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L’industrie oléicole est une activit¢ économique importante concentrée
principalement dans les pays méditerranéens, qui tiennent environ 95% de la production
mondiale (Gomri, 2013). Comme toutes les industries agro-alimentaires, la trituration des
olives engendre d’importantes quantités d’effluents liquides qu’on appelle margines ou eaux
de végétation. On estime généralement d’un kilogramme d’olive fournit 1 a 1,5 litres de

margines (Ouffad, 2011).

En absence de techniques de traitements adaptes, ces effluents sont souvent déversés
dans les égouts d’assainissement ou répandus directement sur le sol. Il en résulte un impact
négatif sur I’environnement qui se traduit par le colmatage des sols, la pollution des eaux

superficielles et souterraines et le dégagement d’odeurs nauséabondes (Lakhtar, 2009).

La toxicité des margines est principalement attribuée a leur richesse en matiére
organique et en composés phénoliques (tannins, flavonoides, acides phénoliques)

responsables d’effets phytotoxiques et antimicrobiens (El hajjouji, 2001).

Les composés phénoliques sont doués de diverses activités biologiques (antioxydantes,
antivirales, anti-inflammatoires, antiallergiques et antimicrobiennes), ce qui a orienté les
chercheurs vers leur valorisation dans divers domaines (Zeghad, 2009). En effet, la
récupération des polyphénols des margines offre la double possibilité d'obtenir des
biomolécules a haute valeur et de réduire la toxicité de ces effluent.

L’évaluation des propriétés antibactériennes des polyphénols naturels demeure une
tache intéressante face a 1’émergence rapide des phénoménes de 1’antibio-résistance. C’est
dans ce contexte que nous sommes intéresseés a valoriser les composés phénoliques des

margines comme agents antibactériens. Ainsi, notre étude a pour objectifs essentiels :
- La caractérisation physico-chimique des margines issues de différentes huileries ;
- L’extraction des composés phénoliques de ces margines ;
- La quantification du contenu phénolique de chaque extrait ;

- Et enfin, ’évaluation de I’activité antibactérienne de ces substances vis a vis des

bactéries pathogénes a Gram positif.
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I. Généralités

L’olivier est un arbre typiquement méditerranéen, de 6 a 8 m de hauteur, a tronc
tortueux et a écorce grisatre et crevassée. Les feuilles sont blanches argentées sur la face
inférieure, vertes grisatres sur la face supérieure, opposees, persistantes, coriaces et
lancéolées. Les fleurs, petites et blanches, a quatre pétales, sont réunies en grappes dressées
(Benlemlih & Ghanam, 2012).

L’olivier est le nom commun d’environ 35 espéces d’arbustes et d’arbres du genre Olea.
Le nom est particuliérement utilisé pour 1’espéce Olea europaea. L’origine botanique de cet
arbre et le début de sa culture ont été un sujet de litige (Loukas & Krimbas, 1983 ;
Blazquez, 1996).

Parmi les especes connues du genre Olea, O. Chrysophylla, trouvée en Asie et en
Afrique, est considérée comme 1’ancétre de 1’olivier. Cependant, une autre théorie existe et
selon laquelle I’ancétre est I’olivier méditerranéen sauvage, O. oleastre (Loukas & Krimbas,
1983). D’autres considérent O. oléastre comme intermédiaire dans le développement de
I’olivier sauvage O. chrysophylla a O. europaea (Blazquez, 1996; Lavee, 1996).

Tableau 01 : Situation botanique de Genre Olea. (Blazquez, 1996 ; Lavee, 1996).

Régne Plantae
Embranchement Magnoliophyta
Sous-embranchement Magnoliophytina
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Dialypetales
Ordre Lamiales
Famille Oleaceae
Genre Olea

I.1. L’oléiculture dans le monde

L'oléiculture se concentre principalement dans les pays du pourtour méditerranéen :
Espagne, Italie, Gréce, Turquie, Syrie, Tunisie, Maroc et I'Algérie. La production de ces pays
représente 94% de la production mondiale. En 2001, la production mondiale d’olives
atteignait les 2.5 millions de tonnes (Benyahia & Zein, 2003)

Le patrimoine oléicole mondial compte actuellement environ 750 millions d’oliviers

cultivés sur une superficie de 9,23 millions d’hectares. Les pays méditerranéens comptent 715

| 2
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millions d’oliviers sur une superficie d’environ 8.16 millions d’hectares, soit 95 % du
patrimoine oléicole mondial (Fiorentino et al., 2003; EIl hajjouji, 2007; Tsagariki et al.,
2007).

O Espagne
m Italie
19.8% m Gréce
@ Turquie
O Syrie
@ Tunisie
o Maroc
o Jordanie
O Algéne
m Autres UE
0O Autres mondg

Figure 01 : Principaux pays producteurs d’huile d’olive (COIl, 2001).

1.2. L’oléiculture en Algérie

L’Algérie fait partie des principaux pays méditerranéens dont le climat est des plus
propices a la culture de I’olivier. Elle se positionne aprés 1’Espagne, 1’Italie, la Gréce et la
Tunisie qui sont par ordre d’importance, les plus gros producteurs d’huile d’olive (Tsagariki
et al., 2007). Le patrimoine oléicole algérien est estimé a 32 millions d’oliviers, ce qui
représente 4,26% du patrimoine mondial. La production annuelle en huile a atteint 35.000
tonnes et celle de 1’olive de table 80.000 tonnes (Bensemmane, 2009).

En Algérie, I’oléiculture couvre 24% de la surface agricole utilisée, soit 200 000ha
répartis notamment sur les zones Est et Centre-Est du pays, en particulier Béjaia, Tizi
Ouzou, Bouira, Bordj-Bouarreridj, Sétif et Jijel, qui représentent ensemble 69% de la
superficie totale de l'oléiculture Figure 02 (Madr et al., 2003).

1.3. Les variétés des olives
Selon le Conseil Oléicole International (COI, 2006), actuellement on dénombre pres

d’une centaine de variétés d’oliviers cultivées dans le monde tableau 02.

SETF JUEL
BOUIRA 5 8% 5.6%
B.7%,| -

TEI OUZ0U.
18.9%

BEJAIA
30.8%

Figure 02 : Répartition de la superficie d’olivier en Algérie (Madr et al., 2003).
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Tableau 02 : principales variétés d’olivier cultivées dans le monde (C.O.1, 2006).

Pays producteur Part de la Variétés principales
production
Espagne 44% Picual, cornicabra ,hojibianca, gordal,
Manzanilla
Italie 20% Frantoio, leccino, moraiolo, ascolona tenera
Grece 13% Koroneiki, mastoidis, conserviola, Kalamata
Turquie 7% Ayvalik, cakir, gemlik
Syrie 7% Sorani, zaiti,
Tunisie 2% Chemlal, chetoui, ouslati, meski
Maroc 2% Picholine marocaine
Algérie 1% Chemlal, limli, azeradj, sigoise
Portugal 1% Verdal, carrasquenha, galega, redonli
France Infime Sabina, verdale, picholine, tanche, Lucques

En rouge : variété a huile.  En vert : variétés mixtes.  En bleu : variétés d’olives de table.

L’ Algérie dispose d’un patrimoine constitué de 164 cultivars autochtones et introduits
de toute la méditerranée et méme d’autres atlantiques. Les travaux de caractérisation entamés
par Amirouche et Ouksili (Mendil & sebai, 2006), ensuite par Mendil et Sebai (2006) ont
permis de répertorier 72 variétés autochtones dont 36 sont homologuées, le reste est en cours
de réalisation. Les variétés nationales les mieux connus sont recommandés dans les régions
d’origine (tableau 03).

Tableau 03 : Principales variétés d’olivier cultivées en Algérie (Mendil & sebai, 2006).

Variétés et | Origines et diffusion Caractéristiques
Synonymes
Var.Azeradj | Petite kabylie (oued Arbre rustique et résistant a la sécheresse ; fruit de poids
Blanquette de Soummam), occupe 10% élevé et de _forme allongeée ; utilisé pour la prodyction
Guelma de I_a surface_o_lelqole d’hu11§ et olive de table, rendeme[]t_en huile de 24 a 28%
nationale Originaire de Sa rigueur est moyenne, résistant au
Guelma ; assez répandue moyennement a la sécheresse ; le fruit de poids moyen et
dans le Nord-est de forme ovoide, destiné a la production d’huile, le
constantinois, Skikda et rendement de 18 a 22% ; la multiplication par bouturage
Guelma herbacé donne un bon résultat 43,4%
Bouricha, El-Harrouch, Skikda Arbre rustique, résistant au froid et a la
olive sécheresse ; poids faible du fruit et de forme allongée,
d’El-Hrrouch production d’huile, rendement de 18 a 22%.

| 4
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Chemlal Occupe 40% du verger Variétés rustique et tardive, le fruit est de poids faible et
Syn.Achemlal | oléicole national, pré »sent | de forme allongée, destiné a la production d’huile, le
surtout en Kabylie, s rendement en huile de 18 a 22%
»entend du mont Zekkar a
1’Ouest aux Bibans a I’Est.
Ferkani, Ferfane (Tébessa), Variété de vigueur moyenne, résistante au froid et a la
ferfane difquée dans la région des | secheresse, le poids de fruit est moyen et de forme
Aures allongée, production d’huile et rendement tres élevés 28 a
32%, le taux d’enracinement des boutures herbacées de
52.30% ; variétés en extension en régions steppiques et
présahariennes
Grosse de Hamma (Constantine) Variété précoce, resistante au froid et a la
Hamma, Syn. sécheresse ; fruit de poids tres éleve et de forme allongé,

Queld Ethour

double aptitude : hile et olive de table, le rendement de 16
a 22%

Hamra, Syn. | Originaire de Jijel, Variété précoce, résistante au froid et a la
Rougette ou | diffusée au nord sécheresse, le fruit est de poids faible et ovoide,utilisée
Roussette constantinois pour la production d’huile, rendement de 18 a 22%.
Limli Originaire de Sidi-Aich Variété précoce, peu tolérante au froid, résistante a la
(Bejaia), occupe 8% du sécheresse ; le fruit est de poids faible de forme allongée,
verger oléicole national, utilisée dans la production d’huile, le rendement de 20 a
localisée sur les versants 24%.
montagneux de la base
vallée de la Soummam
jusqu’au littoral.
Longue de | Originaire de Maliana, Variété tardive, sensible au froid et a la
Maliana localisée actuellement sécheresse ; le fruit est de poids moyen et de forme
dans la regiond’El- sphérique, utilisé pour la production d’huile et olives de
Khemis, cherchell et le table, rendement de 16 a 20%
littoral de Ténes.
Rougette de | Plaine de Mitidja Variété rustique ; le fruit est moyen et allongé, utilisé
Mitidja pour la production d’huile, rendement de 18 a 20% ; le
taux d’enracinement des boutures herbacées donne un
résultat moyen de 48.30%
Souidi Vallée d’Oued Arab Variété tardive, résistante au froid et a la
Cherchar Khenchela sécheresse ; fruit moyen et allongé, utilisé dans la
production d’huile, le rendement de 16 a 20% ; le taux
d’enracinement tres faible.
Sigoise ou Elle est dominante depuis | Variétés rustique, le fruit est de poids moyen et de forme
olive Oued Rhiou jusqu'a ovoide, produit une olive a deux fins est trés recherchée
de Tlemcen | Tlemcen pour la conserverie et donne un bon rendement en huile
ou de 18 a 22%, le taux d’enracinement moyen est de 51.6%,
olive de Tell. elle est sensible au dacus et au coclonium.
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I1. De I'olivier a I’huile d’olive

La récolte est une opération importante de la culture de 1’olivier et, par conséquent, elle
doit étre contrblée de pres étant donnée ses répercussions sur le colt de la production, la
qualité du produit obtenu et la qualité de I’huile d’olive. Cette derniére est affectée aussi bien
par les modalités de récolte (systeme, durée) que par 1’époque a laquelle intervient celle-ci
(ONUDI, 2007).

Dans le souci de conserver les caractéristiques de qualité que les olives possedent au
moment de la récolte sur l'arbre, il s'avére nécessaire de les acheminer immédiatement vers les
moulins.

Le moyen le plus approprié pour le transport des olives est représenté par les caisses a
claire voie en matiére plastique permettant la circulation de I'air et évitant des réchauffements
préjudiciables causés par l'activité catabolique des fruits (ONUDI, 2007).

11.1. L’extraction d’huile d’olives

L’objectif idéal de toute méthode d’extraction consiste a produire la plus grande
quantité¢ d’huile possible sans 1'altération de sa qualité d’origine. Toutefois, si la qualité ne
doit pas étre modifiée, il est nécessaire d’utiliser uniquement des méthodes mécaniques ou
physiques pour extraire I’huile, en évitant les réactions chimiques et enzymatiques qui
pourraient changer sa composition naturelle (Di Giovacchino et al., 2002).

I1.1.1. Nettoyage

Le nettoyage comporte deux opérations : 1’effeuillage et le lavage. Les défoliateurs
aspirent les feuilles, les brindilles et les saletés a travers un flux d’air puissant généré par un
ventilateur d’extraction. Aprés quoi, les olives sont lavées par un courant d’eau (Benlemlih &
Ghanam, 2012).

11.1.2. Broyage et malaxage

Le broyage est une opération qui consiste a la dilacération du tissu des olives pour
libérer les gouttelettes d'huile contenues dans les vacuoles a l'intérieure des cellules d'olives.
Apres, le malaxage consiste en un broyage lent et continu de la pate d'olive préalablement
chauffée. 11 a pour but de libérer le maximum d'huile en brisant les vacuoles qui sont restées
entieres durant la phase précédente et d'amasser les gouttelettes d'huile en gouttes plus

grosses (Gomri, 2013).
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11.1.3. Séparation des phases
11.1.3.1. Systeme discontinu

Ce systeme utilise des presses métalliques a vis ou, le cas échéant des presses
hydrauliques. La pate issue du broyage est empilée sur les scourtin, a raison de 5 a 10 Kg par
scourtin. L'application de la pression sur la charge des scourtin doit étre réalisée de maniére
progressive. L'opération de pressage dure au moins 45 mn. Les scourtin doivent étre laves,
selon les normes internationales en vigueur et a raison d'une fois par semaine pour éviter
d'augmenter I'acidité de I'huile. Le systéme discontinu d'extraction par presse est représentas
par la figure 4 (Bouhadjra, 2011).
11.1.3.2. Les systéemes en continu

Les systémes en continu a trois ou a deux phases constituent les systemes les plus

modernes, ils utilisent des centrifugeuses pour la séparation de la pate.

Dans le systeme a trois phases, la quantité d’eau ajoutée dans le malaxeur est supérieure
a celle du systéme traditionnel (entre 80-100/100 Kg d’olive), et la production des margines

est tres importante (Martinez- Garcia et al., 2006).

Pour le systeme a deux phases, il ne nécessite pas d’ajout d’eau pour le processus

d’extraction mais il y a une génération de grignon humide (CARPP, 2000).

gl
l ] centrifugation

olive ' ,
i

j ¢ T | ‘ decanfeur
il 1
lavage et nettoyage des olives . _ ' e
e : v

Figure 03 : schéma d’un procédé moderne d’extraction de I’huile d’olive

(Sekour, 2012)
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4

I Lavage |
ﬁ

Systeme discontinu par Systéme continu a Systeme continu a
presse (traditionnel) trois phases deux phases
Broyage Broyage et meulage Broyage/meulage
¥ [ ]

Pression Centrifugation horizontale

L’huile 8
+ ’eau

Décantation

o G (o)

Huile
d’olive

Rincage de
I’huile

Centrifugation verticale

Figure 04: Extraction de I'huile d'olive par systéme continu et discontinu (Morillo, 2009)
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I11. Les margines

Les eaux de végétation (margines) sont obtenues lors de I’extraction de 1’huile d’olive a
partir de 1’eau contenue dans le fruit et celle ajoutée au cours du broyage et des étapes de la
trituration (Fiorentino et al., 2003). En fonction du systéme d’extraction utilisé, on estime
généralement qu’un kilogramme d’olives fournit de 1 a 1,5 litre de margines. La production
d’huile d’olive dans le monde atteint 250 000 tonnes par an, ce qui est équivalent a 3 750 000
litres d’eau de végétation (Zouari & Ellouz , 1996; Léger , 1999;FAOQ, 2003).

I11.1. Les caractéristiques physico-chimiques

La margine est un liquide l1égérement acide, de couleur brun rougeatre a noir en fonction
de I'état de dégradation des composants phénoliques et des olive dont elles proviennent ;
d’odeur forte de I’huile d’olive, de golt amer, de degré ¢élevé de pollution organique
(protéines, lipides, glucides et polyphénols peu biodégradable) qui inhibent la croissance des
micro-organismes (Rivas et al ., 2000). Leur pH est acide (4,2-5,9), une salinité élevée
exprimée en conductivité électrique qui se varie de (18 a 50 ms.Cmt), une demande chimique
en oxygene (DCO) de (50 a 200 g d'O2/L), une demande biochimique en oxygéne (DBOs) de
(12 a 60 g d'O2/L) et enfin des solides en suspension (SS) de (40 a 150 g/L) (Panizza &
Cerisola, 2006 ; Di Serio et al., 2008 ;Eroglu et al., 2008).

I11.2. La composition chimique

La composition chimique des margines est trés variable, elle dépend de plusieurs
parametres (Annaki et al., 1999b) comme le stade de maturation des olives, les conditions
climatiques, les variété d’oliviers, la situation géographique , le temps, les techniques et lieu
de stockage des olives et enfin le procéde d’extraction d’huile d’olive qui représente le facteur
le plus important (Ramos-Cormenzana, 1986 ;De Felice et al., 1997 ; Annaki et al.,
1999b).

La margine peut étre considérée comme un complexe chargé en matiéres organique et
minérale. Sa composition massique est de (83 a 94%) eau, 4 a 16% de matiere organique et
0,4 a 2,5% de sels minéraux (Noubih et al., 2007). La matiere organique des effluents
d’huileries d’olive est constituée par des polysaccharides (13-53%), des protéines (8-16%),
des composés phénoliques (2-15%), des lipides (1-14%), des polyalcools (3-10%) et des

acides organiques (3-10%). Cette composition résulte de la destruction des tissus de 1’olive au

| o
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cours de la trituration et de I’extraction de I’huile (Fiestas & Borja, 1992b ; Cossu et al.,
1993 ; Al Mallah et al., 2000; Centi et al., 2000; Chamkha et al., 2001).

Les margines contiennent des quantités significatives de sels minéraux, 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%) (Ranalli, 1991 ; Fiestas & Borja, 1992 ; Tsagariki et al., 2007).

Les valeurs minimales et maximales des minéraux et métaux lourds déterminées dans
les margines issues de deux systemes d'extraction d'huile sont données dans le tableau04.

Tableau 04 : La composition minérale des margines (C.O.I, 2008)

Eléments (mg/L) Procédeé d'extraction de I'huile
Traditionnel Moderne
Sodium 38-285 18-124
Potassium 1500-5000 630-2500
Calcium 58-408 47-200
Magnésium 90-336 60-180
Fer 16,4-86,4 8,8-31,5
Cuivre 1,1-4,75 1,16-3,42
Zinc 1,6-6,5 1,42-4,48
Manganese 2,16-8,9 0,87-5,2
Nickel 0,44-1,58 0,29-1,44
Cobalt 0,18-0,96 0,12-0,48
Plomb 0,40-1,58 0,35-0,72

111.3. Dépollution des margines

Les margines sont caractérisées par une concentration élevée en polyphénols et en
matiéres organiques (camurati et al., 1984). Une fois rejetées sans traitement préalable, ces
effluents auront un impact négatif sur 1’environnement, dii a leur pouvoir d’inhiber le

développement des plantes et de certains microorganismes (Filidei et al., 2003).
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Figure 05. Conséquences environnementales des rejets de margines dans le milieu naturel

(Projet SMAP 111 —Tunisie, 2006-2008).

Jusqu’a nos jours, le traitement des margines constitue un probléme complexe vue la

qualité et la quantité des substances chimiques qu’elles renferment (Ranalli ,1991a ; Hamdi,

1993a). Les procédés de traitement envisageables pour I’élimination de la charge polluante

des margines peuvent étre classés en trois catégories (physiques, chimiques et biologiques),

ces derniers peuvent étre utilisés seuls ou combinés. Le choix du systéme de traitement

approprié¢ est li¢ a plusieurs facteurs locaux, a savoir le systeme utilisé pour 1’extraction

d’huile, la possibilité de stockage et le rapport entre la charge produite par les huileries et la

population locale (Francesco, 1993).
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Tableau 05. Technologies de traitement appliquées sur les margines

Type de traitement Procédé Référence
Evaporation naturelle (Lacomelli, 2000)
Thermique Evaporation forcée (Lacomelli, 2000)
Lagunage (Kavvadias et al ., 2010)
Aérobie (Borja et al., 1995)
Biologique Anaérobie (Ardaetal., 2010)
Aérobie anaérobie (Kavvadias et al., 2010)
Enzymatique (laccase) (Gongalves et al., 2009)
Procédés membranaires (Kavvadias et al ., 2010)
Neutralisation-Floculation | (Kavvadias et al ., 2010)
Physique Procédés d’adsorption (Azbaretal., 200
Biofiltration (Lacomelli, 2000)
Electrocoagulation (Mantzavinos et al., 2005)
Physico-chimique Coagulation-Floculation (Dias et al., 2004)

111.5. Valorisation des margines

Les margines sont riches en éléments nutritifs minéraux et organiques. Ce critére a
ameneé les chercheurs a mettre au point de nombreux procédés de valorisation (Fiestas Ros de
Ursinos, 1981).Cette valorisation a pour objectif I'élimination des composés phénoliques
d'une part et l'utilisation des margines dans les domaines de la biotechnologie, de la chimie,

de I’agriculture et voire méme du génie civile d'autre part (Levis-Menzi et al, 1992).

[ Valorisation des margines ]
|
|
Traitement Production Alimentation " .
- ) Biocarburant Cosmetique Biogaz
des maladies des enzymes animale :

Figure 06._Principaux voies de valorisation et de traitement des margine
(Fiorentino et al., 2003b)
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Les composes phénoliques sont des phyto-micronutriments, synthétisés par les végétaux
et qui appartiennent & leur métabolisme secondaire. Ils participent & la défense des plantes
contre les agressions environnementales (Gee & Johnson, 2001). Les composés phénoliques
contribuent fortement au gout piquant, a I’astringence et a I’amertume des huiles (Brenes et
al., 2000). De nombreuses études sont en faveur d’un impact positif de leur consommation sur
la santé.

En effet, les polyphénols pourraient permettre de prévenir de nombreuses pathologies
comme le cancer (Brown et al., 1998) et les maladies dégénératives et cardio-vasculaires
(Paganga et al.,1999).

Avec plus de 8000 structures phénoliques identifiées (Urquiaga & Leighton, 2000).
Les polyphénols présentent une structure trés variée. 1l existe des molécules de structure simple,
de forme phénolique avec un cycle benzénique sur lequel sont fixés des groupements
hydroxyles (les acides coumarique, OH-coumarique, caféique, ferrulique, cinnapique), et des
composés plus complexes qui sont les flavonoides et les anthocyanes (Macheix et al., 2005b).
Les principaux composes phénoliques ne se trouvent pas a I'état libre mais sous forme d'esters
ou d'hétérosides (Ribereau-Gyon, 1968).

I. Classification

Les composés phénoliques sont regroupés en nombreuses classes qui se différencient
par leurs voies de la biosynthese, la complexité de leur squelette de base (de simple Cs a des
formes polymérisées), les degrés de modification de ce squelette (degrés d'oxydation,
d'’hydroxylation, de méthylation) et la liaison possible de ces molécules de base avec d'autres
molécules (glucides, lipides, protéines) (Macheix et al., 2005b).

I1. Biosynthése
I1.1. La voie de Shikimate

Les acides aminés aromatiques (phenylalanine et tyrosine) sont a l'origine de la plupart
des molécules phénoliques chez les végétaux. Ces acides aminés sont formés a partir des sucres
simples issus du métabolisme primaire par la voie I'acide shikimique. La désamination de la
phénylalanine donne naissance au précurseur direct des phénols: I'acide cinnamique
(Ribereau-Gayon, 1968).
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Tableau 06: Principales acides phénoliques simples
(Harbone, 1989 ; Macheix, 1990 ; Sarni-Manchado & Cheynier, 2006; Macheix et al., 2005a).

Classe des acides Squelette Structure Les Radicales Exemple
phénoliques simples | carboné
R1 | R2 R3 | R4
R2 R1 ,
_ H | H H H | Acide benzoique
hvd A([‘Jldes } cb.Cl H |[H OH |H | Acide p hydroxyl benzoique
ydroxybenzolques ) R3 COOH |H | OH OH | H | Acide protocatechique
H |OCHs |OH | H Acide vannillique
RY H |OH OH | OH | Acide gallique
R1 R2 R3
R1 OOH | H H H Acide cinnamique
Acides H OH H Acide p coumarique
hydroxycinnamiques | C6-C3 OH OH H Acide caféique
R? OCHs |OH H Acide férulique
R3 OCHs; |OH | OCHs | Acide sinapique
R6 R7 R8
R6 H OH |H Umbelliférol
. OH OH H Aescultol
Coumarines C6-C3 (o d)
R7 OCHs; | OH H Scopolétol
OCHs | OH OH Fraxétol
R H OH OH Daphnétol
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Tableau 07 : Principales classes des flavonoides (Narayana et al., 2001;W-Erdman et al, 2007).
Classe des Squelette Structure Les Radicales Exemple
flavonoides carboneé R3' R4’ R5'
Flavones Ce-C3-Cs ;Jj ~H OH H Apigénine
oh - :
\(_?jﬁr/ ‘\J\FOH OH |H Lutéoline
5
o | OH OHCs | H Diosmétine
Flavonols Cs-C3-Cs T H OH H Kaempférol
on_ )
<> *OH OH H Quercétine
- ‘ OH OH OH Myrecétine
Flavanols Cs-C3-Cs J,_iﬁ ~_OH OH H Catéchine
=T o = . _(_
\Li;:[;n B ~
OH |
Flavanones Cs-C3-C 0 OH H Naringénine
R :
T & "OH OH |H Eriodictyol
|
Anthocyanidines C6-C3-Cs T H OH |H Pelargonidine
O%ﬁL‘\O OH |OoH TH Cyanidine
on | OH OH OH Delphénidine
Isoflavones Ce-C3-Cs RZ | oH R5 R7 R4'
© OH OH OH Genisteine
R5 g |
H O- OH Daidezine
‘ Glu
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COQOH
PO COOH CHO o oH_ | _cooH COOH
~
1 L, H—T—oH H H 6
CHZ2
Acide H OH OH H 3 5 »
Phosphoenol CH20P H——OH (@] e OH [ OH
pyruvique H OH
(PEP) Erythrose 4 P _OH OH
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3P

Figure 07 : La voie de Shikimate (Floss, 1997)

11.2. La voie de phényl-propanoide

Cette séquence biosynthétique permet la formation des principaux acides

hydroxycinnamiques (acide coumarique, caféique, férulique et sinapique) qui se

présentent généralement sans forme d'esters ou glucosides (Ribereau-Gayon, 1968).
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SCoA
OH - o

Acide caffeique O Caffeoyl CoA

|

/ L] l
e O NN N === - CGuaiacyl lignine
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)

MeO H

MeO Acide 5 hydroxy férulicqque 5 Hydroxy feruloyl CoA H
i

H
MeO -
Syringyl lignine
OH o

Acide sinapique
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Figure 08. La voie de phényl-propanoide (Hoffmann et al, 2004).
11.3 La voie d'acide acétique
Cette voie donne naissance aux flavonoides dont le squelette de base a une
double origine : trois molécules d'acétyl COA (cycle A) et une molécule de p-coumaryl
COA (cycle B et I'nétérocycle C). La condensation de ces unités donne naissance aux
flavonoides et particuliérement aux pigments anthocyanes et flavonols ou encore
certains monomeres de types flavanols dont la polymérisation conduit aux

tanins condensés.

Chalcone

Acide acétique Acide p-coumarique

Figure 09. La voie de I’acide acétique (Ribereau-Gayon, 1968).

OH
2,4, 6, 4" tetrahydroxy chalcone

lChalcone isomeérase

OH
OH o
Flavone synthase

OH

Flavanone : Naringénine Flavone : Apigénine
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1 (28 ) flavanone 3 hydroxylase
OH
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on @
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Figure 10 : La voie de biosynthése des flavonoides (Winkel-Shirley, 2001 ;
Subsamanian et al., 2007).

I11. Les composés phénoliques de I’olivier
I11.1 Les feuilles de I’olivier

Les analyses montret que l'oleuropéine est le composé majoritaire. Elle atteint
un pourcentage de 14,2% de la matiere seche (Bouaziz, 2003 ). Un hydrolyse acide de
I'extrait des feuilles produit une concentration élevée en hydroxytyrosol (2,3g
d'hydroxytyrosol/100g de feuilles fraiches) (Harzallah & Kiritsakis, 1999) et en
verbascoside. Ces trois polyphénols sont considérés par certains auteurs comme des
substances antibactériennes et antifongiques potentielles (Aziz et al., 1998; Bisignano
et al.,1999; Sudjana et al., 2009).
111.2. Les olives de tables

L'analyse chromatographique des composés phénoliques contenus dans la pulpe
et dans la saumure des olives révele que dans la préparation des olives de table vertes,
un seul composé phénolique est préponderant, tant dans la pulpe des olives que dans la
saumure, il s'agit de I'nydroxytyrosol.
Dans la préparation des olives de table noires, quatre composés phénoliques sont
présents en quantite non néegligeable. Il sagit de I'hydroxytyrosol, I'acide dihydro-
cafeique, le tyrosol et I'acide phloretique, encore appele acide dihydro-p-coumarique
(Owen, 2003).
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111.3. L’huiles d’olive

Les composés phénoliques trouvés dans I’huile d’olive vierge sont
I’oléuropéin  (un  hétérosidique  ester  d’acide  élenoléique avec 3,4
dihydroxyphenethylalcohol (hydroxytyrosol)), le dimethyloléuropéin (acide dérive de
I’oléuropéin), le ligstroside (un hétérosidique ester d’acide ¢lenoléique avec 4
hydroxyphenethylalcohol (tyrosol)) et I’acide caféique (Guedon, 1992; Binchi
Bianchi & Pozzi, 1994).

I11.4. Les grignons

Le grignon d’olive renferme divers composés phénoliques : des poly phénols
solubles dans les solvants utilisés (méthanol-eau et acétone-eau), des poly phénols
attachés aux parois cellulaires, des flavonoides et des tanins (Servili et al.,1999;
Romani et al.,1999;Cardoso et al., 2005; Ranalli et al.,2006).

I11.5. Les margines

Les composés phénoliques des margines sont trés divers et leur structure est tres
variable. lls proviennent de I'hydrolyse enzymatique des glucides et des esters de la
pulpe d'olive au cours du processus d'extraction. La teneur en composés phénoliques
dans les margines dépend du systéeme d'extraction de I'huile d'olive et de la variéte
d'olive traitée. En genéral, elle varie entre 3 et 5 g/l et elle peut méme dépasser les 9
g/l. Plus de 50 composeés phénoliques et plusieurs alcools ont été identifiés. Ces derniers
sont classés en monomeéres et en polymeéres phénoliques (Ramos-Cormenzana, 1986;
Annaki et al., 1999; Aissam et al., 2002; Casa et al., 2003; Fenice et al., 2003).

Plusieurs monomeres aromatiques ont été identifiés dans les margines par des
techniques de chromatographie en phase liquide (HPLC) ou chromatographie en phase
gazeuse (CPG). lls sont représentés essentiellement par des acides et des alcools
phénoliques.

Les polyphénols identifiés dans les margines sont essentiellement les
anthocyanes (Tanchev et al., 1980), les tannins qui ont une structure plus complexe et
leur concentration peut atteindre 12 g/l (Balice et al. 1982) et les lignines qui sont des
hétéro-polymeres formés par la polymérisation oxydative de trois types de monomeres

dérivés de l'alcool hydrox cinnamique (Hamdi, 1991).
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Tableau 08 : Structure et teneur des monomeéres phénoliques rencontrés dans les

margines (Lakhtar, 2009).

Composés

phénoliques

Structure

Teneurs (unité)

Acide cafféique

/<j/%/COOH
<
HO

(MM.I) ! 0,32 - 1,36
Acide p-coumarique 0
1 %

(MM.I) H{@”*’“ 0,19 - 0,57
Hydroxytyrosol /©/\/°“

(mg.I") aal 37,9 - 143,34

Tyrosol /@A/OH

(mg.I") HO 8,51 -9,43
Acide vanillique e

oH
(mg.I"Y) Hn::--’éj)k 20
OCH
Acide ferrulique Q
CH; Noh
(mg.I™) 95
H

V. Les propriétés biologiques des composés phénoliques

L’huile d’olive est trés riche en antioxydants, comme les polyphénols, et en

particulier, 1’hydroxytyrosol et le tyrosol. lls permettent de prévenir et de traiter les

maladies cardiovasculaires, les cancers, le diabéte, les maladies neurodégénératives,

I’inflammation et le vieillissement. Ils sont antimicrobiens et jouent aussi un role

important dans le renforcement du systeme immunitaire et la protection de certains

tissus et organes contre les dommages oxydatifs : cerveau, foie, globules sanguins,

muscles et arteres (Benlemlih & Ghanam, 2012).
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I. Généralités

Les bactéries sont des organismes unicellulaires relativement simples, de petite

taille (0.5 a 1 um de large, 1 a 3um de long) que I’on distingue au microscope optique

a fort grossissement. Elles ne possédent pas de noyau différencié, ce qui les classe parmi

les procaryotes, mais un chromosome circulaire dépourvu d’une membrane nucléaire

(Blancard et al., 2003).

Une cellule bactérienne est composée d’éléments constants, présents chez

quasiment toutes les bactéries et d’éléments facultatifs, observés ou non en fonction des

espéces Figure 11.
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Figure 11 : Les éléments composants la cellule bactérienne.
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I1. La coloration de Gram

En 1884, un médecin danois mit au point la méthode de coloration qui porte son
nom. Cette derniere a permet de classer les bactéries en deux grandes catégories, les
Gram positif et les Gram négatif.

La coloration de Gram consiste a traiter un frottis ou un étalement bactérien
séché et fixé a la chaleur, par une solution de violet de cristal puis par une solution iodo-
iodurée (lugol). En soumettant la préparation a I’action de I’éthanol, les cellules
bactériennes réagissent de deux facons et formant deux groupes : les unes, dites a Gram
négatif se decolorent rapidement sous I’action du solvant ; les autres, au contraire
conservent leur coloration violette et sont dites & Gram positif. Pour accentuer le

contraste, la préparation est finalement traitée par la fushine : les bactéries a Gram

négatif se colorent en rose tandis que celles a Gram positif restent colorées en violet

(Meyer et al., 2004).
AV g v -

Figure 12 : L’aspect des cocci a Gram positif (a gauche) et des bacilles a Gram

négatif (a droite) a la coloration de Gram (Colton & Russell, 2003).

La classification en bactérie a Gram positif et a Gram négatif reflete des
différences fondamentales basées sur leurs propriétés de perméabilité aux colorants,
liés a la nature de leurs composants de surface. Les différences les plus importantes
sont la présence d’une membrane externe chez les Gram négatif et une couche épaisse
du muréine chez les Gram positif (Assous et al., 1999).

I11. La structure des Gram positif

I11.1. La membrane cytoplasmique
La membrane cytoplasmique est constituée d'une bicouche phospholipidique,
dont la perméabilité, tres limitée pour les molécules polaires, est influencée par la

longueur des chaines et le degré de saturation des acides gras qui la composent.
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Il existe des protéines appelées "perméases™ qui sont insérées dans cette double
couche hydrophobe et qui facilitent le passage a travers la membrane (Bingen, 1986).

Proteins

Figure 13 : La structure de la membrane cytoplasmique (Colton & Russell, 2003).

111.2. La paroi

Au-dela de la membrane cytoplasmique, les enveloppes bactériennes sont
indispensables a la vie. Elles consistent en une paroi rigide nécessaire au maintien de
I’importante pression osmotique intracellulaire générée par les fortes concentrations en
ions, métabolites et autres macromolécules. Elle confére également la forme de la
bactérie et assure la protection (physique, chimique et immunologique) de la cellule
(Nikaido & Vaara, 1985).

111.2.1. Le peptidoglycane

Le composant majeur de la paroi des Gram positif est un polymere complexe de
sucres et d’acides aminés, appelé muréine ou peptidoglycane. La muréine est un
composant essentiel qui donne a la bactérie sa forme et sa rigidité. Elle est composée
de chaines de glycane (sucres) qui sont reliés les une aux autres par I’intermédiaire de
peptides (Assous, 1999).

111.2.2. Les acides téchoiques et lipotéichoiques

Ce sont des polymeres du ribitol-phosphate ou du glycérol-phosphate, reliés par
des groupes phosphate. Les acides téchoiques sont fixées soit au peptidoglycane lui-
méme, soit aux lipides de la membrane cytoplasmique, on les s’appelle dans ce cas, des

acides lipotéichoiques (Prescott et al., 2010).
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Figure 14 : Les composants de la paroi des Gram positif (Prescott et al., 2010).

Membrane
cytoplasmique

IV. Les cocci a Gram positif

Les cocci a Gram positif occupent en pathologie humaine une place importante
par leur nombre et la gravité¢ des infections qu’ils provoquent. Ce sont des especes
bactériennes constituées par des cellules de forme arrondie (cocci ou coques)
immobiles, a Gram positif, aérobie anaérobie facultative, dont I’importance médicale
est tres grande (Drugeon & Courtieu, 1987 ; Sirot, 1990; Bannerman et al., 1993;
Koseki & Yamamoto, 2007).

IV.1. Les staphylocoques
Les staphylocoques sont des cocci a Gram positif, immobiles, a sporulés et

habituellement non capsulés. La plupart des especes sont aéro-anaérobies facultatives,
a catalase positive. Les staphylocoques appartiennent a la famille des Micrococcaceae
qui comprend quatre genres : Micrococcus, Staphylococcus, Stomatococcus et
Planococcus (Avril & Monteil, 2000).

Il s’agit de germes trés répandus dans la nature (air, eau, sol). Les
staphylocoques en particulier les especes S. aureus et S. epidermidis, font partie de la
flore normale de nombreux individus qui sont des porteurs asymptomatiques (Ferron,
1984; Avril & Monteil, 2000).

S. aureus est I’espéce majeure, d'origine humaine, animale (volaille, bovin, ovin,
caprin...) S. aureus est une bactérie pathogéne :
- Par virulence : elle fabrique des protéines de surface et des enzymes dont la
coagulase libre et la thermonucléase recherchées en routine.
- Par toxinogénese : elle produit diverses toxines, dont des entérotoxines de
différents types antigéniques (A a F), provoquant une intoxication alimentaire ou une
| 24
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toxi-infection alimentaire (Tia). Le type A est le plus souvent rencontré dans la toxi-
infection alimentaire collective (Tiac) (Camille, 2007).
IV.2. Les streptocoques et les entérocoques

Ce sont des cocci a Gram positif ; les cellules peuvent étre ovoides, sphériques
ou rarement allongées en batonnets, et se divisent en un seul plan pour former des paires
ou plus souvent des chainettes. lls sont dépourvus de cytochrome et de catalase. Le
contenu en guanine et cytosine (G + C %) est compris entre 33 et 42 (Potel & Baron,
1990).

Les streptocoques appartenant a la famille des Streptococcaceae, sont retrouvés
a I'état commensal sur la peau et les muqueuses. Ce sont des germes ubiquitaires. Les
entérocoques sont des bactéries ubiquistes présentes dans 1’intestin de I’homme et des
animaux, dans le milieu extérieur (plantes, sols, eaux...) (Vassaut et al., 1986; Bouvet,
1994).

Tableau 10 : les especes de streptocoques et des entérocoques et leurs pouvoirs
pathogenes (Baudry C & Buzellec H, 2006).

Groupe | Espéce Pouvoir pathogéne

A S. pyogenes Pathogéne pour I’homme : Scarlatine, néphrite,
septicémie. . .etc.

angines,

Responsable de mammite chez les bovidés et responsable chez

S. dysgalactae

B S. agalactiae | ’homme : des infections génito-urinaires, néonatales (méningite)
et de septicémie.
S. equi Responsable de la gourme du cheval et de suppurations diverses
C chez les autres espéces animales.

Commensal de rhino-pharynx chez I’homme occasionnellement
pathogéne.

E. faecalis Commensaux de [D’intestin de I’homme et des animaux.
D E. durans Responsable d’infections urinaires, des suppurations, endocardites
E. faecium et de septicémie.

V. Les bacilles a Gram positif

V.1. Listeria

Listeria se présente sous la forme de petit bacille droit, de 0,4 a 0,5 um de

diamétre sur 0,5 a 2,5 pum de longueur, aux extrémités arrondies, se présentant de
maniere isolée ou groupés en V ou en L ou en palissades ou, parfois, en courtes chaines
ou petits amas. Ce sont des bactéries a Gram positif, non acido-résistantes, non
capsulées, non sporulées, aéro-anaérobies facultatives mais cultivant mieux en

aérobiose et mobiles lorsqu'elles sont cultivées a 20 °C (ciliature périt riche), immobile
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37° C, non capsulé, non sporulé. Listeria est une bactérie ubiquiste, tellurique, trés
répandue dans I'environnement, et qui possede de grandes capacités de résistance dans
le milieu extérieur (Kaismoune, 2009).

Les infections a L. monocytogenes sont sérieuses mais heureusement « rares ».
La bactérie pouvant contaminer un certain nombre d’aliments, de nombreuses
personnes ingerent assez fréquemment de petites quantités de L. monocytogenes sans
qu’aucun symptome n’apparaisse (Ryser et al., 1999).
V.2. Clostridium

Toutes les bactéries du genre Clostridium sont des anaérobies stricts. Elles
peuvent se développent dans une grande gamme de température. La plupart des espéces
sont mobiles et possedent des flagelles péritriches. Elles sporulent quand les conditions
sont défavorables. Ainsi, leur endospore leur permet de se maintenir en milieu sec,
chaud et aérobie (Brelivet et al., 2005).

Les espéces de Clostridium associées aux infections humaines ont été isolées
dans un large spectre environnemental : sols, déchets, eaux usées, riviéres, lacs, lait,
légumes, viande fraiche, insectes, appareil intestinal humain et de nombreux animaux
(Starr et al., 1981).

V.3. Corynaebacterium

Corynaebacterium est un bacille non ramifié, non capsulé, non sporulé et
immobile. Les bactéries se présentent souvent en forme de massue et groupé en amas
donnant des images en palissade, en paquet d’épingles ou en lettres d’alphabets. Il est
rencontré uniquement chez 1’homme dans le rhino-pharynx et sur la peau. C.
diphtheriae 1’agent causale de la diphtérie, une toxi-infection se traduisant par une
angine pseudomembraneuse et/ou une laryngite asphyxiante (croup). Elle peut se
compliquer d’une myocardite et de paralysie des nerfs craniens et périphériques

(Danielle, 2008).
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Dés la naissance, I'Homme se trouve en contact avec des micro-organismes qui vont
progressivement coloniser son revétement cutanéo-muqueux. Pour résister a ces
microorganismes de nombreux moyens sont mis en jeu. Tels que les mécanismes de résistance
naturelle (ou innés) et I'immunité acquise. Cependant, si on traite les microorganismes toujours
avec la méme méthode et le méme produit, ces derniers vont s’adapter et y deviennent
insensibles. C’est pour cela qu’il est recommandé d’alterner plusieurs produits antimicrobiens

(Kaufmann, 1997).

I. Les agents antimicrobiens

Un agent antimicrobien est un facteur physique ou chimique qui contrble le
développement d’une population microbienne Il est dit bactériostatique lorsqu’il crée un état
d’inhibition momentanée de la multiplication bactérienne, ou dit bactéricide lorsqu’il détruit
totalement les bactéries (Hardy, 2003).
I.1. Les agents physiques

La chaleur humide tue facilement différents types de micro-organismes (virus,
bactéries, champignons), en dégradant les acides nucléiques, dénaturant les protéines, et brisant
les membranes. Par contre la chaleur séche, moins efficace, nécessite des températures plus
élevées et des temps d’exposition plus longs. Elle engendre l'oxydation des constituants
cellulaires et la dénaturation des protéines (Assous et al., 1999).

La réfrigération consiste a baisser la température a des valeurs légérement supérieures
au point de congélation. Elle inhibe le développement des germes mésophiles, dont la plupart
des microorganismes pathogenes. Par contre, on parle de la congélation lorsque la température
de fusion de glace est de 0°C. Elle tue les germes par la rupture de leurs membranes (Guy &
Vierling, 2007).

Les radiations ionisantes (rayons X ou Gamma) ont pour cible I’ADN cellulaire. De ce
fait, la synthése des protéines et des enzymes est impossible, donc le microorganisme et la spore
meurent.

Les radiations non ionisantes ou ultraviolettes (UV) détruisent la plupart des
microorganismes, sauf les spores, en altérant leurs structures chimiques. La reproduction est

donc possible a partir des spores restant (Baudry & Brezellec, 2006).
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1.2. Les agents chimiques

Les désinfectants sont des substances chimiques qui tuent les microorganismes en
bloguant leurs multiplications. Les antiseptiques sont des substances semblables aux
désinfectants mais ils peuvent étre utilisés directement sur la peau (Hunter et al., 2006).

Tableau 10 :

Les principaux agents antiseptiques et désinfectants (Bousseboua, 2002).

Antiseptiques

Agent

Domaine d’utilisation

Composes mercuriels

Peau

Nitrate d’argent

Yeux de nouveau-nés

Solutions iodées

Peau

Alcool (70%)

Peau

Biphényls Savon, lotions
Détergents cationiques Savon, lotion
Peroxyde d’hydrogéne Peau

Désinfectants

Agent

Domaine d’utilisation

Composés mercuriels

Surfaces diverses

Sulfate de cuivre

Algicide (piscines)

Solution iodée

Instruments médicaux

Formaldéhyde

Matériel hospitalier

Composés chlorés

Eau potable, industrie

Composés phénoliques

Surfaces diverses

Détergents cationiques

Instruments médicaux

Oxyde d’éthyléne

Matériaux plastiques

Ozone

Eau potable
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Figure 15 : les principaux agents antimicrobiens et leurs mode d’action (Prescott et al., 2003; Meyer et al., 2004).

| 29




Les techniques d'étude de I'activité antibactérienne I 2015

1.3. Les agents chimio-thérapeutiques

Aprées la notion de « antibiose », exprimée par pasteur en 1877, 1’antibiotique
peut se définir comme toute substance élaborée par des microorganismes, ou pouvant
étre reproduite par synthése chimique, qui possede la propriété de détruire les bactéries
ou d’inhiber leurs croissance (Baudry & Brezellec, 2006).

L’action d’un antibiotique est le résultat des interactions organisme-antibiotique
d’une part et antibiotique-bactéries d’autre part. Pour résumer ces derniéres, on peut
dire que pour étre actif, un antibiotique doit : pénétrer jusqu’a sa cible bactérienne, ne
pas étre inactivé et enfin, étre capable de se lier & sa cible (Gaudy & Buxeraud, 2005)
I1. La mesure de activité antibactérienne

11.1. Le coefficient phénol

La méthode de coefficient phénol est le test le plus commun pour 1’évaluation
des désinfectants. Elle permet de comparer, dans un intervalle de temps de contact de
10 min, D’efficacité d’un désinfectant donné, par rapport au phénol pris comme
référence. Sur le plan pratique, des gammes de dilutions de concentrations connues du
désinfectant testé et du phénol sont additionnées d’un inoculum défini d’une culture
bactérienne de référence. Apres un temps d’action de dix minutes, des échantillons de
ces suspensions sont repiqués sur un milieu de culture convenable et incubés pour 48
heures, afin d’évaluer 1’activité inhibitrice du désinfectant testé. Cette derniére
s’exprime par 1’absence de toute croissance dans les tubes repiqués (Bousseboua,

2002).

11.2. La concentration minimale inhibitrice

Des dilutions sériées d’une solution mere d’antibiotique sont préparées suivant
une progression géomeétrique de raison de 1/2. Par la suite, une addition, pour chaque
dilution, d’une méme quantité d’inoculum du germe a étudier permet de déterminer.
Aprés 18 a 24 heures d’incubation a 37°C, la plus faible concentration de I’antibiotique
pour laquelle il n’y a pas de croissance visible représente la concentration minimale

inhibitrice (CMI) (Archambaud, 2009).
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Figure 16 :Technique de la concentration minimale inhibitrice (Vincent et al., 1992).
11.3. La diffusion sur gélose

La diffusion en disque se référe a la diffusion d’un agent antimicrobien d’une
concentration spécifique a partir de disques, tablettes ou bandes, dans le milieu de
culture solide, qui a été ensemencé avec I’inoculum choisi et isolé en culture pure. La
diffusion en disque est basée sur la détermination d’une zone d’inhibition
proportionnelle a la sensibilité bactérienne a I’antimicrobien présent dans le disque

(Threlfall et al., 1999; Walker, 2000).

Figure 17 La détermination de I’activité antibactérienne sur gélose

(Archambaud, 2009)
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I. Echantillonnage

Les margines de I’olivier ayant fait I’objet de notre étude ont été collectées en
période de trituration des olives a partir d'une région de Guelma Tableau 11.

Les échantillons de margines ont été placés dans des récipients hermétiques a

I’air et a la lumiére et conservés a 4°C jusqu’a 1’analyse.

Tableau 11 : Caractéristiques des échantillons étudiés.

Echantillon 1 Echantillon 2
Période Novembre 2014 Décembre 2014
Commune Roknia Ain Hessainia
Variété Rougette Rougette
Procédé de trituration Discontinu (presse) Continu (deux phases)

I1. Caractérisation des margines
11.1. Mesure du pH

Apreés I'étalonnage du pH-métre (Hanna), I'électrode est plongé dans un bécher

contenant un volume de 100 ml de la margine et on note la valeur du pH.
11.2. Conductivité électrique et Salinité

La conductivité électrique (CE) et la salinité (S) sont mesurées par un multi-
parameétre de terrain (Consort C931 version 2.4). Aprés rincage de la sonde, on la
plonge dans un bécher contenant un volume de margine a analyser, en prenant soin a
ce que les électrodes soient completement immergées (photographie 01) (Rodier et al.,
2009).

11.3. Humidité et matiere seche

La matiere séche (MS) est constituée de I'ensemble des substances organiques
et inorganiques, en solution ou en suspension, contenues dans le substrat. La
détermination de la MS consiste a évaporer un échantillon de 10 ml dans un creuset en

porcelaine a 105°C jusqu’a poids constant (Hamdi, 1991 ; Aissam, 2003).
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La teneur en matiére séche, exprimée en g.I" est donnée par la formule suivante :

M-M
MS = % x 1000(g.1"1)

Pour I’humidité (H) elle est déterminée comme suit :

My —M) .
TE = TR 100(%)

Mo: masse du creuset vide en g.

Mz1: masse du creuset et de margines avant séchage en g.
M : masse du creuset et de margines apres séchage en g.
V : volume de la prise d’essai en ml.

11.4. Demande biologique en oxygéene

La DBOs est la quantité d’oxygene consommeée par les microorganismes a 20
C°, dans I’obscurité et pendant cinq jours d’incubation, temps qui assure 1’oxydation
par voie biochimique d’une fraction de matiére organique carbonée contenue dans
I’échantillon. La consommation d’oxygene est proportionnelle a la quantité de maticre
organique biologiquement oxydable contenue dans 1’échantillon, et donc a son niveau

de pollution (Rodier et al., 2009; Metahri, 2012).

La mesure de la DBOs de nos échantillons a été faite par une méthode
respirométrique (Rodier et al., 2009) a I’aide d’un DBO-metre (DBO Sensor 6, VELP

Scientifica). Les résultats sont exprimés en mg d’O2/I.
11.5. Demande chimique en oxygene

La DCO est la mesure de la quantité d’oxygene nécessaire pour la dégradation
chimique de toute la matiére organique biodégradable ou non, contenue dans une eau a
I’aide de dichromate de potassium (K2Cr207) a 150 C°. Elle est exprimée en mg d’O2/I
(Rodier et al., 2009; Metahri, 2012).

La détermination de la DCO a été effectuée par la méthode a petite échelle en
tubes fermés (Rodier et al., 2009).
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I11. Extraction des composés phénoliques
I11.1. Acidification

Avant de procéder a I’extraction des polyphénols a partir des échantillons de
margines, il est nécessaire de précipiter leur fraction protéique en baissant leur pH
jusqu’a 2, a I’aide d’une solution d’HCI1 (2M) (Deeb et al., 2000).

111.2. Délipidation

Apres ’acidification, 50 ml de margines sont centrifugées pendant 10 min a
3200 tour/min. Deux phases sont obtenues : une phase aqueuse et un culot précipité. 30
ml de la partie aqueuse sont ajoutées a 60 ml de n-hexane. L'extraction des lipides est
effectuée dans une ampoule a décanter. L'opération est répétée deux fois afin d'extraire
le maximum des lipides (Bouhadjra, 2011 ; Leulmi, 2011).

L\/, bouchon mainten é/ { |
\ la main

lvant extracteur \\
.

phase supérieure :
contient I'espéce X dans
0 solvant extracteur,

phase Inferieure
contient Fespéce Y
dans l'eaw

\ AMpoute 3 décanter |
contenant le métange aqueux: |\
epéces X ety dans leau. 3

Figure 18 : Délipidation par ampoule a décanter (Bouhadjra, 2011).
111.3. Extraction liquide-liquide

L’acétate d’éthyle est confirmé étre un solvant convenable pour la récupération
des CP contenus dans les margines. L’extraction des CP est effectuée dans une autre
ampoule a décanter de capacité 250ml. Une prise d’essai de 25 ml de margine délipidée
est mélangee avec 25 ml de solvant. Le mélange subit ensuite une agitation puis une
centrifugation pendant 10 min a 3200 tour/min. ’opération d’extraction est répétée
quatre fois pour récupérer le maximum des CP. La phase organique riche en CP subit

une évaporation rotatif a 40°C jusqu’a I’obtention d’un dépét jaune foncé de
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polyphénols. Ce dépdt est récupéré dans le méthanol pur (Visioli et al., 1999;
Bcherrawi, 2000; Ghattas, 2004; Bouhadjra, 2011).

Photographie 1 : Caractérisation des margines et extraction des composés phénoliques.
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1VV. Dosage des polyphénols totaux des extraits

Suivant le protocole de Yaakoubi et ses collégues (2010), le dosage a été réalisé
avec 50 pl d’extrait des polyphénols (convenablement dilué par 1,35 ml d’eau distillée)
auquel sont rajoutés 200 pl du réactif de Folin-Ciocalteu. Aprés 3 min, 400 pl de
Na2COs (20 %) ont été ajoutés, la couleur bleue commence a apparaitre. Les solutions
sont maintenues a I'obscurité pendant 40 min et a température ambiante. Une partie de
la solution est transférée dans une cuvette de quartz (volume de 4ml, distance optique
lcm). L'absorbance a été mesurée a 760 nm a 1’aide un spectrophotomeétre (JENWAY
6715 UV/IVis).

La teneur en phénols totaux a été déterminée par comparaison de la densité
optique observée a celle obtenue par un étalon d’acide gallique de concentration

connue.




Matériel et Méthodes I 2015

[ 50 ml de margines ]

L — HCI

[ Acidification pH=2 ]

[ Centrifugation (10 min a 3200 tour/ min) ]

~o
~
~
~
~o
~o
~o
~o

[ Elimination des lipides ]

~<a

30 ml de margine + 60 ml d’hexane +
Agitation puis une Décantation. (X 2)

Elimination
du surnageant
riche en
lipides

[ Margines délipidées ]

J

[ Extraction des CP ]

25ml de margines délipidées + 25 ml d’acétate d’éthyle

Agitation puis Centrifugation (10 min a 3200 Toue/ min)
(X 4)

J

Evaporation du surnageant
riche en CP & 40°C

~
\N
\\
~
S
\\
SA

[ Récupération des CP dans le }

Eliminatio
n de

I’acétate
d’éthyle.

méthanol

Figure 19: Protocole d’extraction des polyphénols des margines.
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V. Evaluation de I’activité antibactérienne
V.1. Inoculat des bactéries tests

Sept souches cibles ont été utilisées pour 1’étude de 1’activité antibactérienne.
Quatre souches proviennent de la collection American type culture collection (ATCC)
fournies par I’Institut Pasteur d’Algérie (IPA), les restes sont des souches cliniques
fournies par les services de bactériologie de 1’établissement public hospitalier Ahmed
Ben Balla de Khenchela (EPH Ahmed Ben Balla) et la clinique privée Mazdaouet de
Khenchela (CPM).

Tableau 12 : Les souches bactériennes test utilisées

N° Bacteéries tests Origine
1 | Staphylococcus aureus 43300 ATCC
2 | Staphylococcus aureus 25923 ATCC
3 | Listeria monocytogenes 25922 ATCC
4 | Bacillus subtilis 21332 ATCC
5 | Staphylococcus aureus EPH
6 | Staphylococcus aureus CPM
7 | Staphylococcus aureus CPM

V.2. Préparation des suspensions et ensemencements

Les souches microbiennes a tester ont été cultivées dans des boites de Pétri
contenant de la gélose nutritive. Aprés 18h d’incubation a 37°C, des suspensions
microbiennes d’une densité optique de 0.5 Mc Farland ont été préparées, pour chaque
bactérie, dans d’eau physiologique stérile (Boudjouref, 2011).

V.3. Méthode de diffusion en milieux gélosé

Des disques de 6mm de diamétre sont découpés dans du papier Wathman n°3
puis autoclavés pendant 20 min a 121°C. Ces disques sont ensuite imbibés avec 30ul
des extraits obtenus. Des disques imprégnés de méthanol sont utilisés comme témoin
négatif (Bolouet, 2011).

Les disques préparés sont ensuite déposés délicatement a 1’aide d’une pince
stérile sur la surface des milieux Muller-Hinton préalablement ensemencés par les
bactéries-tests. Les boites sont d’abord laissées a une température ambiante pendant

une heure pour assurer une bonne diffusion, puis incubées a 37°C pendant 24 heures.

| 38



Matériel et Méthodes I 2015

L’activité antibactérienne est estimée par la mesure du diameétre de la zone

d’inhibition (Djenaneet al., 2012).

Photographie 3 : Tests de I’activité antibactérienne.
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1.Caractérisation des margines
Les différentes propriétés physico-chimiques (pH, CE, S, MS, H, DCO et DBOs) des

effluents étudiés sont présentées dans le tableau 13 :

Tableau 13 : Caractéristiques physico-chimiques des échantillons de margines.

Echantillon 01 Echantillon 02

pH 4.92 4.86

CE (mS/cm) 18.10 7.90

S 10.60 4.40

MS (g/l) 89 55

H (%) 91.08 94.67
DCO (g d'O2/l) 314.40 313.20
DBOs (g d'O2/l) 201.25 224.56

1.1. LepH

D'apreés les résultats du tableau 13, les échantillons de margines ont montré une acidité
légere avec des pH de 4.92 et de 4,86 respectivement. Ces valeurs se situent dans la limite
inférieure de la fourchette citée dans la bibliographie [4.5 - 5.5] (COl, 1990; Levi-Meminzi et
al., 1992).

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

1.2. La conductivité électrique et la salinité

Les margines provenant de I’huileriec de Roknia ont présenté une conductivité
électrique relativement élevée (18,10 mS/cm). Des échantillons de margines provenant de la
méme huilerie ont donné une conductivité égale a 11,90 mS/cm durant la compagnie oléicole
2012/2013 (Ghedir et al., 2013). Quant aux margines de Ain Hessainia, ils ont donné une
conductivité plus au moins faible (7,9 mS/cm).

Ces variations de conductivité et de salinité (10,6 — 4,4) sont principalement dues au
degré de maturation des olives ainsi qu’aux opérations de salage effectuées durant
la trituration (Benyahia & Zein, 2003; Hanafi et al., 2009).
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Le degré de minéralisation de ces effluents a orienté leur valorisation en fertilisant des
terres agricoles (Capasso et al., 2002).

1.3. L'humidité et la matiére séche

Les résultats des taux d’humidité et de la MS obtenus sont presentés dans la figure 20.

Figure 20 : Les teneurs en humidité et en matiére seche des deux échantillons des margines.

Les teneurs des margines en MS sont de 89 g/l pour le premier échantillon et 55 g/l pour
le deuxieme. Ces valeurs sont proches a celles obtenues par Ghedir et ses collégues (2013) et
inferieurs a celles notées dans les travaux de Aissam (2003) (98 g/l). Cette matiére résulte
principalement des différents débris solides de la trituration (grignons, membranes des pulpes
d’olives, ...).

I1 est a noter que le taux d’humidité des margines est fonction de la nature du processus
d’extraction utilis¢ (Chimi, 2006; Procida & Ceccon, 2006). En effet, les échantillons de
margines provenant d’un systéme d’extraction continu qui nécessite la consommation
d’importantes quantités d’eau (huilerie de Ain Hessainia) étaient plus humides (94,67%) que
celles résultant d’un systéme d’extraction discontinu par presse (huilerie de Roknia) (91,08%).

1.4. Les demandes chimique et biologique en oxygéne

Les résultats enregistrés révelent une charge polluante trés importante (DCO = 314,4 -
313,2 g d’O2/l) et une biodégradabilité tres difficile (DBOs = 201,25 - 224,56 g d’O2/l) de nos
margines. Nos valeurs sont beaucoup supérieures a celles obtenues par Yaakoubi (2010)
portant sur des margines de la région de Meknes (Maroc) rejetées d’un systéme d’extraction
continu a trois phases, ou la DCO n’a pas dépassé 100 g d’O2/I et la DBOs n’a pas dépassé
50 g d'O2/I.
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2. L’extraction des composés phénoliques

Une extraction liquide-liquide a été effectuee afin de récupérer les composés
phénoliques des deux échantillons de margines. Le protocole d’extraction suivi lors de notre
étude est similaire a celui cité par De Marco (2007) et Obied et ses collegues (2005) pour
I’extraction des CP des margines de I’Italie.et de I’ Australie, respectivement.

Apreés 1’¢élimination des fractions protéique (acidification) et lipidique (délipidation),
quatre extractions successives ont été réalisées afin de récupérer le maximum des CP contenus
dans les margines (Allouche et al., 2004). L’acétate d’éthyle (v:v) a été choisis comme solvant.
Ce dernier est ensuite éliminé sous vide afin de transférer finalement dans le méthanol la
fraction phénolique purifiée (Visioli et al., 1999; Ghattas, 2004).

3. Dosage des polyphénols totaux

Avant de procéder aux dosages des CP, une courbe d’étalonnage a été établie en utilisant
I’acide gallique comme référence [0 - 0,4 g/I]. Les contenus phénoliques de nos extraits ont été
déterminés par la méthode de Folin-Ciocalteu (Yaakoubi et al., 2010). Les résultats
obtenus figure 21 ont révélé une grande richesse des effluents oléicoles en composés

phénoliques, ce qui fait d’eux une excellente source naturelle de composés bioactifs.

y=2,4354x
Rz =10,9977

Absorbance a 760 nm

0 T T T T 1
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

Concentration de I'acide gallique (g /)

Figure 21 : Droite d’étalonnage des polyphénols totaux.
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Figure 22 : Résultats des dosages des polyphénols totaux.

Les margines provenant d’une huilerie a systéme d'extraction traditionnel sont montrées
tres riches en CP, soit 70,33 g EAG/I par rapport aux margines résultantes d’un systéme
d’extraction moderne a deux phases, dont la teneur en CP est de 35,669 EAG/I.

Ces résultats conviennent tout a fait & ce qui a été rapporté par Chimi (2006). D’autres
parts, nos valeurs sont beaucoup supérieures a celles enregistrées par Larifi et ses collégues
(2013) et Yaakoubi (2009). Ou les teneurs en CP sont comprises entre 6,30 et 11,70 g/L, pour

des margines issus d’un processus continu a trois phases.

La variation des teneurs phénoliques des extraits dépend en premier temps des facteurs
génotypiques (EI-Waziry, 2007), géographiques (Ksouri et al., 2008) et climatiques (Atmani
et al., 2009) de I’olivier. Mais aussi du systéme de trituration utilis¢é Bouknana et al., 2014) et

de la composition phénolique des extraits (Hayouni et al., 2007).

4. 1’évaluation de ’activité antibactérienne

Les extraits méthanoliques obtenus ont été testés sept souches bactériennes. 1l s’agit de
cing cocci a Gram positif (S. aureus) et deux bacilles a Gram positif (L. monocytogenes. et
B. subtilis).

Nous avons procédé a une étude comparative entre le pouvoir antibactérien de deux
extraits phénoliques issus des margines de I’Est algérien. L’effet antibactérien des extraits a été
testé in-vitro contre sept souches bactériennes. Il s’agit de cinq cocci a Gram positif (S. aureus)
et deux bacilles a Gram positif (Listeria sp. et B. subtilis). En dépit de leur implication dans
diverses pathologies humaines, ces germes sont connus comme responsables de 1’altération de

différents produits alimentaires.
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L’activité antibactérienne des extraits a été évaluée en utilisant la méthode de diffusion
des disques en papier sur milieu gélosé (Muller-Hinton). Cette technique a été choisie en raison
de sa simplicité et de sa facilité. L’apparition d’une zone d’inhibition au tour du disque apres
24 h d’incubation a 37 °C est considérée comme un résultat positif. Des disques imbibés du

méthanol sont utilisés comme témoin négatif.

D’aprés les résultats présentés dans la figure 23, on constate que nos extraits
phénoliques ont donné un effet antibactérien appréciable et variable sur tous les Gram positif
testés avec des zones d’inhibition qui comprises entre 4 et 22 mm pour les staphylocoques et
entre 13 et 18 pour les bacilles. Cette variabilité dépend en premier temps de la nature de la

souche-test et en deuxiéme temps de la composition chimique de 1’extrait testée.

M Extrait 1 Extrait 2
S. aureus 1 S. aureus 2 S. aureus 3 S. aureus 4 S. aureus 5 L. monocytogenes B. subtilis

Figure 23 : Diametres des zones d’inhibition des sept bactéries tests en millimétre.

Le premier extrait, issu des margines qui résultent d’une trituration discontinu a presse,
a donné des zones d’inhibition plus importantes [6 - 22 mm] en comparaison avec le deuxiéme
extrait [4 - 18 mm]. Cela confirme la notion de corrélation entre la teneur en CP  d’une

substance et son effet antimicrobien.

Parmi les principaux mécanismes d’action des composés phénoliques sur les
microorganismes, on peut citer leur forte dénaturation des protéines, I’inhibition de la synthése
d'acide nucléique, I’altération des fonctions de la membrane cytoplasmique et 1’inhibition du
métabolisme énergétique microbien (Jungkind, 1995).
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Il faut également signaler que le pH d’une substance peut affecter son activité
antimicrobienne. A faible pH, les molécules peuvent se dissoudre plus facilement dans la phase
lipidique de la membrane bactérienne, ce qui justifie le grand pouvoir inhibiteur des acides
phénoliques (Japon-Lujan & Luque-Rodriguez, 2006). L’aspect lipophile des polyphénols
(flavonoides et les quinones) leurs permet aussi d’interagir avec les lipides membranaires en
neutralisent leur potentiel électrique (Firas, 2008).

Il en sort que nos extraits ont exercé une activité modérée sur les cocci, a I’exception du
S. aureus 4 qui s’est montré le plus sensible. Cela est probablement expliqué par la grande

facult¢ d’acquisition de nouveaux mécanismes de résistance chez les cocci a Gram positif

(Quincampoix & Mainardi, 2001).

S. aureus 3 S. aureus 4
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S. aureus 5

Photographie 04 : L’effet inhibiteur des extraits sur les souches de Staphylococcus aureus.

Larif et ses collegues (2013) et Ghedir et ses collegues (2013) ont enregistré des
diamétres plus importants [12 & 20 mm] et [11 & 14 mm] en étudiant ’effet inhibiteur des
extraits phénoliques, issus des margines de la variété marocaine Picholine et la variété

algérienne Chemlal contre des souches de Staphylococcus aureus sauvages.

Cependant, les extraits phénoliques issus des olives du Nepal ont donné des zones

d’inhibition moins importants [9 a 12 mm] sur Bacillus subtilis (Paudel et al., 2011).

Medina et ses collégues (2006) ont montré une activité considérable des polyphénols de
I’huile d’olive contre Listeria monocytogenes. Ces auteurs ont également indiqué que les

extraits testés étaient plus actifs sur les Gram positifs par rapport aux Gram négatifs.

Dans une autre étude, Tafesh et ses collegues (2011) ont indiqué que I’effet antibactérien
des composés phénoliques des margines diminue si on les teste individuellement.

Il est intéressant de noter que les deux extraits ont exercé un effet antibactérien
significatif contre L. monocytogenes et B. subtilis. Ces premiers résultats suggerent la
possibilité de valoriser les biophénols actifs des effluents oléicoles dans la conservation des
aliments. D’ailleurs, les résultats obtenus par Djenane et ses collegues (2011) ont indiqué

I’efficacité des extraits phénoliques des feuilles de 1’olivier dans la conservation de la viande.
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Listeria sp. B. subtilis

Photographie 5 : L’effet inhibiteur des extraits sur les deux bacilles a Gram positif.

Plusieurs autres études ont mis en évidence 1’effet inhibiteur des polyphénols de I’olivier
(feuilles, olives, huile, margines, grignons) sur les bactéries a Gram positif et & Gram négatif
(Bisignano et al., 1999; Korukluoglu et al., 2004; Medina et al., 2006; Pereira et al., 2007;
Erdohan & Turhan, 2011 ; Krid et al., 2011; Paudel et al., 2011).

Enfin, on peut dire que la méthode de diffusion des disques en papier sur milieu gélosé
est considérée comme un test préliminaire principalement qualitatif. Pour cela, il est
recommandé d’évaluer la CMI des extraits qui ont donné des zones d’inhibition supérieurs ou

égale a 10 mm (Bisignano et al., 1999).
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La valorisation des polyphénols des margines offre une double opportunité d’obtenir

des biomolécules actives et de réduire la toxicité de ces effluents.

Notre étude avait pour objectifs essentiels, 1’extraction et la quantification des
composés phénoliques des effluents oléicoles, et ensuite, 1’évaluation de Dactivité

antibactérienne des extraits obtenus sur huit souches pathogenes a Gram positif.

Les échantillons choisis pour notre travail appartiennent a la variété Rougette et
proviennent de deux huileries de 1’Est algérien (Guelma). Les margines étudiées, résultent de
deux systemes d’extraction différents, le premier est dit discontinu ou a presse et le deuxiéme

est continu a deux phases.

D’aprés les normes des rejets des effluents liquides, citées dans le journal officiel de la
république Algeérienne (2006), on conclue que nos margines sont plus au moins acides [pH =
4,92 - 4,86] et trés riches en matiéres organique [MS = 89 - 55 g/l) et minérale [CE = 18,10 -
07,90 mS/cm ; S = 10,60 — 04,40]. Une eénorme charge polluante et une biodegradabilité
difficile, traduites en termes de DCO [314,40 - 313,20 g d’O>/I] et de DBOs [201,25 — 224,56
g d’0O2/1], ont été également marquées pour les deux échantillons.

Une extraction liquide-liquide a été effectuée, en utilisant le n-hexane et 1’acétate
d’éthyle comme solvants, afin de récupérer les composés phénoliques des margines. Les
dosages des polyphénols totaux des extraits ont été effectués selon la méthode de Folin-
Ciocalteau en se référant 1’acide gallique. La teneur la plus élevée (70,33 g/1) corresponde aux

margines provenant d’une huilerie traditionnelle.

L’effet antibactérien des extraits a été mis en évidence par la technique de diffusion des

disques sur sept bactéries a Gram positif (cing S. aureus, L. monocytogenes. et B. subtilis).

Les résultats montrent différentes zones d’inhibitions. Le spectre d'activité varie selon

la composition de I’extrait testé, I’espéce de la souche-test et son origine.

Les deux extraits ont exercé un effet antibactérien intéressant sur I’ensemble des

souches-test avec des zones d’inhibition comprises entre 4 et 22 mm. Les diametres les plus
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importants ont été enregistrés contre S. aureus 4 (22 mm), B. subtilis (18 mm) et L.

monocytogenes (15 mm).

Ces résultats sont prometteurs et suggerent la possibilité d’utiliser les biophénols issus
des effluents des industries oléicoles comme moyens de lutte contre les germes d’altération des
aliments. Néanmoins, d’autres études approfondies sont nécessaires et se résument dans les
points suivants :

e La confirmation du pouvoir antibactérien de nos extraits en utilisant d’autres
techniques ;

e L’identification du contenu phénolique de chaque extrait ;

e L’évaluation de I’activité antimicrobienne des extraits vis-a-vis de d’autres bactéries et

champignons pathogenes.
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Résumé

Les industries oléicoles, en plus de leur production principale qui est I’huile
d’olive, générent des quantités énormes de margines. Ce travail consiste a valoriser
ces effluents en évaluant leur pouvoir antibactérien. La caractérisation physico-
chimique des échantillons a montré des rejets acides [pH = 4,92 - 4,86], polluants
[DCO =314,40 - 313,20 g d’0O2/l ; DBOs = 201,25 - 224,56 g d’O-/l] et tres riches en
matiéres organique [MS = 89 - 55 g/I) et minérale [CE = 18,10 - 07,90 mS/cm ; S =
10,60 — 04,40]. Une extraction liquide-liquide a été effectuée, en utilisant ’acétate
d’¢éthyle. Les dosages des polyphénols totaux ont été déterminés par la méthode de
Folin-Ciocalteu (70,33 — 35,66 g EAG/]). L’activité antibactérienne a été déterminée
par la méthode de diffusion sur gélose vis-a-vis de sept souches bactériennes a Gram
positif (Staphylococcus aureus, Listeria monocytogeneset Bacillus subtilis). Les
résultats obtenus sont tres encourageants et ouvrent une voie prometteuse pour

I’utilisation des polyphénols des margines comme agents antimicrobiens naturels.

Mots clés :olivier, margines, pollution, extraction, polyphénols, effet

antibactérien.
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Abstract

The olive oil industries, in addition to their main production of olive olil,
generate huge amounts of olive mill wastes water (OMW). This work involves
valuing these effluents by evaluating their antibacterial effect. The physico-chemical
characterization of the samples showed acid wastes [pH = 4.92 - 4.86], pollutants
[COD = 314.40 - 313.20 g O /l; BODs = 201.25 - 224.56 g O> /I] and very rich in
organic [MS = 89 - 55 g / I) and mineral matter [EC = 18.10 - 07, 90 mS /cm; S =
10.60 — 04, 40]. A liquid-liquid extraction was performed using ethyl acetate.
Quantification of total polyphenols were determined by the Folin-Ciocalteu reagent
(70, 33 - 35.66 g EAG /I). The antibacterial activity was determined by the agar
diffusion method against eight bacterial Gram-negative strains (Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenesand Bacillus subtilis). The results are very
encouraging and open a promising way for the use of OMW’s polyphenols as natural

antimicrobial agents.

Keywords: olive, wastes, pollution, extraction, polyphenols, antibacterial effect.
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Théme : Caracteérisation physico-chimique des margines et évaluation de leurs

activité contre les bactéries a Gram positif

Résumé
Les industries oléicoles, en plus de leur production principale qui est I’huile d’olive, générent des

quantités énormes de margines. Ce travail consiste a valoriser ces effluents en évaluant leur
pouvoir antibactérien. La caractérisation physico-chimique des échantillons a montré des rejets
acides [pH = 4,92 - 4,86], polluants [DCO =314,40 - 313,20 g d’O2/l ; DBOs = 201,25 - 224,56 g
d’O2/1] et tres riches en matieres organique [MS = 89 - 55 g/I) et minérale [CE = 18,10 - 07,90
mS/cm ; S = 10,60 — 04,40]. Une extraction liquide-liquide a été effectuée, en utilisant 1’acétate
d’éthyle. Les dosages des polyphénols totaux ont été déterminés par la méthode de Folin-
Ciocalteu (70,33 — 35,66 g EAG/1). L’activité antibactérienne a été déterminée par la méthode de
diffusion sur gélose vis-a-vis de sept souches bactériennes a Gram positif (Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes et Bacillus subtilis). Les résultats obtenus sont tres encourageants et
ouvrent une voie prometteuse pour l’utilisation des polyphénols des margines comme agents

antimicrobiens naturels.
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