2. Traitement des margines et valorisation des margines
3.2.1. Traitement des margines

Le traitement des margines constitue un probléeme complexe; lechoix du procédé de traitement
adéquat est lié a plusieurs facteurs, a savoir le systemeutilisé pour I’extraction d’huile, la charge

produite par les huileries et la voie devalorisation des margines (Leulmi, 2011) .
3.2.1.1. Traitement chimique :

+ Oxydation humide :

On procede a I'oxydation des substances organiques en phase liquide, en se servant de I'oxygene
ou d'un autre oxydant chimique tel que (ozone ou peroxyde d'oxygéne). Le procédé se fait a
hautes pressions (10a220 Bars) et a des températures relativement élevées (120-330°C), le
procéde d'oxydation fournit du CO2 et H20 ; mais ce procédé nécessite aussi un traitement
aérobie. Malgré son efficacité, ce traitement n'a pu étre réalisé a 1’échelle industrielle son cott

d’investissement reste trop éleve (Boudoukhana ,2008).
3.2.1.2. Traitement biologique

Les techniques de traitement biologique des margines basées sur les processus aérobie et
anaérobie a I’aides des microorganismes (bactéries, champignons, levures) pour oxyder et
dégrader la matiere organique polluante en métabolites simples (CO2, CH4 et les composes
aliphatiques). Cependant, I'effet antioxydant des polyphénols reste le facteurlimitant pour ces

procédes (Fountoulakis et al., 2002).

4+ La transformation aérobie

Plusieurs auteurs ont montré la possibilité de traiter les margines microbiologiquement et de

produire des biopolyméres tels le xanthane (Lopez et Ramos-Cormenzana, 1996), le pullulane
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et les polyhydroxyalcanoates (Gonzalez-Lopez et al., 1995). Ces traitements se focalisent sur
la dégradation des composés phénoliques, qui sont le facteur principal responsable de la
phytotoxicité des margines. Plusieurs microorganismes ont été testés : des champignons :
Pleurotus ostreatus, Phanerochaete chrysosporium et des levures : Yarrowia Lipolytica, etc.
(Tomati et al., 1991 ; Ramos-Cormenzana et al., 1996; Scioli et Vollaro, 1997, Ben-Sassi,
2007). L’utilisation des margines en tant que substrat pour la croissance d’Azotobacter
vinelandii et I’application d’effluents traités & des sols cultivés comme fertilisant a été proposé
par (Ehaliotis et al., 1999 ; Piperidou et al., 2000). Toutes ces méthodes intéressantes d’un

point de vue scientifique n’ont pas connu d’application a grande échelle.

+ La digestion anaérobie

Outre le traitement des effluents, I’intérét principal de la digestion anaérobie est la production
de I’énergie (biogaz) et I'utilisation subséquente des effluents a des fins d’irrigation (Marques,
2001). La limitation majeure de ce traitement est I’inhibition des bactéries méthanogeénes par
les composés phenoliques et les acides organiques présents dans les margines (Hamdi,
1996).Les filtres anaérobies ou les digesteurs UASB (upflow anaerobic sludge bed reactors)
seraient appropriés pour traiter les margines, apres une étape de prétraitement éliminant certains

composes indésirables dont les composés phénoliques. (Azbar et al., 2004).
4.2.1.3. Traitement physique

+* Procédé des membranes : Les procédés a membranes comme lultra filtration et
l'osmose inverse, s'emploient souvent dans le traitement de certains courants liquides
résiduaires, ceci permettant d'éliminer les polluants de I'eau en générant un courant liquide et
un courant concentré (Boudoukhana, 2008).

* Procédé de bio filtration : Ces procédés s'emploient fréquemment pour éliminer les
solides des eaux résiduaires. Les solides contenus dans I'eau sont retenus en formant un tourteau
qui augmente la résistance au passage du déchet, augmentant en méme temps l'efficacité de la
filtration et aussi le colt opérationnel. Dans les filtres conventionnels, les composés dissous
passent avec le déchet aqueux et restent a I'état brut. Cependant, les procédés de bio filtration
sont une exception, dans ce cas le filtre, le filtre sert en plus de nutriment pour les bactéries,
donnant lieu a un procédé de dégradation biologique des substances organiques dissoutes. Les
installations de bio filtration éliminent 100% les solides et entre 70-80% des composés
organiques dissous. Procédépilote (université de TOULOUSE): le procédé de bio filtration

exige que l'on puisse fournir d'une maniere ou d'une autre la quantité d'oxygéne nécessaire pour
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réaliser le procédé aérobie, le lavage du filtre fournit un concentrdt qui est parfaitement
utilisable dans les champs de culture.

Les principaux avantages : rétention des solides, élimination d'une grande partie des composes
organiques dissous. Les principaux inconvénients : engorgement du filtre et le pouvoir polluant
élevé du concentrat (tourteau) résultant, colt d'investissement trop élevé, une variation ou

alternative a la bio filtration est I'adsorption (Boudoukhana ,2008).

+* L’adsorption : L'adsorption consiste en la concentration du polluant organique dans un
support solide avec une grande superficie spécifique, généralement du charbon actif (500—
1500 m2/g). Dans le traitement des margines, le principal objectif de l'adsorption est celui de
biodégrader les composés organiques ayant des effets bactéricides, inhibiteurs ou colorants
(tanins -phénols-- -) ; Les principaux avantages de l'adsorption tiennent a la faible pollution que
génere ce type de traitement sur le sol, dans I'air ou I'eau et a la nécessité réduite du personnel
qualifié. Les principaux inconvénients sont I'impossibilité de réutilisation du charbon actif, qui,
toutefois, du fait de son pouvoir calorifique éleve, peut étre employé dans des procédés de
combustion, et la nécessité de faire un prétraitement (Boudoukhana, 2008).

3.2.2. Valorisations des margines

Un sous-produit est considéré comme un produit résidu qui apparait durant la fabrication ou la
distribution d'un produit fini. Il est non intentionnel, non prévisible et accidentel. Il peut étre
utilisé directement ou bien constituer un ingrédient d'un autre processus de production en vue
de la fabrication d'un autre produit fini (Ademe, 2000). Ainsi, la valorisation des margines
consiste dans le réemploi, le recyclage ou toute autre action visant a obtenir, a partir des déchets,
des matériaux réutilisables ou de I’énergie (Proot, 2002). Cette valorisation a pour objectif
I’¢élimination des composés phénoliques d’une part et I'utilisation des margines dans les
domaines de la biotechnologie, de la chimie et de I’agriculture d’autre part (Levis-Menzi et al.,
1992).

Il y’a plusieurs méthodes différentes de valorisation des margines :

+* Production de biogaz

Compostage des margines

Production des protéines d’organismes unicellulaires (POU)
Production d’enzymes

Epandage.

-+ F +

Utilisation en alimentation animale



Synthese bibliographique I1. Les margines

Malgré les multiples procédés testés pour le traitement et la valorisation des margines,
seulement quelques-uns sont appliqués a I’échelle industrielle en raison du codlt élevé des
installations. En plus, les résultats obtenus montrent pour la plupart des procédés, que le colt
et I’énergie consommeée étaient trop €levés par rapport au rendement d’épuration obtenu. Ceci
est lié essentiellement a la grande quantité des margines produites annuellement et a leur forte

et complexe charge polluante (Halal,2003)
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I11. Les composés phénoliques
1. Généralités

Les composés phénoliques, sont synthétisés par les plantes en réponse au stress de
I'environnement, particulierement provoqué par un climat chaud et I'exposition prolongée des
cultures aux rayonnements solaires qui est une caractéristique du bassin méditerranéen. Ce sont
les produits du métabolisme secondaire des plantes, ils fournissent des fonctions essentielles
dans la reproduction et la croissance des plantes, agissant dans les mécanismes de défense
contre les pathogenes, parasites et les prédateurs, de méme ils contribuent a la coloration des
plantes. En plus de leurs rdles dans les plantes, les polyphénols suscitent actuellement beaucoup
d'intérét en raison du bénéfice qu'ils pourraient apporter en termes de prévention des maladies
chroniques (Liu, 2007) et des maladies liees au vieillissement : Infarctus du myocarde, cancers,

maladies neurodégenératives (Hannebelle et al., 2004).

Les polyphénols regroupent un vaste ensemble de substances chimiques comprenant au moins
un noyau aromatique, et un ou plusieurs groupes hydroxyles, en plus d'autres constituants
(Bamforth, 2000). IIs peuvent aller de molécules simples, comme les acides phénoliques, a des
composes hautement polymeérisés, de plus de 30000 Dalton, comme les tannins (Hagerman et
al., 1998 ; Sarni-Manchado et Cheynier ,2006).

2. Deéfinition

Les polyphénols sont des molécules synthétisées par les végetaux ; ils appartiennent a leur
métabolisme secondaire. Ils peuvent étre définis comme des molécules indirectement
essentielles a 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 I'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 (Urquiaga et Leighton, 2000). La structure des composes
phénoliques naturels varie depuis les molécules simples (acides phénoliques simples) vers les

molécules les plus hautement polymérisées (tanins condensés) (Macheix et al., 2005). Avec

plus de 8000 structures phénoliques identifiées (Urquiaga et Leighton, 2000).
3. Classification des composés phénoliques

La structure chimique est identique a tous les polyphénols : un ou plusieurs noyaux aromatiques

hydroxylés. Les polyphénols sont classés en différents groupes en fonction du nombre de
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noyaux aromatiques qui les composent et des éléments qui les relient. On distingue les phénols
simples (parmi eux les acides phénoliques), les flavonoides, les lignanes et les stilbénes (Boros,
2010). En plus de cette diversité, les phénols sont présents naturellement sous forme conjuguée
: avec des sucres, des acides organiques, entre eux. Les polyphénols sont répartit en plusieurs

classes.

+* Les phénols simples (C6) : un seul noyau phénol comme pour les acides phénoliques
(C6-C1).

+* Les flavonoides (C6-C3-C6): 2 noyaux aromatiques reliés par un hétérocycle oxygéné.
* Les tanins hydrolysables et non-hydrolysables.

+* Les stilbénes (C6-C2-C6).

+* Les lignanes, les lignines et les coumestanes : 2 unités de phénylpropane.

+* Autres phytoestrogénes

+* Les saponines (triterpenoides)

+* Les phytostérols et les phytostanols (Paraskevi et Moutsatsou, 2007).

Bien qu'ils ne soient pas des polyphénols, on ajoute ordinairement a cette liste les
isothiocyanates, qui dérivent de I'hydrolyse des glucosinolates (Dacosta, 2003). On peut

résumer les différentes classes des composes phénoliques dans le tableau 03:

Tableau.03 : Principales classes des composés phénoliques ((Macheix et al., 2005)

Squelette carboné Classe
Cs Phénols simples
Cs-C1 Acides hydroxybenzoiques
Cs-Cs Acides hydroxycinnamiques
Coumarines
Cs-Cs Naphtoquinones
Cs-C1-Cs Xanthones
Cs-C2-Cs Stilbénes
Cs-C3-Cs Flavonoides
* Flavonols
* Anthocyanes
* Flavanols
* Flavanones
(Ce-Ca)2 Lignanes
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(C6-Ca)n Lignines

(C6-C3-Cé)n Tanins condenses

4. Propriétés biologiques des polyphénols

Les recherches récentes sur les composés phénoliques en générale et les flavonoides en
particulier sont trés poussées en raison de leurs diverses propriétés physiologiques comme
lesactivités antiallergiques, anti-artherogenique, anti-inflammatoire, hépato protective,
antimicrobienne, antivirale, antibactérienne, anticarcinogénique, anti-thrombotique,
(Middleton et al., 2000 ; Ksouri et al., 2007). Ces actions sont attribuées a leur effet
antioxydant qui est due a leurs propriétés redox en jouant un r6le important dans la destruction
oxydative par la neutralisation des radicaux libres, piégeage de L’oxygene, ou décomposition
des peroxydes (Nijveldt et al., 2001). Ils permettent de prévenir et de traiter lesmaladies
cardiovasculaires, les cancers, le diabéte, les maladies neurodégénératives, I’inflammation et le
vieillissement.et jouent aussi un réleimportant dans le renforcement du systéeme immunitaire et
la protection de certainstissus et organes contre les dommages oxydatifs : cerveau, foie,
globules sanguins, muscles et arteres (Benlemlih et Ghanam, 2012).

5. Procédés d'extraction des composés phénoliques

L'extraction des polyphénols s'effectue généralement au moyen des solvants appropriés tels que
le méthanol, I'éthanol, 1’acétone, le NN-dimétnyormamide, I'éther diéthyliqgue(Turkmen et al.,
2007;Leonardis et al., 2008)soit a partir d'un solide (ex: matiere premiere végetale) dont
l'objectif est de libérer les facétonitrile, polyphénols présents dans les structures vacuolaires par
rupture du tissu végétal et par diffusion, ou a partir d'un liquide tel que le plasma, les urines, les
eaux usées, les margines. Ces dernieres subissent une délipidation préalable, pour éliminer la
totalité des lipides et faciliter I'extraction.L'efficacité de I'extraction au solvant est influencée
par la nature du solvant, le pH du milieu d'extraction qui détermine le degré de solubilité des
substances solubles, la température (25-55°C), le nombre d'extraction et le volume du solvant
utilisé ainsi que la taille et la forme des particules.Les différents types d'extraction des composés
phénoliques a partir des margines et de I'huile d'olive sont

+* Extraction liquide-liquide (LEL) au solvant, généralement l'acétate d'éthyle.

+* Extraction phase-solide (SPE): c'est une technique pour fractionner/purifier ¢ encore
pour pré-concentrer des composés présents dans des matrices liquides. El se fait généralement
par élution avec un solvant approprié sur cartouche C (Bendini et al., 2003), sur lI'amberlite

(échangeuse d'ions), et sur résine adsorban (Yangui et al., 2009).

2%



Synthése bibliographique I11. Les composés phénoliques

+* Extraction supercritique (SFE) : le CO: supercritique est trés utilisé comme solvant
d'extraction (Floch et al., 1998).

+* Technique de filtration membranaire: MicroF, UF et NanoF utilisées pour fractionner et
concentrer les composés phénoliques.

6 .Effets biologiques des polyphénols

Les composés polyphénoliques sont d’ailleurs de plus en plus utilisés en thérapeutique (Crozier
et al., 2010). De nombreux travaux suggerent que les polyphénols participent a la prévention
des maladies cardio-vasculaires, Leur consommation se traduit par une augmentation transitoire
de la capacité antioxydante du plasma dans les heures qui suivent le repas. Parvenus au niveau
des artéres, ils préviennent l'oxydation des lipoprotéines de faible densité (Low Density
Lipoproteins ou LDL), qui est I'un des facteurs clé du processus physiopathologique de
l'athérosclérose. En inhibant ’oxydation des LDLs, ils limitent leur incrustation dans les parois
des artéres qui contribuent a ’épaississement des parois et a réduire le flux de sang qui parvient
au niveau des tissus. Les polyphénols agiraient aussi en inhibant 1’agrégation plaquettaire
impliquée dans le phénomene de thrombose qui peut conduire a I’occlusion des arteres
(Manachet al., 2005). Ils sont regroupés dans la catégorie de veinotoniques et des vasculo-
protecteurs (Ghosh et al., 2009). Un certain nombre de molécules polyphénoliques sont
également en étude clinique comme des antiagrégants plaquettaires ou hypotenseurs sans
résultats probants (Martin et Andriantsitohaina ,2002). Les polyphénols sont associés a de
nombreux processus physiologiques dans la qualité alimentaire, impliqués lorsque la plante est
soumise a des blessures mécaniques. La capacité d’une espece végétale a résister a 1’attaque
des insectes et des microorganismes est souvent corrélée positivement avec la teneur en
composés phénoliques (Bahorun, 1997). Ces composés montrent des activités antioxydantes
(Gomez-Caravaca et al.,2006; Xiuzhen et al .,2010), anticarcinogénes,
antiinflammatoires,antiathérogénes,  antithrombotiques, analgésiques, antibactériennes,
antiviraux (Babar-Ali et al.,2007), anti allergénes, vasodilatateurs (Falleh et al.,2008 ;
Hodgson., 2010).

7. Valorisation des composés phénoliques

Trois grands créneaux d’applications sont identifiés par rapport aux proprietés des composés
phénoliques : en agro-alimentaire, en cosmétologie et en phytothérapie.

+* En agro-alimentaire

Selon Berset et bondini (2000) les composés phénoliques agissent sur la qualité sensorielle

des aliments, couleur, odeur et go(t. Mais aussi sur leur conservation avec un réle antibactérien
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et antioxydant.

+* En cosmétologie

Macheix (2005) a montré que I’intérét des composés phénoliques en cosmétologie est lié aux
propriétés antioxydantes, leur capacité de chélater les métaux, pouvoir anti- inflammatoire,
effet antimicrobien et 1’intervention sur I’activité de nombreuses enzymes. Ils permettent de
lutter contre le vieillissement cutané en tant que molécule anti-radicalaire et en tant que

protecteur des protéines de la peau comme I’élastine et le collagéne.

Le seul frein de 1'utilisation des composés phénoliques en cosmétologie est leur forte réactivité
a ’oxydation et leurs instabilités dans les formulations cosmétiques conduisant ainsi a la
variation possible de I’odeur et de la couleur (Ghedira, 2005)

+* En phytothérapie

Les éventuels bénéfices que pourraient apporter a la santé humaine les composés phénoliques
intéressent particulierement le domaine de la phytothérapie, puisque I’explication de I’efficacité
supposée de nombreuses plantes médicinales repose en tout ou partie sur la présence de
composes phénoliques dans ces plantes. Des effets protecteurs de la consommation d’aliments
riches en polyphénols vis-a-vis de différentes pathologies (maladies cardiovasculaires, cancers,
diabete...) ont été mis en évidence tant d’un point de vue épidémiologique qu’expérimental.De
nombreuses études se sont penchées sur I’analyse du mode d’action des polyphénols dans la
prévention de ces pathologies, qui met en cause les propriétés réductrices des composés
phénoliques (Ghedira K, 2005).
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IV. Les activités biologiques étudiées

1. Activité antioxydante

Les composés phénoliques sont parmi les antioxydants les plus puissants, ceci grace a leur
capacité importante de piéger les radicaux libres et les espéces oxygénés réactives et également
de réduire et de chélater les ions de transition. L’activité antioxydante est considérée comme la
capacité a piéger les radicaux libres, par rapport d’un atome d’hydrogeéne ou d’un électron et la
stabilisation des espéeces formées. Plusieurs méthodes sont disponibles pour mesurer l'activité
antioxydante dans le systéeme biologique in vitro mais il reste tres compliqué in vivo. Elles
peuvent étre classées en deux groupes selon deux mécanismes : soit par le transfert d’atome

d’hydrogene, soit par le transfert d’ un simple électron. Parmi ces techniques, nous citons:

+ La méthode du radical DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle),

+ La méthode TEAC (Capacité antioxydante équivalente de Trolox),

+ La méthode FRAP (Capacités réductrices ferriques d’antioxydants),

+ La méthode d’ORAC (Capacité d’absorbance du radical de I’oxygéne),

+ La méthode TRAP (Paramétre du piégeage du radical total) (Sebti, 2018).
1.2. Activite anti-radicalaire contre le DPPH
Le DPPH (ou 2,2-diphényl-I-picrylhydrazyle) est un composé cristallin violet que I'on peut conserver
plusieurs mois a l'abri de la lumiére (Garcia et al., 2012)
Est un radical stable permet de mesurer le pouvoir antiradicalaire de molécules pures ou d’extraits. 1l
mesure la capacité d’un antioxydant (AH, composés phénoliques généralement) a réduire le radical
chimique DPPH? (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) par transfert d’un hydrogéne. Le DPPH?®, initialement
violet, se transforme en DPPH-H, jaune pale. La réduction du DPPH° est facilement mesurée par
spectrophotométrie a 515 nm (Amax DPPH®). La réaction sera plus ou moins rapide selon la nature de
I’antioxydant, et la quantit¢t de DPPH-H formée dépendra de la concentration en antioxydant
(Milardovi¢ et al., 2006).

1.2 Activité antiradicalaire contre I'ABTS*

Il est basé sur la capacité du composé a réduire le cation radicalaire ABTS +», le composé a
tester est ajouté au radical pré-formé, 1’absorbance résiduelle du radical ABTS+e est mesurée
a 734 nm. L’activité des composés est alors exprimée par la capacité Antioxydante Equivalente
Trolox (TEAC). Ce radical est utilisé pour évaluer le pouvoir antioxydant de fluides
biologiques, de mélanges complexes ou de composés purs. Il est capable de réagir avec des
antioxydants Classiques de type phénols et thiols, mais aussi avec tout composé donneur

d'hydrogéne ou d'électron (Re et al., 1999) .
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1.3. FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

Capacités réductrices ferriques d’antioxydants, cette méthode d'évaluation du potentiel
antioxydant repose sur une mesure colorimétrique du transfert d'électrons d'un antioxydant vers
un accepteur d'électron, elle est consisté a réduire les ions ferrique Fe3+ [(Fe(l11)-TPTZ] de
couleur jaune aux ions ferreux Fe2+ [(Fe(ll)-TPTZ] de couleur vert-bleu, sous I’action d’un

antioxydant par un transfert d’électron (Benzie et Strain, 1996).
2. Activité anti-inflammatoire

L'effet anti-inflammatoire des trois extraits a été démontré in vitro en utilisant la méthode
d'inhibition de la dénaturation des protéines (Sérum Albumin Bovin) et la méthode anti-

hémolytique, qui teste la stabilité de la membrane des globules rouges humains.

2.1. Inflammation

L’inflammation est un processus de défense immunitaire de 1’organisme en réponse a une
agressiond’origine exogene (brulure, infection, allergie, traumatisme) ou endogéne (cellules
cancéreuses oupathologiesauto-immunes), dont le but d’éliminer 1’agent pathogene, réparer les

Iésions tissulaires et favoriser le retour a I’homéostasie et a la cicatrisation du tissu 1ésé (Barton,
2008).

2.2. Lesanti-inflammatoires(Al)

2.2.1. Les anti-inflammatoires d’origines médicamenteuses

a. Anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) : Ce sont des médicaments dépourvus
dennoyau stéroide, ayant une action anti inflammatoire, antalgique et antipyrétique. Les anti-
inflammatoires non stéroidiens (AINS) ont comme principal mode d'action l'inhibition de
lasynthése des prostaglandines (notamment la PGE2 et la PGI2), importants médiateurs
del’inflammation, par inhibition d'une enzyme : lacyclo-oxygénase (COX) (Risseret al.,2009).
b. Anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) : Les anti-inflammatoires stéroidiens ou
corticoidessont des produits pharmaceutiques qui traitentles inflammations.L’anti-
inflammatoire stéroidien constitue une vaste famille de médicaments dérivés ducortisol (Faure,
2009). Les glucocorticoides ordinaires ne font pas de différence entre la trans-activation
(processus qui conditionne la plupart des effets secondaires métaboliques et cardiovasculaires
des glucocorticoides) et la trans-répression, et influencent a la fois les génes immuns "voulus"
etceux "non voulus" régulant les fonctions métaboliques et cardiovasculaires. Actuellement, les
efforts de recherche visent a découvrir des glucocorticoides agissant sélectivement

quiseraientcapables deneréprimer quele systéme immunitaire (Ferradji, 2011).
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2.2.2. Les anti-inflammatoires d’origine végétale

Le nombre des composes phyto-chimiques trouvé dans le regne végétal est trés vaste, et leur
spectre d’activité est tout aussi grand. Certains de ces composés phyto-chimiques ont des
propriétés anti inflammatoires, beaucoup sont présumés agir en bloguant les voies de la cyclo-
oxygénase et la lipo- oxygénase ainsi que par d’autres mécanismes (Han et al., 2007).

2.3. Activité antihémolytique
2.3.1. Généralités

Le sang est un liquide vital visqueux et fluide de pH compris entre 7.35 et 7.45, qui couledans
les artéres et les veines, pese 8% du poids corporel humain et son volume varie de 5 a 6 L chez
I’homme et de 4 a 5L chez la femme. Il est composé de cellules représentants leséléments
figurés du sang en suspension dans une matrice extracellulaire liquide, le plasma. Cedernier
représente 55% du volume sanguin. Les cellules sanguines occupent 45% du volume sanguin
total chez 1’adulte.On peut distinguer 3catégories de cellules variant par leur morphologie et
leur fonction ; les thrombocytes (plaquettes), les leucocytes (globules blancs) et les érythrocytes

(les globules rouges) (Béraud, 2014).

2.3.2. Processus d’hémolyse
2.3.2.1. Hémolyse physiologique

L’accumulation de modifications de la membrane du globule rouge au cours du vieillissement
(péroxyadation lipidique membranaire, perte de résidus d’acide sialique et formation de
néoantigénes de sénescence) sont autant de signaux qui permettent aux macrophages
d’identifier les globules rouges a éliminer par phagocytose avec réutilisation des composants
(Beaumont et Canonne-Hergaux, 2005). L’hémolyse (hémo : sang ; lyse : perturbation) est
un phénomeéne physiologique irréversible qui aboutit a la rupture de la membrane des hématies
provoquant la libération des éléments intra-érythrocytaires dans le plasma notamment
I’hémoglobine, Ce phénomene est détecté visuellement en montrant une teinte rose a rouge
dans I’échantillon aprés centrifugation ou en mesurant la densité optique de surnageant
(hémoglobine) par spectrophotométrie (Mezzou et al., 2006).L’hémolyse est manifestée par
une augmentation des taux sériques en hémoglobine associée a une augmentation du lactate
déshydrogénase (LDH), de phosphate et de la créatine kinase(CK) (Ali et al., 2014), et aussi
par une diminution du taux d’haptoglobine et d’hémoglobine glycosylée. L’hémoglobine
libérée lors de I’hémolyse est dégradée en bilirubine non conjuguée, ou bien sous forme d’un

complexe avec I’haptoglobine qui est éliminée rapidement par le foie (Marchand et al., 1980).



Synthése bibliographigue V1. Les activités biologiques étudiées

2.3.2.2. Hyperhémolyse

L’hyperhémolyse est le dépassement du processus physiologique de lyse des GR qui devient
pathologique, ce phénomene est d( a une destruction excessive des hématies ou a un
raccourcissement de leur durée de vie. Il peut se dérouler dans les vaisseaux (intravasculaires),
I’hémoglobine libérée se lie alors a I’haptoglobine. Comme, il peut se manifester hors des
vaisseaux (extravasculaires), notamment au niveau de la rate (Béraud, 2014). Un déséquilibre
dans les proportions des radicaux libres générés et le répertoire antioxydant inhérent au systeme
explique la diminution de la durée de vie des globules rouges pendant de nombreuses

pathologies hyperhémolytiques (Hebbani et al., 2014).

2.3.3. Les types des anti-hémolytiques

2.3.3.1. Anti-hémolytiques classiques

L’anémie hémolytique est un sujet relativement complexe quidemande obligatoirement une
investigation spécialisée pourdéterminer des traitements appropriés, il y a autant de traitements
qu’il y a de causes. Un certain nombre de substances synthétiques antihémolytiques qui réduit
I’hyper-hémolyse, sont disponibles. Le choix du traitement se porte notamment sur la
prescription de fer, de vitamine B12 et d’acide folique. (Federici et al., 2007 ; Leporrier,
2008).

3. Activité anticoagulante

3.1. Genéralités sur la coagulation

L’hémostase regroupe différents mécanismes qui assurent la prévention des saignements
spontanés et I’arrét des hémorragies en cas de rupture de la continuité de laparoi vasculaire et
la réparation de la bréche vasculaire. Elle comprend different étapes : vasoconstriction,
adhésion, agrégation plaquettaire et coagulation (Kramoroff, 1999). La coagulation est activée
lors d’une bréche vasculaire, pour consolider I’agrégatplaquettaire a fin de colmater la breche
et arréter le saignement du sang (Lemaoui, 2011), par I’activation en chaine de facteurs

plasmatiques de la coagulation, circulant sous forme de précurseur sinactifs (Chalal et

Chibout, 2017).

3.2. Mécanismes de la coagulation

La coagulation plasmatique consiste en une cascadeenzymatique (Patrick, 2002):

3.2.1. Formation de la prothrombinase

Elle résulte de I’association, sur une matrice de phospholipides, du facteur Stuart (Xa), de la

proaccélérine(Va) et de calcium. L’association de ces facteurs peut étredéclenchée par deux
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mécanismes (Patrick, 2002).

+ \oie exogéne

C’est le contact du plasma et du facteur tissulaire avec le facteur VIla qui va entrainer
’activation du facteur X. celui-civa alors former la prothrombinase en s’associant au facteur
Va en présence de Ca2+ (Patrick, 2002).

+ \oie endogene

Cette voie est déclenchée par ’activation du facteur XII lors de ce contact aux matrices sous-
endothéliale, une activation qui conduit par la suite a ’activation de pré-kallikréine en
kalikriéne qui & son tour peut activer le facteur XII. Le facteur XII activé catalyse la
transformation de la forme zymogéne du facteur X1 a la forme protéolytique activée qui active
par la suite le facteur IX. Ce dernier se lie a la surface de phospholipides anioniques des
plaquettes par I’intermédiaire des ions calcium et forme, en présence de son cofacteur, lefacteur
VIII le complexe tenase qui est responsable de I’activation du facteur X. Cette derniére forme
avec son cofacteur, le facteur V (pro-accelérine), les phospholipides plaquettaireset par
I’intermédiaire aussi des ions de calcium le complexeprothrombinase qui catalyse la

ftransformation deprothrombine (facteur I1) en thrombine (Tlili, 2015).

3.2.1.1. Formation de la thrombine

Elle résulte de I’action de la prothrombinase sur la prothrombine (Patrick, 2002).
3.2.1.2. Formation de la fibrine

La thrombine formée catalyse la conversion de fibrinogéne enmonomeéres de fibrine qui
s’associent les unes aux autres grace a des liaisons hydrogéne pour former un réseau
fibrineuxinstable, ou le facteur Xllla (le facteur stabilisateur de fibrine) préalablement activé
par la thrombine intervient pour la solidification du caillot fibrineux par I’établissement de
liaisons covalentes entre les différentes molécules de fibrine (Tlili, 2015). L’activité
anticoagulante des extraits et de leurs principaux constituants a été évalué in vitro vis-a-vis des
deux voies de la coagulation (la voie endogéne et la voie exogéne) sur un pool des plasmas
normaux déplaquettés et a I'aide de deux tests chronométrique globaux, le test de temps

decéphalin-kaolin et le test de temps de Quick (Rouba, 2012).
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I. Matériel et méthodes

Le travail expérimental, ayant pour objet la caractérisation physicochimique des
margines et I’évaluation in vitro des activités biologiques des polyphénols issus de ces margines
a savoir : ’activité antioxydante, anti-inflammatoire via 1’effet antihémolytique et la méthode
de dénaturation du Sérum Albumin Bovin (SAB) et I’activité anticoagulante. La partie
expérimentale a été effectuée au sein du laboratoire pédagogique de biologie, Université Abbés
Laghrour — Khenchela et I’Hopital Ahmed Ben Bella —Khenchela—Polyclinique Hamou

Bouchwareb—Khenchela.

1. Matériel

1.1. Collecte des margines

Les margines utilisées pour 1’épandage dans notre travail ont été prélevés a partir du bassin de
décantation d’une I’huilerie moderne a trois phases située dans la région de Baghai-Khenchela.
L'échantillon des margines utilisés dans cette etude de variété .chemlal. récoltée durant la
campagne oléicole 2021 / 2022. Dans bidon de 5L couvris, les margines ont été conservées a
I’obscurité et a une température de 4° C au laboratoire, pour garder leurs caractéristiques

physico-chimiques jusqu’au leur utilisation.

1.2. Echantillons du sang
Un seul échantillon de sang a été recueilli a partir d’une personne saine pour L’évaluation de

I’activité anti hémolytique et anticoagulante des extraits.

1.3. Médicaments

Deux medicaments ont été utilisés comme contrdle positif pour I’évaluation des activités anti
hémolytique et anticoagulante :

. Le médicament anticoagulant « Lovenox » de concentration 2000 UI pour Iactivité
anticoagulante

o Le médicament anti hémolytique «Aspirine » de concentration 100 mg pour I’activité
anti hémolytique.

1.4. Réactifs chimiques

Plusieurs réactifs chimiques et solvants ont été utilisés dans nos expériences, parmi ces
produits :FeCI3,HCI, acideacétiqgue,NaOH,NH40OH,Kcl,NaCl,AlCI3,Diméthylesulfoxide
(DMSO),chloroforme,toluene, acétone, éthanol, dichloro méthane,Folin-Ciocalteu,trichlorure

de fer, Diphénylpicryl-hydrazyl ,carbonate de sodium ,trichlorure d'aluminium ,méthanol ,n-
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Butanol , éther de pétrole,acétate d'éthyle,acide sulfurique,ammoniaque,tampon phosphate,
acide ascorbique, acide gallique ,acide chlorique,KH2PO4,SAB,Wagner et des plagues CCM.
1.5. Appareillages

Parmi D’appareillage utilisé: Rota vapeur (HAHNVAPOR), Spectrophotomeétre
(UNICO),Chambre d’observation UV « 264/365 nm » (VILBER COURMAT), Bain Marie
(MEMMERT), Etuve universelle de 5 a 220°C avec ventilation (MEMMERT), Agitateur
magnétigue (HOTPLAT STIRRER), Vortex (VELP) et Balance analytique
(ADVENTURER), Balance (KERN) ,conductimétre (CONSIRT), PH metre (HANNA
INSTRUMENTS) , Centrifugeuse (SIGMA) Digesteur d’azote (VELP),

2. Méthodes

2.1. Extraction des polyphénols des margines

Le traitement des margines et I’extraction liquide-liquide des phenols ont été faits selon la

méthode décrite par (DeMarco et al., 2007) avec quelques modifications.
2.1.1. Traitement des margines

Avant de procéder a I’extraction, il est souhaitable de faire une acidification, puis une

délipidation des margines a 1’aide d’un solvant extracteur.

L’acidification consiste a favoriser la précipitation des protéines, la libération des biophénols
liés aux composants de la paroi cellulaire, et I'élévation de la solubilité des composés
phénoliques dans les solvants organiques (Obied et al., 2005). Elle provoque une hydrolyse du
complexe des composeés phénoliques, et en conséquence, la libération des monomeres
phénoliques, et donc une augmentation de la concentration des phénols totaux trouvés dans un
extrait de margine acidifiée par rapport a un extrait de margine fraiche (sans acide) (Marco et
al., 2007).

Selon (Greco et ses collégues., 1999) les acides ont le pouvoir de floculer les espéces a haut
poids moléculaire des margines. 484 ml des margines sont acidifiées a pH 2 avec quelques
gouttes de I’acide chlorhydrique (6N) et mélangées avec 494 ml d’éther de pétrole, le mélange
est mixé vigoureusement dans une ampoule a décanter et centrifugé a 3000 t/min pendant 5 min
dans le but d’enlever la fraction lipidique. La phase éther pétrolicre est séparée et la délipidation

est répétée deux fois successivement.
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Figure.02 : Photo montrant I’acidification des margines
2.1.2. Extraction liquide-liquide par I'acétate d'éthyle

120 ml des margines préalablement délipidés sont mixées avec 120 ml d’acétate d’éthyle, le
mélange est secoué vigoureusement dans une ampoule a décanter (15 min) puis centrifugé a
3200 t/min pendant 10 min dans des conditions réfrigérées (4°C) a l'aide d'une centrifugeuse
(Sigma 3K30/Z, Laboratory centrifuges, Allemagne). Les phases sont séparées et 1’extraction
est répétée quatre fois successivement. Les phases d’acétate d’éthyle contenant les composés
phénoliques sont collectées, combinées, et I’eau dissoute est enlevée avec du sulfate de sodium
anhydre (Na2S04), filtrees, puis le solvant est évaporé sous vide dans un évaporateur rotatif a
40°C. L’extrait d’acétate éthyle (EtOAc) obtenuest conservé a -18°C jusqu’a son utilisation

ultérieure.

Figure.03: Photo du Rota vapeur utilisé pour sécher 1’extrait phénolique brut

©,
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L’acétate d’éthyle est fréquemment utilis¢ pour I’extraction des biophénols des matrices
aqueuses telles que les margines (Della Greca et al., 2004 ; Lesage-Meessen et al., 2001).
Allouche (2004) a démontré que I’acétate d’éthyle posséde un pouvoir extracteur élevé par
rapport & d’autres solvants tels que méthylisobutylcétone, méthyléthylcétone, et I'éther
diéthylique, méme s’il est assez sélectif a I’égard des composés phénoliques de faible (180 Da)
et de moyenne (environ 13 kDa) masse.L'acétate d'éthyle n’extrait pas les molécules de haut
poids moléculaire qui restent dans la phase aqueuse (Visioli et al., 1999) et il extrait les

composés phénoliques hydrosolubles des margines.
2.1.3. Extraction liquide-liquide par I’acétone

214 ml des margines préalablement délipidés sont mixées avec 150 ml d’acétone mélangée avec
64 ml d’eau distillée, le mélange est secoué vigoureusement dans une ampoule a décanter (15
min) puis centrifugé a 3200 t/min pendant 10 min dans des conditions réfrigérées (4°C) a l'aide
d'une centrifugeuse (Sigma 3K30/Z, Laboratory centrifuges, Allemagne). Les phases sont
séparées et I’extraction est répétée trois fois successivement. Les phases d’acétone contenant
les composés phénoliques sont collectées, combinées, et I’eau dissoute est enlevée avec du
sulfate de sodium anhydre (Na2S04), filtrées, puis le solvant est évaporé sous vide dans un
évaporateur rotatif a57 °C.L’extrait acétone (Ac) obtenu est conservé a -18°C jusqu’a son

utilisation ultérieure.

2.1.4. Extraction liquide-liquide par n-butanol

150 ml des margines préalablement délipidés sont mixées avec 150 ml butanol, le mélange est
secoué vigoureusement dans une ampoule a décanter (15 min) puis centrifugé a 3200 t/min
pendant 10 min dans des conditions réfrigérées (4°C) a l'aide d'une centrifugeuse (Sigma
3K30/Z, Laboratory centrifuges, Allemagne). Les phases sont séparées et I’extraction est
répétée trois fois successivement. Les phases d’acétone contenant les composés phénoliques
sont collectées, combinées, et I’eau dissoute est enlevée avec du sulfate de sodium anhydre
(Na2S04), filtrées, puis le solvant est évaporé sous vide dans un évaporateur rotatif a100° C.

L’extrait butanolique (n-BuOH) obtenu est conservé a -18°C jusqu’a son utilisation ultérieure.

2.2. Caractérisation physicochimique des margines
2.2.1 Mesure du pH
Le pH est mesuré a ’aide d’un pH-métre type (HANNA instruments modéle 210).
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2.2.2. Solide total en suspension

Les solides totaux suspendus (STS %) sont obtenus par centrifugation des margines fraiches a
4000 g durant 15 min, le résidu solide est séché une nuit a 105°C (Assas et al., 2000).

2.2.3. Teneur en eau

L’humidité des échantillons des margines est déterminée par un séchage a I’étuve. Environ 10
g de margine sont pesés, puis séchés a 103°C pendant 24 heures dans une étuve (Gortzi et al.,
2008), refroidis ensuite pendant 30 min dans un dessiccateur, puis repesés une deuxieme fois.

La perte en eau est calculée par la différence de poids des échantillons humides et secs.
2.2.4. Teneur en solide total (matiére seche)

Le solide total (ST %) est défini comme étant le résidu restant apres €limination de I’eau d’un
aliment dans des conditions experimentales données .Le taux de la matiére séche est déterminé

par la différence de poids entre la margine (100 %) et la teneur en eau (% H-0O).
ST% =100% - % H>0

2.2.5. Teneur en azote

Le dosage de I’azote a été effectué par la méthode de Kjeldahl :

Introduire 5 ml de margine avec 7.5 g du catalyseur (CuSO4 + K2S04) et un peu du sélénium
dans un matras. Ajouter 10 ml de H2SO4 et 10 ml d’eau oxygénée 30 % (H202) comme anti-
moussant.Mettre quelques billes de verre comme antichoc.
Chauffer a une température de 100°C quelques temps pour éviter le débordement de la mousse
et continuer a chauffer jusqu'a sa disparition et la carbonisation du contenu. Ensuite augmenter
la température de minéralisation a 400°C jusqu’a I’apparition d’une coloration verte claire et
limpide, poursuivre le chauffage pendant 30 min puis laisser refroidir. La distillation est faite a
l'aide de la soude (32 %) et de I’eau distillée dans un appareil de distillation automatique
(Gerhardt, vapodest).
L’ammoniac distillé a été piégé dans un erlenmeyer contenant 20 ml d’acide borique 4 % puis
titrer rapidement a 1’aide de 1’acide sulfurique (H2SO4) (N/50) jusqu’au pH initial de ’acide
borique.Le taux d’azote a été calculé selon la formule suivante :

%N2(g) = (V1 x 0,014 x 100 X N)VO
N : la normalité de la solution d’acide sulfurique N/50.

VO : volume de I’échantillon en ml (5 ml).
V1 : volume en ml de la solution d’acide sulfurique utilisée pour le titrage.

™ 39 \
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2.2.6. Teneur en matiére minérale (MM)

L’échantillon sec de margine est calciné dans un four a moufle a 550°C, pendant 3 h. Apres
refroidissement dans un dessiccateur, les produits de 1’incinération sont pesés et constituent la
matiére minérale (Pauwels et al., 1992).

C =(M2-M0)/V x 1000
Avec :

C : teneurs en cendres (g/l), MO : masse de la capsule vide (g), M2 : masse de la capsule avec
la matiére séche calcinée (@), V : volume de la prise d’essai (ml)

2.2.7. La matiere organique (MO)

La teneur de la matiére organique est obtenue par déduction entre le poids sec des margines et

leurs poids apreés calcination (matiére minérale) (Pauwels et al., 1992).
2.2.8. Dosage des polyphénols totaux par la méthode Folin-Ciocalteu

Le dosage des polyphénols totaux a eté effectué avec le réactif colorimétrique Folin Ciocalteu
selon la méthode de (Wong, 2006).

2.2.8.1. Le principe

La teneur phénolique totale est habituellement déterminée colorimétriquement avec le
spectrophotometre UV-Vis en utilisant 1’essai de Folin-Denis ou généralement Folin Ciocalteu.
Ces essais sont basés principalement sur la réduction du réactif acide phosphotungstique
phosphomolybdique (réactif Folin) dans une solution alcaline (Vuorela et al., 2005). Le réactif
de Folin-Ciocalteu 10 fois dilué dans I'eau distillée. A partir d’une solution méthanolique meére

de : C = Img/ml pour chaque extrait.

Briévement 200 pl de chaque extrait (dissous dans le méthanol) ont été ajoutés a 1ml de réactif
de Folin-Ciocalteu dilué a 10%. Les solutions ont été mélangées et incubés pendant4 minutes.
Aprés I’incubation 800ul de la solution de carbonate de sodium Na2CO3 (7,59 /1) a été ajoutée.
Le mélange final a été secoué et puis incubé pendant 2 heures dans I’obscurité a température

ambiante. L’absorbance des extraits a été mesurée par un spectrophotométre a765 nm.
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2.2.8.2. Expression des résultats

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de régression de la
gamme d’étalonnage établie avec le standard étalon I’acide gallique (5-200 pg/ml) et exprimée

en microgrammes d’équivalents d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug EAG mg).

2.3. Identification des empreintes polyphénolique par CCM

2.3.1 Principe

Cette méthode se repose sur la séparation des différents constituants d’un extrait selon leur force
de migration dans la phase mobile qui est en général un mélange des solvants, adapté au type
de séparation recherchée, et leur affinité vis-a-vis la phase stationnaire qui peut étre un gel de
silice ou de polyamide. Les techniques chromatographiques ne sont pas suffisantes pour
identifier un produit mais elles apportent des renseignements (Rapport frontal -Rf- et

coloration) susceptibles d’orienter vers une hypothése dese de structure (Zeghad, 2009).

Les analyses par CCM ont été effectuées avec des plaques de silica gel, sur support rigide en
aluminium 20/20 cm dont chaque extrait a été déposé a ’aide d’une pipette pasteur a des points
reperes a 1.5 cm du bord inférieur de la plaque,les plaques sont ensuite placées dans les cuves
de développement, a environ 0,5 cm de hauteur dans lesquelles se trouve la phase mobile dont

quatre systemes de migration différents .

Systeme 1 : chloroforme / méthanol/ I’eau distillée (85 :10 :5)

Systeme 2 : toluéne / acide acétique/ méthanol (50 :30 :10)

Systeme 3 : acétate d’éthyle/acide formique/acide acétique/eau distillé (100 :11 :11 :26)
Systéme 4 : acétate d’éthyle/ acide acétique glaciale / acide formique/eau distillée (100 :11 :11)

Aprés développement, les plaques sont sechées, puis visualisées séparément par une révelation
physique sous lampe UV a 264 et 365nm.Pour chaque spot on a calculé le facteur de rétention
qui est égal a la distance parcourue par le constituant sur la distance parcourue par le solvant et
les rapports frontaux des spots sont comparés a ceux des témoins permettant ainsi

I’identification des constituants des deux extraits (Sefi, 2010).
Rapport frontal : Rf=d /D

d: Distance parcourue par la substance.

D: Distance parcourue par le solvant.
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2.4. Evaluation in vitro des activités biologiques des polyphénols des margines

2.4.1. Evaluation de Pactivité antioxydante (Test scavenger du DPPH)

Dans cette analyse la capacité anti-oxydante est déterminée par l'activité du balayage des
radicaux libres en employant le radical libre stable 2,2-diphényl-1-picryl-hydrazyl: DPPH
(C18H12N506) qui est l'un des essais principaux employés pour explorer l'utilisation des

extraits d'herbes comme antioxydants (Bastos et al.,2007).
2.4.1.1. Principe

En présence des piégeurs de radicaux libres, le DPPH (2.2 diphényle 1 picryl-hydrazyl) (Figure)
de couleur violette se réduit en 2.2 diphényle 1 picryl-hydrazyl de couleur jaune (Maataoui et
al., 2006). L activité du balayage du radical DPPH a été mesurée selon le protocole décrit par
(Lopes-Lutz et al., 2008).
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Figure.04: Forme libre réduite du DPPH (Mohammedi, 2006)
2.4.1.2 Méthode

Le DPPHC® a été solubilis¢ dans duméthanol absolu pour avoir une solution de 100uM.
A partir d’une solution méthanoliquemeére de C1= 4mg/ml de I’extrait, les dilutions suivantes
ont été préparées : C2: 3.2mg/ml, C3: 2.4mg/ml, C4: 1.6 mg/ml, C5: 0.8mg/ml.

Ceci permet de suivre la cinétique de décoloration a 517 nm. 15 pl de chacune des
différentes concentrations des extraits ont été incubés avec 1.5 ml d’une solution méthanolique
de DPPH. Apres une période d’incubation de 30 minutes, les densités optiques des mélanges
réactionnels ont été mesurées par le spectrophotomeétre a 517 nm contre un blanc préparé dans
les mémes conditions par le méthanol. Le controle positif est représenté par une solution d’ un

antioxydant standard qui est I’acide ascorbique.

g—
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2.4.1.3. Expression des résultats

En présence d’un antioxydant, I’intensité d'absorption est diminuée et la décoloration résultante
est steechiométrique en ce qui concerne le nombre d'électrons captés (Bastos et al., 2007) Les
résultats sont exprimés en tant que I’inhibition des radicaux libres en pourcentages (I %) en

utilisant la formule suivante (Wang et al.,2006).
1% = [(Abs Control négatif — Abs Echantillon) / Abs Control négatif] X 100

La valeur IC 5 est définie comme étant la concentration de I’extrait qui cause la perte de 50%
de ’activité de DPPH (couleur), les valeurs IC 50 moyennes ont été calculées par les régressions
lin€aires de trois essais séparés ou I’abscisse est représentée par la concentration de 1’extrait

testé et ’ordonnée par I’activité antioxydante en pourcentage (Mensor et al.,2001).
2.4.2. Etude de Pactivité anti-inflammatoire

L'effet anti-inflammatoire des trois extraits a été démontré in vitro en utilisant la méthode
d'inhibition de la dénaturation des protéines (SAB) et la méthode anti-hémolytique, qui teste

la stabilite de la membrane des globules rouges humains.
2.4.2.1. Méthode de dénaturation de SAB

L'activité anti-arthritique in vitro a été etudiée en utilisant le test de stabilité de I'albumine
(Rahman et al., 2012)en utilisant trois concentrations pour chaque extrait (0.5mg/ml, 1mg/mi

et 2 mg/ml). La méthode consiste a préparé quatre solutions.

La solution d’essai (0,5 ml) composé de 0,45 ml de la solution aqueuse de sérum bovine
albumine (SAB) a 0,5 % et 0,05 ml d’extrait.

La solution control test (0,5 ml) composé de 0,45 ml de la solution aqueuse de SAB 0,5 % et
0,05 ml d’eau distillé.

La solution controle produit (0,5 ml) composé de 0,45 ml d’eau distillé et 0,05 ml d’extrait.

La solution standard test (0,5 ml) compose de 0,45 ml de la solution aqueuse de SAB a 0,5

% et 0,05 ml de la solution de standard diclofénac sodium avec une concentration de 250 pg/ml.

Les échantillons ont été incubées a 37 °C pendant 20 min, ensuite la température était augmenté
pour garder les échantillons a 57°c pendant 3 min, apreés refroidissement des tubes, 2,5 ml de la

solution phosphate tampon saline (pH 6,3) a été ajouté aux solutions ci-dessous. L’absorbance
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a été lue par le spectrophotométre UV visible a 416 nm, et le pourcentage d'inhibition de la

dénaturation des proteines a été calculé comme suit:

Pourcentaged’inhibition=10 0{ DOde la solution essai—DO de la solution controle Test ]X 100

DOdelasolutioncontréleTest

Le contrdle représente 100% des protéines dénaturées ; et les résultats sont comparés avec le

Diclofénac de sodium (250 pg/ml).

2.4.2.2. Evaluation de I’effet anti-hémolytique (méthode de stabilisation des membranes
GR)

Les différents extraits des margines ont été testés pour leurs effets antihémolytique sur les
membranes des GRin vitro en utilisant une méthode spectrophotométrique (YYanget al., 2005).
Différentes concentrations des extraits (1 mg/ml, 0,5mg/ml, 0,25 mg/ml) ont été préparés dans
le PBS.

> Préparation des globules rouges
- 5 ml de sang d’une personne saine ont ¢été recueillis dans des tubes traités a ’'EDTA, puis
centrifugés pendant 5 min a 1000 tr/min.
- Le surnageant a éte éliminé et le culot a été laveé trois fois avec du tampon phosphate Saline
(PBS) (0,2 M et pH 7,4) puis remis en suspension dans une solution Saline (4 %).
- L’opération de lavage a consisté en une série de centrifugation a 1000 tr/min pendant5 min de
la suspension du culot dans le PBS.
- Aprés la derniére centrifugation, 0,4 ml du culot ont été additionné a 9,6 ml de tampon
phosphate saline (0,2 M a un pH de 7,4) pour obtenir une solution érythrocytaired’hématocrite
a 4%.

> Protocole expérimental

- Mettre dans des tubes 1 ml de la solution érythrocytaire préparée avec 0,5 ml des extraits
(dilué avec le PBS) a différentes concentrations initiales;

- Incuber les tubes a 37 °C pendant 20 min ;

- Ajouter 0,5 ml de la solution de NaCl (2 %) dilué avec le PBS au mélange réactionnel ;

- Centrifuger les tubes a 1000 tr/min pendant 10 min ;

- Récupérer le surnageant ;

- Lire I’absorbance du surnageant (la fuite d’hémoglobine) de chaque tube a 540 nm a I’aide

d’un spectrophotometre.
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- L’hémolyse relative a été évaluée en comparaison avec I’hémolyse induit par NaClen absence
des extraits (controle négatif).
- Un médicament anti-hémolytique (Aspirine 250 mg) dissout dans le tampon PBSet en absence
des extraits a été utilisé comme contréle positif.
Chaque série d’expérience a été effectuée en triplicata et le % d’inhibition deL’hémolyse par
les extraits a été calculé.

» Expression des résultats

Le pourcentage d’inhibition de I’hémolyse a été calculé selon la formule suivante
% d’inhibition = (Ac — Aext /Ac) 100

Ac : absorbance du control négatif.

Aext : absorbance de I’extrait.

2.4.3. Evaluation de P’activité anti-coagulante

L’activité anti-coagulante des extraits a été évalué in vitro vis-a-vis la voie exogéne et endogene
de la coagulation, et ceci sur un pool des plasmas normaux deplaquettés et a I’aide de 2 tests
globaux et chronométriques, le temps de Quick (TQ) ou nommeé également Taux de
Prothrombine (TP), et le Temps de Céphaline Kaolin (TCK).

2.4.3.1. Préparation de pool plasmatique (standard) déplaquetté

Le pool plasmatique déplaquetté est un mélange de plasma déplaquetté des volontaires sains
adultes non traités, dont les TQ et TCK sont normaux et comparables. Le sang de chaque
volontaire a éte prélevé par ponction veineuse dans un tube en plastique sur en solution anti
coagulante de citrate de sodium a 3,2 % et a raison de 1 volume pour 3 volumes du sang. Le
sang est ensuite centrifugé pendant 10 min a 3000 tr/min pour obtenir un plasma pauvre en

plaquettes.
2.4.3.2. Evaluation de ’activité anti coagulante vis-a-vis la voie exogéne

L’activité anticoagulante vis-a-vis la voie exogéne de la coagulation a été évalué en utilisant un
test de coagulation de Quick (TK) ou le temps de prothrombine (TP) qui permet une exploration

globale des facteurs de la voie exogéne de la coagulation (Brummel et al.,2002).

> Principe de I’essai
Ce test consiste a mesurer le temps de coagulation a 37 °C d’un plasma pauvre en plaquette en
présence d’un mélange de facteurs tissulaires et des phospholipides (la Thromboplastine). Les

facteurs de la voie exogene sont donc activés et le temps qui s’écoule jusqu’a la formation du
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caillot est mesuré. Un temps de coagulation allongé par rapport a celui du contr6le négatif

explique que I’extrait exerce un effet anticoagulant vis-a-vis de cette voie de coagulation.

> Protocole expérimentale
10 pl de chaque extrait (0,5 mg/ml) préparé dans le DMSO ont été additionné a 90 ul du plasma
standard, le mélange a été incubé a 37 °C durant 15 min. Aprés I’incubation, la Coagulation a
été déclenchée par ’addition de 200ul de thromboplastine pré incubé a 37 °C Pendant 15 min.

Le temps qui s’écoule jusqu’a la formation du caillot a été alors mesuré visuellement a I’aide
2.4.3.3. Evaluation de I’activité anticoagulante vis-a-vis la voie endogéne

Le test du temps de Céphaline Kaolin (TCK) est un test qui permet d’explorer L’activité des

facteurs plasmatiques de voie endogéne

» Principe de I’essai
Ce test consiste a mesurer le temps de coagulation a 37 °C d’un plasma pauvre en plaquette en
présence d’un mélange de facteurs tissulaires et des phospholipides (la thromboplastine) et de
calctum. Le temps qui s’écoule jusqu’a la formation du caillot est mesuré. Un temps de
coagulation allongé par rapport a celui du contrdle negatif explique que nos extraits exercent

un effet anticoagulant vis-a-vis de cette voie de coagulation.

» Protocole expérimental
10 ul de chaque extrait (0,5 mg/ml) préparé dans le DMSO ont été additionné a 90 ul du
plasma pauvre en plaquettes qui est ensuite incubé a 37 °C durant 15 min. Aprés 1’incubation,
100ul d’une solution de céphaline Kaolin ont été additionnés puis le mélange est réincubé a
37 °C pendant 3 min et la coagulation est alors déclanchée par 1’addition de 100 pl d’une
solution aqueuse de 0,025 M CaCl2.Le temps qui s’écoule jusqu’a la formation du caillot a
été alors mesuré visuellement a I’aide du chronometre.
Un médicament anticoagulant « Lovenox » de concentration 2000 Ul dissout dans leDMSO a

été utilisé comme contrdle positif.
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2.5. Etude statistique
Toutes les expériences ont été faites en triple et les résultats ont été exprimés par Excel en

moyennez 1’écart-type.
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1. Caractérisation physicochimique des margines

Les caractéristiques physico-chimiques des margines, utilisées dans notre étude, sont
illustrées dans le tableau 04 ci-dessous:
Tableau .04 : Caractéristiques physico-chimiques des margines étudiées.

Couleur Marron
pH 4,64
MS (g /) 8,55

H (%) 91,45
STS 0,55
Teneur en azote (g/l) 0,42
MO (%) 14

MM (%) 2

MS : matiére seche, MO : matiere organique, MM : matiere minérale, H : humidité, STS :

solide total en suspension.
1.1. Mesure de pH: (potentiel hydrique)

Les résultats de notre analyse physicochimique montrent que les margines ont un pH acide
(4.64), selon la littérature, 1’acidité des margines (pH= 4,2-5,9) est une caractéristique
commune de cet effluent liquide (Achak et al. 2008), en effet, cette valeur est comparable a
celle enregistrée dans plusieurs travaux effectués auparavant a Khenchela sur la méme variété;
(Chermime et Ghodhbane ,2018; Hafsaoui et Merah ,2019; Kadi et al., 2020), ainsi, avec
les travaux effectués aux autres wilayas: Guelma, Kabylie, Skikda (Benyahia et Zein, 2003;
Baali et Bouacid, 2015; Ghomari, 2015). L’acidité des margines peut s'expliquer par la
présence de différents acides phénoliques et acides gras dans leur composition. Un mauvais
stockage des olives avant leur trituration, donne des effluents tres sombres et acides en

favorisant la transformation des alcools phénoliques en acides (Hamdi, 1999).

1.2. L’humidité et la matiére séche
Les teneurs moyennes des margines en matiéres seche et humide sont respectivement de I’ordre
de 8, 5 g/l et de 91, 45% (Figure 05).
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iMS (g /1)

B H (%)

Figure.05: Les teneurs en humidité et en matiere seche d'échantillon de margines étudiés.

D'apres les résultats obtenus, les teneurs des échantillons en matiére seche sont de
I’ordre de 8,5g/1 .Ces valeurs sont comparables a celles enregistrées dans plusieurs travaux
(Linden et Lorient, 1994; Salhi et Hamoudi, 2016). Cette matiére résulte principalement des

différents débris solides de la trituration (grignons, membranes des pulpes d’olives)

Les valeurs d’humidité élevés des margines (91,45%) sont trés importantes et peuvent
s’expliquer par I’eau existant habituellement dans les olives d’une part et d’autre part par I’eau
ajoutée au cours du processus d’extraction de 1’huile d’olive (Leulmi, 2011). Nos résultats sont
en parfait accord avec ceux trouvés dans plusieurs travaux dont le pourcentage d’humidité des
margines variait entre 87 et 95% (Martinez-Garcia et al., 2002; Mekki et al., 2009; Galanakis
et al., 2010; El-Abbassi et al., 2012).

1.3. Solide total en suspension (STS)

Le solide total en suspension est relativement important dans notre margines avec 0,55%, cette

valeur se situe dans I’intervalle [0,04 et 1,04%], cité par Dannibale (2003).
1.4. Teneur en azote:

La teneur en azote total des margines est de ’ordre de 0,42 g/1. Elle est relativement faible par

rapport a celle citée dans la littérature (1-3g/l) citée par (Lopez et Ramos-Cormenzana, 1996),
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or nos valeur est proche avec celle (0,364 g/l) trouvée par (Mbourmad, 2011 ; Salhi et
Hamoudi, 2016).

1.5. Matiere organique et minér ale

EMO (%) BMM (%)

Figure.06 : Les teneurs en matiéres organique et minérale

Selon la figure 6, il s’avére clairement que notre margines indiquent des teneurs plus élevées
en matieres organiques (14%). Cette valeur est due a la présence d’une fraction insoluble qui
représente les matieres en suspension et colloidales et une fraction soluble qui représente les
sucres, les lipides, les acides organiques, et les composés phénoliques (Hamdi, 1991). En effet,
le pourcentage de la matiere organique est supérieure a celle rapportée par plusieurs auteurs
(Aissam, 2003 ; Hojer, 2012).

La teneur des margines en matiére minérale est de 1’ordre de 2 qui est relativement faible par
rapport a celle (21,42%) citée par Hachicha et ses cllaborateurs (2008) et proche a celle

trouvée par Leulmi (2012).

La caractérisation physico-chimique des margines est généralement tributaire des techniques et
des systemes d’extraction de I’huile d’olives; elle differe d’un pays a ’autre. En général, les
margines contiennent une variété de composés organiques et minéraux, de nature et de

concentration tres différentes (Blika et al., 2009).
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1.6. Teneurs en polyphénols totaux

En milieu alcalin, les polyphénols réduisent 1’acide phosphomolybdique du réactif Folin
Ciocalteu, qui se traduit par I’apparition d’une coloration bleue foncée. Le dosage a été effectué
selon la méthode de Gutfinger (1981) modifiée par Lafka et ses collegues (2007). La lecture
de la densité optique a 725 nm permet de déterminer la concentration des polyphénols, en se
référant a une courbe d’étalonnage établie a partir d une série des dilutions standards de 1’acide

gallique traitées au réactif Folin-Ciocalteu.
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Figure.07: Courbe d'étalonnage de I'acide galliqgue (moyenne + SD de trois mesures)

Un apercu de la représentation graphique (figure 07) nous permet de montrer une richesse des
extraits EtOAC et Ac avec 80 et 70 ugEAG/mg d’extrait respectivement, et 10 ug EAG/mg
pour I’extrait n-BuOH.
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Figure.08 : Teneurs des extraits en polyphénols totaux
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Au vu de ces données, le profil polyphénoliques des olives peut varier sous I’influence de divers
facteurs parmi lesquels la variété, le climat, le degré de maturation (I’olive vert posséde plus de
polyphénols que I’olive noire) (Ryan et al., 1999; Benlarbi, 2004), le solvant d’extraction
(Sousa et al., 2008; Conde, et al., 2009) dont I’acétate d’éthyle choisis pour une extraction
liquide-liquide, est déclaré comme le solvant le plus fréqguemment utilisé pour extraire le
maximum des composés phénoliques contenus dans les margines (Lesage-Meessen et al.,
2001; Allouche et al., 2004).

+ Composés phénoliques
Tableau 05 : Résultats de rendement des extraits obtenus.

Extrait EtOAc n-BuOH Ac
Couleur Jaune fonce Marron rougeatre Marron rougeatre
Rendement 0.87% 1.85% 11.82%

D'apres les résultats présentés dans le Tableau 5, le rendement des extraits EtOAc, n-BuOH et
Ac sont respectivement de 1’ordre 0.87%, 1.85% et 11.82% .Ces valeurs sont comparables a
celles enregistrées dans plusieurs travaux (Larid, 2019), dont le rendement d'extrait Ac a été

plus éleveé par apport au rendement d'EtOAc, n-BuOH.

Dailleurs, I'extraction par l'acétate d'éthyle, c¢’est un solvant tres sélectif pour les molécules de
bas (180 Da) et moyen (13KDa) poids moléculaire (Lsage-messen et al., 2001 ; Obeid et al.,
2005). De plus, Allouche et ses collaborateurs (2004) ont montré que 1’acétate d’éthyle exerce
un haut pouvoir d’extraction par rapport aux autres solvants (diéthyl éther, méthyl isobutyl

cétone).

Le rendement d’extraction dépend de la polarité du solvant utilisé, qui détermine la quantite, la
qualité des composés phénoliques extraits et de la classe des phénols dans le matériel vegétal
(Sineiro et al., 2008).
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Figure. 09 : Photos des extraits obtenus (n-BuOH; EtOAc; Ac)

2. Identification qualitative des polyphénols par CCM

L’identification des composés a été basée sur la comparaison des Rfs et des couleurs observés
sous lampes UV des taches apparues sur CCM. Les résultats obtenus sont représentés dans les

figures et les tableaux ci-dessus

2.1. CCM de P’extrait d’acétate d’éthyle (EtOAC)

(@ (b)

Figure.10 : Photos des chromatogrammes résultant de I’analyse de ’extrait EtOAC par
chromatographie sur gel silice (révélation a 365nm)
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Figure.11: Photos des chromatogrammes résultant de I’analyse de I’extrait EtOAC par
chromatographie sur gel silice (révélation a UV (254nm)

Tableau.06: Résultats CCM de /’extrait EtAcO

Systéme | Longueur | Nombre | Couleur sous | Rf Constituants
d'onde de uv (cm) | possibles Figure
(nm) spotes
Bleu 0.05 | Flavonols, flavonones, | a
1 Fluorescent isoflavone, flavanones,
Systeme | 365 acide phénol
1 2 Rouge 0.20 | Composés
phénoliques,
Anthocyanidine 3-
glycosides
3 Blue 0.38 | Flavonols, Acide
phénol
1 Bleu 0.19 | Flavonols, flavonones, | b
Systeme | 365 Fluorescent isoflavone, flavanones,
2 acide phénol
2 Blue 0.54 | Flavonols, Acide
phénol
3 Rouge 0.58 | Composés
phénoliques,
Anthocyanidine 3-
glycosides
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2.2. CCM de l’extrait butanolique (n-BuOH)

(©) (d)

Figure.12: Photos des Chromatogrammes résultant de ’analyse de 1’extrait n-butanolique
par CCM sur gel de silice a 365nm

() (@)

Figure.13 : Photos des Chromatogrammes résultant de ’analyse de 1’extrait n-butanolique

par CCM sur gel de silice a 254nm
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Tableau.07: Résultats CCM de I’extrait n-BuOH

Systéeme | Longueur | Nombre | Couleur Rf Constituants Figure
d'onde de spots | sous UV (cm) possibles
(nm)
Systeme 1 | 365 1 Jaune vert | 0.06 Composes C

phénoliques, Aurone ;
Kaemphérol

2 Bleu blanc | 0.30 Flavanol

3 Gris 0.33 Acide phénol, Tanins

4 Bleu 0.36 Flavonols,

Fluorescent flavonones,
isoflavone,
flavanones, acide
phénol
Systeme 2 | 365 1 Jaune 0.08 Coumarines,flavonols | d

2 Bleu blanc | 0.28 Flavanol

3 Bleu blanc | 0.44 Flavanol

4 Rouge 0.65 Composes
phénoliques,
Anthocyanidine  3-
glycosides

2.3.CCM de I’extrait acétonique (Ac)

(e) (f)

Figure.14: Photos des Chromatogrammes résultant de 1’analyse de I’extrait acétonique
par CCM sur gel de silice a 365nm

O,
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(€) )

Figure.15 : Photos des Chromatogrammes résultant de ’analyse de 1’extrait acétonique
par CCM sur gel de silice a 254 nm

Tableau.08: Résultats CCM de I’extrait Ac

Systéeme | Longueur | Nombre | Couleur Rf | Constituants possibles | Figure
d'onde | despots| sousUV | (cm)
(nm)
Systeme 3 | 365 1 Gris 0.22 | Tanins,Acide phénol
e
2 Jaune vert 0.47 | Composésphénoliques,
Aurone ; Kaemphérol
3 Bleu 0.83 | Flavonols, flavonones,
Fluorescent isoflavone, flavanones,
acide phénol
Systeme 4 | 365 1 Marron 0.32 | Flavone f
méthyle,hydroxy
flavanol
2 Jaune vert 0.88 | Composés phénoliques,
Aurone ; Kaemphérol
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3. Etude des activités biologiques

3.1. Evaluation de P’activité anti-oxydante

L’activité antioxydante des extraits n-BuOH, Ac et EtOAc vis-a-vis du radical DPPH a été
évaluée spectrophotométriquement en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par
son passage de la couleur violette a la couleur jaune mesurable & 517 nm. D'aprés les données
présentées dans la figure 16, en faisant varier la concentration, que ce soit pour l'acide
ascorbique utilisé comme standard ou pour les différents extraits polyphénoliques des margines
et en calculant pour chague concentration le pourcentage d’inhibition correspondant (PI %),

nous avons établi le profil d’activité oxydante.
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Figures.16: Pourcentage d'inhibition du DPPH en fonction de la concentration des extraits

L’activité antioxydante des extraits phénoliques des margines se fait en utilisant le test
scavenger du radical stable libre DPPH qui s’effectue a température ambiante, ceci permettant
d’éliminer tout risque de dégradation thermique des molécules thermolabiles (Yi-Zhong
et al .,2006). Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (o,a-diphényl-p-
picrylhydrazyle) fut 'un des premiers radicaux libres utilisés pour étudier la relation
structure-activité antioxydant des composés phénoliques (Blois ,1958).

A la plus faible concentration (8pg/ml), ’extrait EtOAC a présenté un P1 de 51,82% tandis qu’a
la plus grande concentration (40ug/ml) de méme extrait, le Pl a atteint 90% qui est comparable
a celui de I’acide ascorbique, ce qui montre que les polyphénols issus des margines ont un grand
potentiel antioxydant. La puissance anti radicalaires des extraits phénoliques peut étre

expliquée par la teneur en phénols simples, en acides phénoliques et en particulier les o-

g
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diphénols (hydroxytyrosol, acide 3,4-dihydroxyphényl acétique, l'acide caféique...etc.)
(Bourmad, 2011).

Makhloufli (2018) a montré que les tests utilisés pour ’évaluation de ’activité antioxydante
sont en bonne corrélation. Remarquablement, on constate la méme relation entre les valeurs
issues des trois tests. En effet, les extraits qui possedent les meilleurs pouvoirs piégeurs vis-a-
vis des radicaux libres (DPPH et ABTS), montrent également les meilleures capacités
réductrices du Fe(lll) corrélations significatives (R=0,53 et R=0,69) respectivement. Cela
témoigne vraisemblablement de la présence dans nos extraits des molécules antioxydants
pouvant intervenir par deux types de mécanisme réactionnel. Il est a signaler que les réactions
mises en jeu peuvent différer d’un test a ’autre.

3.2. Etude de P’activité anti-inflammatoire
3.2.1. Méthode de dénaturation des proteines (SAB)

D’apres les résultats illustrés dans la figurel7, les extraits acétonique et d’acétate d’éthyle des
margines, a des doses tres faibles (0.25, 0.5 etl mg/ml) ont une excellente protection contre la
dénaturation thermique des protéines, meilleure a celle du médicament anti-inflammatoire de

référence (diclofénac sodique) a la méme concentration dont I'effet inhibiteur obtenu est dose-

dépendant.
3 100 -
S
3 80 -
>
§ ;\; 60 - _ — — m EtOAC
S5 40 o A
oo — n-BuOH
S 20 cp
2 0 e
= 1 0.5 0.25
Concentration (mg/ml)

Figure.17 : Effet des extraits EtOAc, Ac et n-BuOH et du diclofénac sur la dénaturation de
SAB

3.2.2. Evaluation de I’effet anti-hémolytique

La présence de composés phénoliques dans nos extraits nous a incités a étudier leur activité
antihémolytique (Chihani et Oukas ,2018). L’hémolyse in vitro des érythrocytes humains a

¢été utilisée pour évaluer I’effet protecteur des extraits n-BuOH, Ac, EtOAC vis-a-vis des
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radicaux libres causant des lésions sur les membranes érythrocytaires. A des doses allant de
0.25mg/ml a 1mg/ml, tous les extraits issus des margines, protegent les membranes des
érythrocytes humains de la lyse induite par les solutions hypotoniques. A une concentration de
0.25g/ml, l'extrait EtOAc avait le plus faible pourcentage d'inhibition de I'némolyse des globules
rouges (37,43%), comparé aux 62,24% produits par I'aspirine a la méme concentration (Figure
18). Or, I’extrait Ac peut arréter I'némolyse des HRBCs de manié¢re dose-dépendante, avec une
signification trés ¢élevée allant jusqu'a 97,77% par rapport a 74,33% établie par 1’aspirine a la

méme concentration.
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Figure.18 : Effet antihémolytique des fractions des extraits des margines en comparaison
avec un contréle positif (aspirine).

Selon Bonarska-kujawa et ses collegues (2011), les composés phénoliques
s’incorporent dans la couche hydrophile externe et n’ont aucun effet sur la fluidité de la partie
hydrophobe. Ainsi 1’action protectrice des ces composés en ce qui concerne les membranes
biologiques dépend du taux d’incorporation dans la partie hydrophile de cette derniére.

Il a été démontré que I’incorporation des composés phénoliques notamment les flavonoides
dans la membrane des érythrocytes améliore la stabilité de ces dernieres contre la lyse
hypotonique (Chopade et al., 2012). Cette propriété peut s’expliquer par I’augmentation du
rapport volume/ surface des cellules qui pourrait étre obtenu soit par 1’expansion de la
membrane ou le rétrécissement de la cellule. De plus, la déformabilité et le volume cellulaire
des érythrocytes sont étroitement liés au contenu intracellulaire en calcium. Par conséquent,
nous pouvons penser que l'effet protecteur de I’extrait serait dii a la capacité de ce dernier a
modifier l'afflux de calcium dans les érythrocytes. (Chalal et Chibout, 2017) montrent que
’activité anti-hémolytique pourrait étre attribuée également aux tannins; des études ont montré

que les tannins ont eu une inhibition tres forte de la formation des corps de Heinz, cette méme



Partie éxpérimentale I1.Résultats et discussion

étude a révélé une corrélation élevée entre le pourcentage d’inhibition des corps de Heinz et la
concentration en tannins.

Plusieurs travaux effectués sur les plantes médicinales ont montrés que les conditions
climatiques, 1’origine géographique et le mode d’extraction peuvent affecter la quantité et la
composition en métabolites secondaires et par conséquent les activités biologiques (Elalaoui,
2015).

3.3. Evaluation de I'activité anticoagulante

3.3.1 Evaluation de I'activité anticoagulante vis-a-vis la voie exogene

L’évaluation de I’activité anticoagulante a été réalisée a ’aide du test de temps de Quick (TQ),
qui explore la voie extrinseque ( le facteur VII ) et la voie commune (les facteurs X, V, II,
fibrinogéne) de la coagulation sanguine ou le facteur tissulaire ( thromboplastine ) est le
déclencheur de la voie exogene (Blois ,1958). Les résultats de la voie exogéne sont présentés dans

la figure 19.

EtQAc Ac n-BuOH CcP CN

Les échantillons

Figure.19 : résultats du voie exogene TP des extraits des margines

Le TP normal est compris entre 12 et 14 secondes+-* selon les réactifs utilises (Caquet, 2004),
d’apres les résultats de figure 12, on note que les polyphénols des margines testés donnent des
TP égalent a 29s pour Ac et 24s pour n-BuOH et EtOAc, qui sont supérieurs a celui du control
négatif (14s) et un peu supérieur du control positif (19,1s). Donc, les extraits testés ont une
activité anticoagulante remarquable vis-a-vis de la voie exogéne.

3.3.2. Evaluation de I’activité anticoagulante vis-a-vis la voie endogene

L’¢évaluation de I’activité anticoagulante vis-a-vis de la voie endogéne est réalisée a I’aide du

test de temps de céphaline kaolin (TCK).
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Figure.20 : Résultats du voie endogéne des extraits des polyphénols des margines

D’apres les résultats illustrés dans la figure 20, on note que les polyphénols des margines testés
donnent des TCK égalaux a 46s pour n-BuOH, 50s pour Ac et 60s EtOAc, par rapport a 38.4s
pour le CN et 183.9s. pour le CP, ce qui prouve que les extraits testés ont une activité
anticoagulante vis-a-vis la voie endogéne. Cette voie de coagulation est activee par le contact
entre le facteur XII et I’activateur qui est le kaolin (substitut du collagéne et de tissu conjonctif
in vitro). Cette interaction induit I’activation du facteur XII et par conséquence 1’activation
séquentielle des facteurs XI, 1X, X et la thrombine (Renné et al., 2006).

L'évaluation de I'effet anticoagulant des extraits de deux tests (TP, TCK) a montré que ces
extraits ont une importante activité anticoagulante vis a-vis la voie endogéne et exogéne par
rapport au control positif. Ce dernier est appartient au groupe des héparines exactement les
Héparines de Bas Poids Moléculaire (HBPM) forment un complexe avec l'anticoagulant
physiologique l'antithrombine 111 qu'inhibe particulierement le facteur Xa et a moindre degré la
thrombine (Manallah, 2012). L'activité anticoagulante des extraits phénoliques des margines
est due a leur richesse aux flavonoides ; ces derniers participent a la prévention des maladies
cardiovasculaires; ils inhibant l'agrégation plaquettaire impliquée dans le phénoméne de
thrombose, améliorent le fonctionnement de I'endothélium la couche cellulaire et assure le bon
fonctionnement du systéme vasculaire en réduisant les risques d'athérosclérose. De plus, les
rapports épidémiologiques ont démontré que les gens peuvent avoir une incidence plus limitée
en maladies du cceur, s'ils ont une ingestion diététique élevée en flavonoides (Manallah, 2012).
Il présente un remplacent d'origine naturelle des anticoagulants utilisés qui sont obtenues par

différents procédés chimiques ou enzymatiques (Zandecki, 2006).
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Conclusion et perspectives

La valorisation des polyphenols des margines offre une double opportunité d’obtenir des
biomolécules  actives et de réduire la  toxicitt ~de ces effluents.
Dans le présent travail, on s’est intéressé a 1’exploitation in vitro d’éventuel effet antioxydant,
anti-inflammatoire et anticoagulant et des extraits polyphénoliques issus des margines récoltée
de la région de Khenchela.

La caractérisation physico-chimique des échantillons a montré des rejets acides, de couleur
marron avec un taux d’humidité élevé, un teneur en solide total en suspension beaucoup plus
important, riches en matiéres organique, pauvre en matiére minérale, et en teneur d’azote et en
matiére seche.

Le criblage qualitatif des extraits par la CCM a révélé la présence des différentes classes
flavonoiques susceptibles d’exprimer les activités recherchées. L’analyse quantitative a
dévoilée que les extraits Ac et EtOAC sont plus riche en polyphénols totaux par rapport a 1’extrait
n-BuOH.

La capacité antioxydante résultante a montré que tous les extraits inhibent I'oxydation DPPH
avec des pourcentages entre 51.82 et 90% a des tres faibles concentrations en comparaison avec
I’antioxydant de référence (1’acide ascorbique).

L’estimation de l'action anti-inflammatoire a été prouvée in vitro en inhibant la dénaturation
thermique des protéines et en augmentant la stabilité de la membrane des HRBC (Human Red
Blood Cells) contre I’hémolyse hypotonique, dont I’extrait Ac a été le plus efficace.
L’évaluation de I’effet anticoagulante des extraits polyphénoliques des margines vis-a-vis les
deux voies de coagulation (endogéne et exogéne) a permet d’asscoir 1’effet anticoagulant sur
les deux voies avec un effet plus marqué sur la voie endogene dont I’extrait Ac a eu le plus
important impact sur 1’allongement des deux tests chronométrique.

A la lumiere des résultats obtenus, on peut conclure que les polyphenols extraits des margines
sont doués d’une activité antioxydante, anti-inflammatoire et anticoagulante remarquables. De
ce fait, il peut constituer une ressource naturelle prometteuse afin d’atténuer les complications
du stress oxydant associé ou déclenchant des maladies thrombolytique et cardiovasculaires

Notre recherche reste préliminaire et des études plus approfondies seront nécessaires
concluant plusieurs points a savoir:
» Caractérisation quantitative des flavonoides par des méthodes de séparation plus
performantes (HPLC, RMN, CL/SM, CG/SM.....)
* Evaluer et tester ces molécules actives pour d’autres propriétés biologiques in vivo dans le
cadre d’application pharmacologique et industrielle.
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Annexes

La solution tampon phosphate (PBS) est une solution isotonique et non toxigque
utiliséecouramment en biochimie. Il s’agit d un soluté physiologique contenant du chlorure de
sodium, duphosphate disodique, du phosphate dipotassique et de chlorure de potassium. Ilest
utilisé pourlavage ou dilution des cellules. Pour la préparation de PBS a pH égale a 7.2 on a
besoin de :

- 13.21g/L de la base Na2HPOA4.
- 20.29g/L de I’acide K2H2PO4.
- 80g/L de NaCl.

- 2g/L de KCI.

Dissoudre les comptants dans 100ml de I’eau distillée avec 1’agitation jusqu’ils’homogénéise
par un agitateur et conservé a 4°C dans des fioles au réfrigérateur, jusqu’au momentde
I’utilisation. 11 ne faut pas congeler, surchauffer, conditionner dans des fioles présentant
unefissure ...etc. Pour facilite la préparation, il y a des comprimés commerciaux de tampon PBS
quidonner une solution PBS préte a ’emploi apres leur dissolution dans une certaine quantité

d’eau.
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	Partie I:Synthèse bibliographique
	I : Généralités sur l’oléiculture
	1. L’olivier
	1.1. Origine et histoire
	L'olive était l'un des premiers arbres fruitiers cultivés par l'homme, l’origine de l'olivier a été le sujet de plusieurs débats (Loukas et Krimbas, 1983). Bien que des fossiles datant de la période tertiaire (il y a 1 million d'années) aient prouvé l...
	L’histoire de l’olivier se confond avec celle des civilisations qui ont vu le jour autour du bassin Méditerranéen (Rayan et Robards, 1998). C'est ainsi que l'on a retrouvé des fossiles de feuilles d'olivier dans les gisements du Pliocène de Mongardino...
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	La solution tampon phosphate (PBS) est une solution isotonique et non toxique utiliséecouramment en biochimie. Il s’agit d’un soluté physiologique contenant du chlorure de sodium, duphosphate disodique, du phosphate dipotassique et de chlorure de pota...
	- 13.21g/L de la base Na2HPO4.
	- 20.29g/L de l’acide K2H2PO4.
	- 80g/L de NaCl.
	- 2g/L de KCl.
	Dissoudre les comptants dans 100ml de l’eau distillée avec l’agitation jusqu’ils’homogénéise par un agitateur et conservé à 4 C dans des fioles au réfrigérateur, jusqu’au momentde l’utilisation. Il ne faut pas congeler, surchauffer, conditionner dans ...

