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INTRODUCTION

L’olivier est un arbre vigoureux qui peut atteindre une taille del0a 15 m de haut...

Cet arbre est connu par son fruit appelé I’olive .Ces fameuses olives servent a
I’extraction d’une huile noble qui fait partie du régime alimentaire des pays du bassin
méditerranéen. (Aludatt ,2017)

La production de I’huile d’olive a un impact positif au niveau socioéconomique

surtout dans les pays producteurs y compris 1’ Algérie. (Munir J ,2016)

L’industrie oléicole dans ces pays laisse chaque année deux sous-produits : 1’un
est solide : les grignons et 1’autre liquide : les margines. Ces résidus abondants et
abandonnés peuvent constituer une ressource intéressante de nombreux produits

naturels comme les antioxydants.

La production mondiale de grignons est estimée a 2,9 millions de tonnes. En
Algérie, elle est de 156.104 quintaux /an. (MADR, 2012)

Ces rejets des huileries résistent a la biodégradation en raison de leur richesse en
composés phénoliques et en chaines d’acides gras constitue un probléme majeur de

pollution. (Fiorentino et al, 2004)

En raison de cette nuisibilité sur I’environnement, il est nécessaire de valoriser ces

sous-produit. (Darvishi, 2012)

Dans ce contexte, les composés phénoliques totaux (CP) contenus dans les
grignons d’olives peuvent é&tre récupérés pour des applications ultérieures
particulierement en pharmacologie, en phytothérapie, en hygiéne alimentaire, en
agroalimentaire ou en cosmétologie en raison des effets biologiques qu’ils présentent :

activité anti-oxydante, antimicrobienne, antivirale, antifongique... etc .( Senani N, 2012)

Ce modeste travail a pour objectif de déterminer les propriétés physicochimiques
et bio-toxicologiques des poly phénols totaux extraits des grignons d’olive d’une

huilerie de la région de Tlemcen (Ouzidane).




«
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1. L’olivier :
L’olivier (Olea Europea) est la plante la plus anciennement cultivée par I’homme et
I’une des plus anciennes sur la Terre. Elle est connue pour ses fruits et son huile. Le
genre Olea se compose de 33 especes .l arrive d’Asie en passant par la Grece antique et le
Moyen-Orient (Syrie, Palestine), aujourd’hui est massivement cultivé sur tout le pourtour

méditerranéen ainsi qu’en Amérique du Nord (Californie).

L’olivier est un arbre de taille assez élevée (A.Branche et J.Gastard) . Il se distingue
des autres arbres fruitiers par sa longue longeévité et sa capacité a se développer sous des

conditions de climat subaride et méme des sols trés pauvre.
2. L’oléiculture :

L’industrie oléicole est une activité économique importante, la région méditerranéenne
reste la principale zone de production représentant environ 98% de la production oléicole
mondiale (Rayan.D, 1998) . L’Espagne, I’Italie, la Gréce et la Turquie suivies de la Tunisie,
du Portugal, du Maroc et de 1’ Algérie sont les grands producteurs. les olives sont aussi cultivées

au Moyen-Orient, Etats-Unis, Argentine et Australie. (Paraskeva, 2006)

L’ Algérie possede une flore extrémement riche et variée représentée par des plantes
aromatiques et médicinales tel que ’olivier (Gaussen Henri, 1951). Elle compte 16 millions
d’arbres répartis sur tout le territoire national du pays avec une surface de 67000 ha.
(Boussenadji, 2005)

Les trois zones ol¢icoles importantes dans notre pays sont :

La premiere zone de la région Ouest représentée par 5 wilayas : Tlemcen, Ain

T’émouchent, Sidi Bel abbés, Mascara et Rélizan.

La deuxieme zone de la région centrale : qui représente la majorité du verger oléicole

national. : Ain defla, Boumerdés, Tiziouzou, Bouira et Bejaia.

La troisieme zone de la région de I’est repartis entre les wilayas de Jijel, Skikda, Mila

et Guelma.

Dans notre wilaya de Tlemcen, I’Oliver est une source économique intéressante chez les

populations rurales soit pour la production des olives de tables ou d’huile d’olive.
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L’oléiculture représente 36% de 1’arboriculture total au niveau de la région, elle
essentiellement concentrée a Maghnia, Remchi, Sabra, Beni-Snous, Chetouane, Bensekrane,
Felaoucéne, Mansourah, Ouled Mimoun, Hennaya, Bab Assa et AinTellout ( Hachemi et
Benazza, 2015) .11 est a noter que 90% du verger oléicole Algérien est assuré par les wilayas
de la kabylie comme: Bejaia, Tizi Ouzou et Bouira, 40% par I’ Aurés : Guelma, Jijel et Skikda,

89% par la région ouest : Mascara, Sidi Bel Abbes, Relizane et Tlemcen.

L’Algérie dispose plus d’une trentaine de variétés d’olives, selon les régions et les

wilayas productrices de ce produit. Les plus connus sont :

CHEMLAL : qui occupe 40% de la production oléicole Algérienne et qui se trouve

principalement en Kabylie et qui est consacrée pour production d’huile de bonne qualité.

La SIGOISE appelé aussi par olives de Tlemcen: occupe 25%, de la production oléicole

Algérienne son origine est Mascara (Sig) réservée a la production d’excellentes olives de table.

On trouve aussi la variété Limli qui est une bonne variété a huile.
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Tableau I : Classification selon TROPICOS

Régne Plantae
Classe Equisetopsida
Sous-classe Magnoliidae
Super-ordre Asteranae
Ordre Lamiales
Famille Oleaceae
Genre Olea
Nom Olea europea

3. L’olive et ’huile d’olive

Le fruit appelé olive est une drupe ovoide verte, violette puis noire a maturité a noyau
dur fusiforme (Bruneton, 1999). La cueillette des olives se fait en moi de Novembre et
Décembre soit avant maturite : vertes, soit a maturité : noires. Un fruit d'olive de type (Olea

europaea) peut contenir 22% d’huile, 50% d'eau et 19% de glucides (pectine, cellulose et
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hémicelluloses), 1,6% de protéines, 1,5% de minéraux, et des composés volatils et de la lignine
(Conde.C, 2008). Plus, des composés bioactifs tels que les phénols (1% 3%) et les pigments
(chlorophylle et caroténoides) (Guillaume, 2011 et Boskou, 2006).

L’huile d’olive est principalement concentrée dans la pulpe du fruit (95%) (Se¢cmeler et
Guclu Ustundag). L’extraction se fait a moulin, on écrase les fruits et on met la pulpe en sacs :
pour I’extraction .Par une pression modérée, on obtient 1’huile vierge. Sur le résidu on fait
intervenir I’eau bouillante, on presse d’avantage et on obtient ainsi 1’huile de 2°™ extraction
(Markaoui, 2002). Enfin les tourteaux sont traités dans des moulins spéciaux, en contacte

toujours avec 1’eau bouillante : cette opération donne I’huile lampante (Ozge segmeler).

Elle est une huile comestible avec des fonctions médicinales potentielles (Ribarova et
al, 2003). Pour des fins thérapeutiques, elle peut étre utilisé comme émolliente, anti-
déshydratante, cicatrisante, cholérétique et cholagogue (Jaccolot B et al, 1997) recommandé
en cas de calculs biliaires (Lucienne Alli Delile ), antioxydante, hypotensive probablement en
raison des d'oxyde nitrique favorisés par les polyphénols (Perona et al, 2004) , laxative,
purgative, anti inflammatoire (Gurib Fakim, 2008) , antitoxines par ces tocophérols (Alarcon
de lastra et al, 2004) ,et anti tumorale (Owen et al, 2000). Par sa richesse en acides gras mono
insaturés occupe un réle tres important dans la réduction du risque cardiovasculaire et le
maintien d’une cholestérolémie et exerce également une action favorable sur le controle de la
glycémie (Morgane Saillard). Elle est fortement recommandée chez les personnes qui souffrent
d’une ostéoporose. Les vitamines A, D, E, et K présentes dans cette huile sont importantes au
développement des os chez I’adulte et I’enfant, a travers la fixation des calciférols. En industrie

on peut |’utiliser pour la fabrication des savons.
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Figure 1 : Diagramme des procédés d’extraction de I’huile d’olive

(Kernou et al,.2015)
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4. Les grignons d’olives

Les grignons sont les résidus solides issus de la premiere pression ou centrifugation lors
de la production de I’huile d’olive. Ils contiennent encore de I’huile appelée huile secondaire
et sont formés des peaux, de pulpe et de fragments des noyaux d’olives. Ce produit peut étre
transformé en un produit destiné a 1’alimentation animale ou en huile dite huile de grignons

d’olive aprés extraction chimique.

Les quantités produites estimées des margines et des grignons a partir de 15 litres d’huile
d’olive sont respectivement 70 Kg et 40 Kg. Ces 110 Kg de déchets sont déversés

anarchiquement dans la nature et donc constituent un agent de pollution horrible.

Figure 2 : Grignons d’olives
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5. Composition physicochimiques des grignons d’olives

Tableau Il : Composition physicochimique de grignons d’olive (valeur en poids
sec) ( Cucci et al, 2008)

Parametres Valeurs
Ph 5,15
Humidité (g.100g-1) 55,80
Carbone organique (g.100g-1) 51,77
Phénol (mg.g-1) 12,37
Graisses (g.100g-1) 10,93
N Total (mg.g-1) 1,18
P Total (mg.g -1) 0,15
K Total (mg.g-1) 1,03
Zn (mg.g-1) 10,00
Mn (mg.g-1) 20,00
Tableau 111 : Composition chimique de differents types des grignons ( en %par
rapport a la MS) (Nefzaoui et al, 1985)
Types de Epuisé non . . .
] Brut . Tamise gras Epuiseé tamise
grignon tamise
Matiere seche 69.8-95.0 86.0-95.0 89.0-94.0 88.2-90.5
Cendres
3.4-14.7 5.8-9.3 10.3-25.3 11.0-22.3
totales
MAT 5.0-10.3 12.4-16.2 6.8-9.0 2.0-6.5
Matiére grasse 3-12.6 1.1-7.4 6.9-15.0 2.0-6.5
Cellulose
32.0-47.5 32.6-53.3 12.0-33.5 14.5-23.3
brute
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Des recherches ont montrés que le grignon d’olive renferme divers composés

phénoliques, des poly phénols attachés aux parois cellulaires et qui représente une fraction

importante des phénols totaux du grignon, des flavonoides et des tanins (Zaidi et al,
2009).

6. Types de grignons d’olives

Il existe différents types de grignons (Sansoucy et al,. 1984) :

a) le grignon brut : c'est le résidu de la premiére extraction de I'huile par pression
de l'olive entiere. Ses teneurs relativement élevées en eau (24%) et en huile (9%)
favorisent son altération rapide lorsqu'il est laissé a l'air libre.

b) le grignon épuisé : c'est le résidu obtenu aprés déshuilage du grignon brut par
un solvant, généralement I'hexane.

c) le grignon partiellement dénoyauteé : résulte de la separation partielle du noyau
de la pulpe par tamisage ou ventilation.

d) le grignon humide : est soumis, dans les huileries a deux phases, afin d’extraire
entre 40 et 60% de I’huile restante. Il est ensuite emmené dans des usines d’extraction
d’huile de grignon, ou, apres un séchage permettra d’atteindre 8% d’humidité (Nefzaoui

et al, 1978).

7. Ecotoxicité

Dans les pays oléicoles de la région méditerranéenne, la production est supérieure a 30
millions de m3 / an, entrainant des rejets et donc une pollution considérable (Fiestas Ros et al).
Les grignons d’olives sont tres hautement ligno-cellulosiques. Cette derniére liée a 1’azote a
une dégradation tres lente (Nefzaoui et al, 1978) , ce qui présente quelques inconvénients sur
I’agriculture par difficulté d’intégration dans le sol. Sa richesse en poly phénols engendre une
toxicité environnementale (Lynch J.M et al, 1980). Ces composes phénoliques peuvent agir
en tant qu’agent phytotoxique en inhibant la croissance ainsi que la germination des plantes
(Morillo J.A et al, 2009). lls sont aussi les principaux déterminants des actions
antimicrobiennes des margines et grignon d’olive (BIANCO A et al, 1999) ; ce qui les rend

capables de modifier la composition microbienne du sol et seuls quelques microorganismes qui
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arrivent a se développer essentiellement les levures et les moisissures (Borya R et al, 1995).
Une étude faite sur 1’activité anti microbiale des composés phénoliques issus des grignons
d’olives en cultivant trois champignons sélectionnés dans un milieu additionné de quantités
appropriées de I’extrait phénolique. Les composés phénoliques en concentration de 0,1 et 0,2%
ont inhibé la croissance des trois champignons. Le début de la croissance a éte retardé de 72
heures et jusqu’a 140 et 160 h respectivement, le champignon s’est développé plus lentement

(E Winkelhausen et al, 2005). Cet effet est trés nocif pour le sol et sa composition normale.

8. Valorisation des grignons

De nombreuses études ont montrés que les sous-produits de la production oléicole
peuvent étre valorisés. Les grignons d’olives peuvent se transformer en un produit destiné a
I’alimentation animale ou en huile dite de grignons d’olive qui s’utilise soit pour la

consommation soit en cosmétologie et qui sert aussi a la fabrication des savons.

Par voie thermochimique les grignons peuvent se transformer, en charbon actif. La bio-
combustion représente 1’application la plus courante car le grignon est un combustible de valeur
calorique moyenne (2950 kcal/kg) (Benyahia N, 2003). Apres séparation de la pulpe du noyau,
la pulpe est transformée en pellets et les noyaux peuvent étre utilisés directement dans les

chaudiéres comme combustible.

Le compost des grignons d’olive sert pour I’amélioration de la fertilité des sols et de la
productivité des cultures sur les terres agricoles. Cette technique permet d’une part de réduire

les cofits de fertilisation et d’autre part de limiter la pollution de ces rejets.

Les composés phénoliques, ainsi que d’autres composé€s organiques contenus dans les
grignons, tels que la pectine et la lignine (Rosello et al, 2015) , peuvent étre utilisés comme
additifs alimentaires.

Les grignons d’olive vu leur nature hautement lignocellulosique servent comme aliment
animale apres addition d’autres composantes (son, cactus, mélasse, fourrage, minéraux...).

la fraction insoluble des fibres alimentaires d'olive a été réservée en tant que source de
sucres fermentescibles pour renforcer les produits de boulangerie (Felizo et al, 2000), alors que
la fraction soluble de fibres précisément la pectine qui est un polysaccharide contenu dans le
grignon a été propose comme gélifiant et épaississant dans I'industrie alimentaire pendant des
années (Glanakis C.M, 2011).
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L’huile du grignon est obtenue par traitements chimiques des grignons d'olive. Elle est
destinée au raffinage en vue de son utilisation dans I'alimentation humaine ou destinée a des
usages techniques comme la cosmétologie et la fabrication des savons (Hammadi C, 2006).

L’usage de grignon d’olive dans la fabrication de la brique a plusieurs avantages
comme : la diminution de la masse volumique des briques, la création des pores caractéristiques
recherchée dans le but d’économiser 1’énergie car leur présence dans les matériaux contribue a
diminuer la conductivité thermique et augmente ainsi son pouvoir d’isolation (Djadouf S et al,
2011).

9. Les poly phénols

Les polyphénols sont des phytomicronutriments qui constituent une famille de
molécules spécifiques. Ils sont largement répandus dans le régne végétal ; On les trouve dans
les plantes depuis les racines jusqu’aux fruits. Les polyphénols sont des métabolites secondaires
(Bruneton J, 2008), ce qui signifie qu’ils n’exercent pas de fonctions directes (Belkhiri F,
2009) au niveau des activités fondamentales dans 1’organisme végétal, comme la croissance,

ou la reproduction (Martin S et al, 2002).

Dans les aliments les composés phénoliques peuvent contribuer a 1’amertume,

I’astringence, la couleur, la saveur, I’odeur et la stabilité a ’oxydation (MARIAN, 2004).

Les phénols végétaux possédent élément structural fondamental caractérisant
(Balasundram et al, 2006) qui est le cycle aromatique portant un ou plusieurs substituants
hydroxyles. (Ryan D, 1998)

10. Classification des poly phénols

Le terme « phénol » englobe approximativement 10000 composés naturels identifiés
(Hynes M.J, 2001 et Mochizuki M, 2001). Alors que les polyphénols sont une famille e plus
de 8000 composés naturels qui se divise en plusieurs catégories : les acides phénoliques, les
tanins, les anthocyanes, les coumarines, les lignanes, les flavonoides, les tannins, les quinones,

les xanthones, les phloroglucinols, les coumarines et d’autres classes (Dacosta Y, 2003).

Ces especes sont des monomeres, des polymeres ou des complexes dont la masse
moléculaire peut atteindre 9000 (Harbone J.B, 1993).
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Les monomeres sont représentés par les acides phénoliques et les alcools. Les acides

phenoliques comportent :

Les hydroxybenzoiques qui ont en commun la structure en C6-C1 et incluent plusieurs
molécules comme l'acide syringique, l'acide gallique, I'acide vanilliqgue et le p-
hydroxybenzoique ( Kanoun K, 2011). On note que I’acide p- hydroxybenzoique est trés

toxique. Il se trouve dans les parois cellulaires (Leon Gonzalez, 2015).

Les hydroxycinnamiques possedant un cycle aromatique avec une chaine latérale a 3
carbones en plus C6-C3: I'acide caféique, I'acide férulique, p-coumarique, et I'acide sinapique (
Bouayed J, 2007) et ( Touafek O, 2010).

Les composes phénoliques sont classes selon le nombre et I’arrangement d'atomes de
carbone dans le squelette de base (Laraoui H, 2007) comme indique le tableau si dessous :
(Crozier A et al, 2006)

Plus de 36 composés phénoliques ont été identifiés dans 1’huile d’olive qui sont
hydrophiles (acides phénoliques, alcools phénoliques, flavonoides et sécoiridoides) et

lipophiles (crésols).
Dans les polymeres, il existe plusieurs classent :

- Flavonoides (C6-C3-C6) : appelés auparavant la vitamine P ou la bioflavine, la
classe majoritaire des polyphénols (Edeas ; 2007) ; le nom flavonoide provient
du mot Flavus qui signifie « jaune » (MALESEV et KUNTIE et al, 2007) . lls
sont considérés comme des pigments quasi universels des végétaux. Leur
fonction principale semble étre la coloration des plantes (Scalbert A et al, 2005).
ils sont représentés par les flavonols, les flavones, les flavanols, les isolflavones,

les pro anthocyanidines, les anthocyanes (Williamson G et al, 2013) .

Les flavonoides sont bien retrouvés dans les légumes a feuilles comme la salade, les
choux, les épinards, etc. ainsi que dans les téguments externes des fruits comme les agrumes
(Yao L et al, 2003). Parmi les flavonoides les plus connus et les plus étudier, on a la
« Quercitaines » qui est un colorant naturel jaune present dans : le raisin, les oignons, les

pommes, les coings, ....etc. Elle représente des effets positifs sur la santé humaine Anti
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tumorale, antioxydante, antiallergique, antivirale, antimicrobienne, hypotenseur, diurétique.
(BOOTS et al., 2008).

Tanins : constituent le deuxiéme groupe important de composés phéenoliques. Ils
Se divisent en tanins hydrolysables et tanins condensés. ils sont solubles dans
I'eau avec la capacité de précipiter les protéines (Koivikko et al., 2008). Parmi
les propriétés sensorielles des tanins : on a ’amertume et 1’astringence. Ils sont
des produits astringents ressemblent plusieurs produits comme 1’acide cachou
tannique, I’acide caté chique. lls ont aussi un role stomachique, stabilisant sur le
collagene, antioxydant, anti diarrhéique, antiseptique, vasoconstricteur et

certains d’eux peuvent étre utilisés comme masticatoire.
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Figure 3 : Structure de base de poly phénol

OH

(Tsao R, 2010)

Figure 4 : Structure de base de flavonoide (Dacosta Y et al, 2003)

Tableau IV : Classification des composés phénoliques

Nombre de | Squelette Classification Exemple Structure de
carbones base
7 Ce-C, Acides phénols Acide gallique ¢ -coon
8 Cs-Cs acétophénones Gallacetophénone '@ ﬁ Hy
Acide p- -
8 Co-C> Acide phénylacétique hydroxyphényl- | {Z)-O0H
acétique
e e | Acide p- COOH
9 Ce-Cs Acides hydroxycinamiques coumarique -@—r
0 0
9 Cs-Cs Coumarines Esculitine @\J
o
10 Cs-Ca Naphthoquinones Juglone 0?
O
13 Cy-C1-Cy | Xanthones Mangiferine C{nﬁ
[s]
14 Cy-C3-Cy | Stilbénes Resveratrol @’\/@
L O,
15 Cs-C3-Cs | Flavonoides Naringénine @L)/@
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11. Sources alimentaires

Les poly phénols sont naturellement présents dans notre alimentation sous différentes
formes telles que les vitamines A, C ou E, les carotenes et certains minéraux comme le sélénium

et le zinc (Serra Bonvehi et al, 1994).

Les fruits et légumes contribuent environ pour moitié a notre apport en polyphénols, les
boissons telles que jus de fruits et surtout café, thé ou vin apportant le reste (Middleton et al.,
2000). L’effet protecteur des fruits et Iégumes, est surement tres 1ié a la présence de nombreux

polyphénols présents dans ces aliments (Manach C el al, 2006).

Tableau V : Composés phénoliques et leurs sources alimentaires (Sharma et al,

2018)
Sous-classes Exemples Sources
Classes P alimentaires
. T Acides Hydroxy- acid Gallique Fraises, Murier
Acides Phénoliques YOToxy q
benzoiques
: Acide Kiwi , café
. T Acid Hydroxy- ) : :
Acides phénoliques ginnamique Caffeique
Quercetine Broccoli,
Myricetine oignons, tomates
Flavonoles y g N
, feves
Flavones Apigenine persil , thym
Flavonoides _ .
Naringenine Agrumes
Flavonones
Isoflavones Glyciteine produits Soja
Flavanoles Catechine Chocolat, thé
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12. Composés phénoliques et santé

Les polyphénols et les flavonoides possédent un large éventail d’activités biologiques et
pharmacologiques expliquant leurs bienfaits sur la santé de I’homme. Ces activités sont liées a

leur caractere réducteur et a leur affinité pour les protéines et les ions métalliques.

Ils ont un réle vasculoprotecteurs. lls étaient associés a une moindre survenue des du
risques cardiovasculaires (MCV) (Solia Adriouch, 2017) ; On peut les trouver sous formes de
suppléments alimentaires indiqués comme des boosters d’énergie propre et durable (Manach
C et al, 2005).

Diverses recherches menées dans le monde ont suggéré que ces métabolites secondaires
pouvaient inhiber la génération de tumeurs (S Derbel et al, 2007), et induire 1’apoptose
cellulaire (Sharma et al, 2018). lIs sont fortement impliqués en prévention de plusieurs cancers
comme le cancer de colon (Nashwa et al, 2014), de prostate (Gawlik et al, 2013),etc ; dont ils
présentent une activité différentielle dans le ciblage les cellules cancéreuses ( Batra P et al,

2013) et ce qui explique leur propriété pro-oxydante (Khan HY et al, 2012).

Les polyphénols ont montré des effets protecteurs dans d’autres pathologies, telle que la
sclérose en plaque (Gonzalez Gallego et al, 2010), I’ostéoporose (Scalbert A et al, 2005) , la
maladie d'Alzheimer, la Parkinson (Spencer JP, 2010) . Les composés phénoliques peuvent

aussi atténuer les infections d’origine virale ou bactérienne ou fongique (Ghedira K, 2005).

Certaines études chez ’homme et les animaux montrent que les polyphénols et les
flavonoides agiraient sur les facteurs du syndrome métabolique et présentaient une action
antidiabétiques par stimulation de I’insulinosécrétion (MJ .Amiot et al, 2009). Les feuilles
d’olivier (Olea europaea) ont été largement utilisées dans les remedes traditionnels pour ses
propriétés hypoglycémiques. Dans un essai clinique randomisé, les sujets traités a l'extrait de
feuille d'olivier présentaient des taux plasmatiques d'HbAlc et d'insuline plasmatique a jeun

significativement plus bas (Julio Wainstein et al, 2012).



ETAT ACTUEL DE SUJET

13. Poly phénols et pouvoir anti oxydants

Les antioxydants se classent en 4 catégories : les caroténoides, les vitamines, les oligo-
éléments et les polyphénols.

Les composés phénoliques issus de I’olive sont capables non seulement de piéger le
radical anion super oxyde (O2-), mais aussi de diminuer leur production (Lie et al, 2008).Vue
cette propriété, ils sont largement utilisées en médecine traditionnelle dans le traitement d’un

large spectre de maladies liées au stress oxydatif (Dibong el al, 2011).

Les méthodes d’évaluation du caractére antioxydant sont nombreuses et peuvent étre
qualitatives par coloration ou décoloration d’un réactif spécifique en présence d’agents

antioxydants ou quantitatives (Li P et al, 1999).

L’évaluation de I’activité antioxydant sur les extraits phénoliques est généralement

effectuée par la méthode de réduction de fer (FRAP) et le piégeage du radical libre (DPPH).
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Figure 5 : Schéma des propriétés des poly phénols
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Figure 6 : Structure du radical DPPH
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14. Polyphénols et propriété pro-oxydante

Bien que les polyphénols soient bien connus comme des puissants antioxydants, un effet
pro-oxydant a été associé a leur effet pro-apoptotique dans divers types de cellules tumorales.

L’activité pro-oxydante des polyphénols pourrait également étre médiée par la présence
de certaines conditions, telles que des concentrations élevées, un pH élevé et une présence de
métaux de transition, les composeés phénoliques peuvent agir en tant que pro-oxydants
(Prokazkova D et al, 2011) en provoquant un stress oxydatif cellulaire. Le mécanisme est basé
sur la formation d’un aroxil radical, ou un complexe redox labile avec un cation métallique
(Park EJ et al, 2012). L’hydroxytyrosol, un phénol simple présent dans 1’huile d’olive, exerce
une activité pro-apoptotique par production d’un dysfonctionnement mitochondrial en générant
des espéces oxygénée-radicalaires dans les cellules cancéreuses de la prostate et du c6lon, mais
pas dans les cellules normales (Luo C et al, 2013) et (Sun LJ et al., 2014).

Cette activité pro-oxydante explique leur intérét en tant que chimio-sensibilisateur (Lee
.D et al, 2014) et responsable de I’induction de 1’apoptose et 1’arrét du cycle cellulaire
(Emhemmed F, 2013).

15. Intérét a I’échelle industrielle

Les CP ont pu capter I’intérét des chercheurs en raison de leurs bénéfices sur la santé.
Ils sont révolutionnaires dans le monde médical et pharmaceutique en ce moment , utilisés
comme compléments alimentaires « extrait de fruits en poudre riche en PP ».

Les antioxydants phénoliques sont largement présents en agroalimentaire (Visioli F et
al, 1999) autant qu’antioxydants naturels alternatifs a 1’utilisation des additifs alimentaires
synthétiques tel que le buthylhydroxyanisol (BHA) , buthylhydroxytoluene (BHT), et le tert-
butylhydroquinone (TBHQ) (Bianco A et al, 2000) . Utilisés aussi pour I’enrichissement et la
conservation des huiles autant qu’inhibiteurs naturels contre le rancissement et la détérioration
oxydative. Ils sont ainsi devenus les molécules cibles des industriels et des laboratoires
pharmaceutiques et cosmétiques. Ces substances miracles sont douées d’une capacité de

précipiter les alcaloides, la gélatine et autres protéines.
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Matériels et méthodes
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Notre étude est réalisée au sein du laboratoire de recherche de la faculté de biologie

université « Abou Bakr Belkaid » Tlemcen.

1. Materiel végétal
Les grignons d’olives utilisé dans notre expérimentation sont collectés au niveau d’une

huilerie locale de la région d’OUZIDENE wilaya de Tlemcen.

Apres séchage du grignon d’olive brut pendant a ’air libre (dans un endroit sec, ventilé
et ombragé), celui-ci a été broyé a I’aide d’un Moulinex pour obtenir une poudre (90 % de MS
en moyenne).

2. Preparation des extraits polyphénoliques

Les extractions sont effectuées selon la technique rapportée par (Ranalli A et al., 2006)

Délipidation : Extraction de Soxhlet

Extrait de grignon d’olive délipidé (ED): nous avons versé 500 ml d'’hexane dans un
ballon surmonté d'un soxhlet contenant une cartouche de 10 g des grignons d'olive broyées.

L'ensemble est porté a reflux (40°c) pendant 3 heures a l'aide d’une chauffe ballon.

Macération : Extraction solide-liquide

+ Versement de 100 ml du mélange : méthanol / eau (80/20) sur 5 g de chaque
matériel végetal.

+ Agitation a I’aide d’un agitateur magnétique, a une température ambiante, et en
obscurité, pendant 24h.

+ Filtration et récupération des filtrats : extrait brut (EB) et extrait délipidé (ED).

Décoction :

+ Mélange de 5g du matériel végétal avec 100 ml de solvant:« 5g—
100mld'eau et 5g— 100ml de I'éthanol » dans un ballon surmonté d’une
réfrigérante et placé sur une plague chauffante agitatrice

+ Agitation et chauffage du mélange a une température d’ébullition stable, pendant
1 heure.

+ Filtration et récupération du filtrat.
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Calcul de rendement de I’extraction

MO
Rendement (%) = (m) x 100

MO : Masse en gramme du résidu sec obtenu apres évaporation du solvant d’extraction.

M1 : Masse en gramme de la matiere végétale seche initiale.

3. Analyse biochimique qualitative et quantitative
3.1. Screening phytochimiques

Screening phytochimique : les méthodes standards décrites par (Bruneton, 2009;
Karumi et al 2004 ; Oloyede 2005; Khan et al 2011).

3.1.1. Flavonoides

Traiter 5ml de chaque extrait avec quelques gouttes de HCI concentré et 0,5g de
tournures de magnésium (laisser agir). La présence des flavonoides est mise en évidence si une

couleur rose , rouge ou jaune se développe apres 3 min (Karumi et al 2004).

3.1.2. Tanins

2ml de la solution a tester ajouter 2 a3 gouttes de solution de FeCl3 a 2%. Un test positif
est revelé par I’apparition d’une coloration bleue-noire et un précipiteé ( laisse reposer quelques

minutes) (Karumi el al 2004).

3.1.3. Saponines (test de mousse)

5 ml de I’ extrait a tester sont bien mélangés avec 10ml d’eau distillé pendant 2mn.
apres 15min D’apparition d’une mousse persistant indique une réaction positive. (Karumi el
al 2004).

3.1.4. Quinones

La présence des tanins est mise en évidence en ajoutant a 1 ml de chaque extrait (aqueux
et éthanolique) @ 1 ml d’eau et 1 a 2 gouttes de solution de FeCl3 diluée (1%). L apparition
aprés quelques minutes d’une coloration verte foncée ou bleue-verte indique la présence des

tanins (Karumi el al 2004).
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3.1.5. Anthraquinones

Dans un tube a essai introduire 1ml d’extrait a analyser et ajouter Iml de NH4OH (10%)

puis agiter. L’apparition d’une coloration violette indique la présence des anthraquinones.

3.1.6. Terpenoides (test de Slakowski)

5 ml de la solution a tester sont mélangés avec 2 ml de chloroforme et 3 ml d’acide
sulfuriqgue H2SO4 concentré. Une couleur rouge-marron de la couche d’interface indique la

présence des triterpenes hétérosidiques (Edeoga 2005).

3.1.7. Sucres réducteurs

Leur dans un tube a essai, ajouter 1 ml de liqueur de Fehling (0,5 ml réactif A et 0,5 mli
réactif B) a 1 ml d’extrait a analyser et incuber 1’ensemble 08 min dans un bain marie bouillant.

L’apparition d’un précipité rouge-brique indique leur présence (Karumi et al 2004).

3.2. Dosages des composés phéenoliques

3.2.1. Dosage des poly phénols

Les solutions nécessaires :
v" Nitrite de sodium Na2CO3 (7.5%)
v Folin (1/10)

Les phénols totaux ont été dosés selon la méthode de (Nickavar et al, 2008) basée sur
I'oxydation des composés phénoliques par le Folin-Ciocalteu de couleur jaune, qui entraine la
formation d'un complexe molybdene-tungsténe de couleur bleue. Un volume de 200 pl de
chaque extrait est mélangé avec 1 ml du réactif de Folin-Ciocalteu 10 fois dilué et 0,8 ml de
carbonate de sodium (Na2CO3) a 7,5%. L’ensemble est incubé a température ambiante pendant
30 minutes a l’obscurité et la lecture est effectuée contre un blanc a 1’aide d’un
spectrophotomeétre a 765 nm. Une courbe d’étalonnage d’acide gallique a été établie. Les
teneurs en phénols totaux sont exprimées en milligramme équivalent d’acide gallique par

gramme du poids de la matiére seche (mg EAG/g MS).

3.2.2. Dosage des flavonoides
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Les solutions nécessaires :
v' Eau distillé
v' NaNO2 (5%)
v AICI3 (10%)
v" NaOH (4%)

Le dosage des flavonoides a été effectué suivant la méthode de (Ardestani et al, 2007).
Un volume de 500 pl de chaque extrait convenablement dilué est placé dans un tube a hémolyse
en verre avec 1500 ul d’eau distillée. A temps zéro, 150 pl de nitrite de sodium NaNO2 a 5%
est ajouté au mélange. Aprés 5 min, 150 pl de trichlorure d’aluminium AICI3 a 10% (m/v) est
rajouté. Apres 6 min d’incubation a température ambiante, 500 pl d’hydroxyde de sodium
NaOH a IM est additionné, le mélange est homogénéisé et I’absorbance est immédiatement lue
a 510 nm contre le blanc. Les teneurs en flavonoides des extraits bruts des sept parties étudiées
sont exprimées en milligramme équivalents de catéchine par gramme du poids de la matiére
seche (mg EC/g MS).

3.2.3. Dosage des tanins

Les solutions nécessaires :
v" Vanilline /méthanol (4%) :4g de vanilline dans 100 ml de méthanol.
v HCL

Les teneurs en tannins condensés sont estimées en utilisant la méthode de vanilline
décrite par (Julkunen-Titto1985). Un volume de 50 ul de d’extrait brut est ajouté a 1500 ul
d’une solution de vanilline/méthanol a 4% (m/v). Ensuite, 750 ul d’acide chlorhydrique
concentré HCI est additionné, le mélange est homogéneise et incubé a température ambiante
pendant 20 min. L'absorbance est mesurée a 550 nm contre un blanc. Une courbe d’étalonnage
de catéchine a été établie et les teneurs en tannins ont été estimées en milligramme équivalents

de catéchine par gramme du poids de la matiére séche (mg EC/g MS).

4. Evaluation de I’activité anti oxydante

4.1. Test DPPH
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50 ul d’extrait en solution dans le méthanol a différentes concentration croissantes, sont
ajoutés a 1950 pl d’une solution méthanolique de DPPH a 6.34.10-5 M ; Un tube contréle est
préparé en mélangeant 50 pul du méthanol avec 1950 pl d’une solution méthanolique de DPPH
a la méme concentration utilisée. Apres incubation a I’obscurité pendant 30min et a température
ambiante, la lecture des absorbances est effectuée a 517 nm a 1’aide d’un spectrophotometre

contre un blanc pour chaque concentration qui contient 50 pl d’extrait et 1950 pl du méthanol.

Le pourcentage de piégeage ou de réduction du DPPH de chaque concentration d’extrait ou de

standard est calculé selon la formule suivante :

% de réduction du DPPH = [(AC — AT)/AC] X 100
AC : Absorbance du controle
AT : Absorbance des échantillons

L’IC50 est la concentration de 1’échantillon testé nécessaire pour réduire 50% de DPPH.

Elle est déterminée graphiquement selon I’équation de régressions logarithmiques des
pourcentages d’inhibition en fonction des concentrations de chacun en calculant I’inverse des
valeurs des 1Csg Ainsi, 1’activité anti radicalaire (AAR) est déterminée en calculant I’inverse

des valeurs selon la formule suivante :

AAR = 1/IC50
4.2. Testde FRAP

L'activité anti oxydante des deux extraits a été évaluée en utilisant la méthode FRAP.
Cette derniére est un essai simple, rapide et reproductible. Il est universel peut étre appliqué
aussi bien chez les plantes que les plasmas et dans les extraits organiques et aqueux (Li et al,
2008).

Iml de I’échantillon a différentes concentrations, on ajoute 2,5 ml d’une solution tampon
phosphate (0,2M et pH 6,6) et 2,5ml de solution de ferricyanure de potassium a 1%. Le mélange
est incubé a 50°C pendant 20 min ; 2,5ml de I’acide trichloracétique a 10% sont ajoutés pour
stopper la réaction puis les tubes sont centrifuges a 3000 RPM/10min. 2,5 ml de surnageant
sont ajoutés a 2,5ml d’eau distillée et 500 | de solution de trichlorure de fer FeCl3 a 0,1%.

La présence des réductants dans les extraits provoque la réduction de fer Fe3+ complexe

ferricyanide a la forme ferreuse. Par conséquent, Fe2+ peut étre évalué en mesurant et en
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surveillant I'augmentation de la densité de la couleur bleu vert dans le milieu réactionnel a 700
nm. En d'autre terme, le systéeme FeCI3/K3Fe(CN) 6 confere a la méthode la sensibilité pour la
détermination « semi quantitative » des concentrations des polyphénols, qui participent a la
réaction redox.l’acide ascorbique est utilisé pour le contrdle positif dans cette expérience.
(Amarowicz et al, 2004).D'apres la courbe d'acide ascorbique on mesure le pouvoir réducteur

des deux extraits selon leur absorbance.
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5. Analyses statistiques

Les résultats sont présentés sous forme de tableau, des courbes et des

histogrammes traités par Microsoft Excel 2010.




Résultats
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1. Etude phytochimique qualitative
Le Tableau suivant présente les résultats des analyses phytochimiques effectuées sur les
deux extraits (aqueux et éthanolique) de grignons d’olives brut. On remarque une présence des
flavonoides et des quinones identiques pour les deux extraits, contrairement aux anthraquinones
qui présentent une absence totale. Les tanins sont plus présents dans 1’extrait aqueux, alors que

la réaction des saponines est plus nette dans I’extrait éthanolique.

Tableau VI : Représentation des résultats de tests phytochimiques

TEST
Extrait aqueux Extrait éthanolique
EXTRAIT
Flavonoides ++ ++
Tanins +++ ++
Saponines (test de t it
mousse)

Quinones ++ ++

Anthraquinones - -
Térpenoides ++ ++

Composés réducteurs + +

(-) : Absence (+) : Présence faible (++) : présence moyenne (+++) : présence plus forte
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2. Etude quantitative

3.1. Lerendement d’extraction

Les valeurs de rendement de 1’extrait brut des grignons d’olive sont représentés dans le

tableau suivant :

Tableau 7 : Rendement de I’extrait brut de grignons d’olives

Extrait Pourcentage de
Poids de I’extrait (g) , o
Aspect I’extrait %
Solide de couleur
6,9 8,2

marron noiratre

3.2.  Courbe d’étalonnage pour dosage des polyphénols totaux

I’acide gallique a été choisi comme référence pour établir cette courbe d’étalonnage, La
formule de régression linéaire de cette courbe est de y = 2.916 x, avec un coefficient de
détermination (R2 = 0.9978).( Figure 7)

3.3. Courbe d’étalonnage pour le dosage des flavonoides

La catéchine a été utilisée comme référence pour tracer cette courbe d’étalonnage qu’on
a utilisé pour le dosage des flavonoides. La formule de régression linéaire de cette courbe est
de y =5.140 x , avec un coefficient de détermination (R2 = 0.9911). (Figure 8)

3.4. Courbe d’étalonnage de dosage des tanins condensés

On a choisi aussi la catéchine comme réference afin de tracer la courbe d’étalonnage. La
formule de régression linéaire de cette courbe est de y = 0.1161 x, avec un coefficient de
détermination (R2 = 0.9968).(Figure 9)
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3.5.  Dosages phytochimiques effectués sur extrait brut de grignon d’olive (EB)

D’aprés nos résultats, les phénols totaux présentent la teneur la plus importante en CP
de I’EB de grignons d’olives avec une teneur de (8,48 mg EAG/gE). Elle est presque 4 fois plus
grande que celle des flavonoides (2,33 mg EQ/gE). Quant aux tanins, leur teneur en est la plus
faible (0,61 mg EC/gE). (Figure 10)

3.6.  Dosages phytochimiques effectués sur extrait délipidé de grignon d’olive
(ED)

Les résultats obtenus montrent que la teneur la plus importante en CP de I’ED de
grignons d’olives est celle correspondante aux phénols totaux avec une teneur de (10,26 mg
EAGI/gE). Elle est presque 4 fois plus grande que celle des flavonoides (3,17 mg EQ/gE). Quant
aux tanins, leur teneur en est la plus faible (0,35 mg EC/gE). (Figure 11)

3.7.  Etude comparative des teneurs en polyphénols, flavonoides et tanins entre
’EB et PED
Les teneurs en CP dans I’EB et I’ED faite par le test ‘t” de Student a montré que I’ED
est plus riche en polyphénols totaux et en flavonoides et pauvre en tanins que I’EB. (Figures
12, 13, 14)
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Figure 10 : Dosages phytochimiques des polyphénols, des flavonoides et des
tanins sur extrait de grignon d’olive brut (EB) exprimés en (mg/g)

12 -

10 -

Teneurs (mg/g)

o=

Phénols totaux Tanins condensés Flavonoides
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délipidé (ED) exprimés en (mg/qg)
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Figure 14 : Teneurs en tanins de ’EB et ’ED

Chague valeur représente la moyenne + écart type. La comparaison entre les teneurs en tanins
dans I’EB et I’ED est faite par le test ‘t’ de Student aprés analyse de variance.

PB versus PD : p< 0,004 FB versus FD : p< 0,008 TB versus TD : p< 0,0001.
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4. Evaluation de I’activité antioxydante

4.1. Résultats de piégeage de radical libre DPPH et réduction de FRAP sur EB
de grignons d’olives

La technique du piégeage du radical libre « DPPH » et de réduction de fer « FRAP » sur
I’EB de grignons d’olives a montré que les ECso sont respectivement : 0,28 mg/ml et 0,09

mg/ml. (Figure 15)

4.2. Pourcentage d’inhibition du radical « DPPH »

Les densités optiques enregistrées montrent une augmentation proportionnelle des
pourcentages d’inhibition en fonction concentrations utilisées allant de 0.0 a 2 mg/ml. Les
résultats montrent que I’EB a le plus fort effet de piégeage du radical libre DPPH avec un
pourcentage d’inhibition de 75% a une concentration de 0,5 mg/ml, alors que ’ED a attient a
cette concentration un pourcentage de 68%. Donc ’activité antioxydante de I’EB est plus élevée
que celle de I’ED. (Figure 16)

4.3. Pouvoir réducteur de fer « FRAP »

Dans notre travail, nous avons testé les deux extraits de grignons d’olives EB et ED a
des concentrations allant entre 0.0 et 0.5 mg/ml. Les valeurs obtenues nous ont permis de tracer
des courbes a allures linéaires de la D.O & 700 nm en fonction des concentrations mg/ml. Les
résultats obtenus montrent que la capacité de réduction est proportionnelle a I’augmentation de
la concentration des échantillons. A une concentration de 0,5 mg/ml I’absorbance de I’EB est
inferieure que celle de I’ED soient respectivement : 1,39 et 1,68 ; Donc le pouvoir réducteur de
I’ED est plus que celui de I’EB. (Figure 17)
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Figure 17 : Pouvoir réducteur de réduction de fer de ’EB et ’ED de grignons
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Des composes phénoliques (CP) sont trés frequents dans les especes végétales mais, leur
répartition en qualité et en quantité se differe d’une espéce a une autre et d’un composé a un
autre. Leurs propriétés reposent sur divers effets biologiques : activité antimicrobienne,
antivirale, antifongique ...etc (Senani N et al,. 2012) , d’ou I’effet majoritaire est 1’activité
anti-oxydante. Les CP sont par excellence des inhibiteurs de 1’oxydation par piégeage des

radicaux libres.

Afin d’effectuer un screening phytochimique, nous avons réalisé des extractions de
grignons d’olives par deux solvant : eau, eau/éthanol (20/80) (v/v). L’utilisation de différents
solvants a polarité différente permet de séparer des composés selon leur degré de solubilité dans
le solvant d’extraction. L’agitation continue et a courte durée, permet d’extraire le maximum
des composants bioactifs et de prévenir leur dénaturation ou modification probable

(Hagermann et coll., 2000).

Cette étape de criblage phytochimique est basée sur des phénoménes de précipitation ou
de coloration par des réactifs spécifiques a chaque famille de composeés. Ces tests qualitatifs

nous ont permis de connaitre la composition préliminaire de I’espéce étudiée.

On a vu que la coloration jaune des flavonoides était présente dans les deux extraits
aqueux et éthanolique. Cela est lié au degré de polarité : les flavonoides polaires et les
flavonoides apolaires sont présents en quantités identiques dans notre grignon d’olives. Les
tanins sont présents dans les deux extraits mais la réaction était plus nette dans 1’extrait aqueux
avec une coloration bleu noir et formation d’un précipité. Les saponosides sont moyennent
présents dans chaque extrait mais la formation d’une mousse persistante de 1cm était dans
I’extrait éthanolique. Les composés réducteurs sont faiblement présents dans les deux extraits
avec une faible intensité révélée par un précipité fin rouge-brique. Tandis que les

anthraquinones étaient totalement absentes dans les deux extraits.

Nous avons réalisé des dosages quantitatifs de polyphénols totaux, de flavonoides et de
tanins condensés sur deux extraits de grignons différents : extrait brut (EB) et extrait délipidé
(ED). La raison principale du choix de ces classes de CP, réside dans leur importance et leur

présence déja confirmée par criblage phytochimique.

La macération a été une étape primordiale dans notre étude, cette extraction solide-
liquide permet I’accélération de 1’extraction en minimisant le temps de contact entre le grignon

et le solvant sans influencer les effets bio-toxicologiques des composés tout en respectant

o
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certains conditions tels que 1’étanchéité du récipient, I’obscurité et la température ambiante afin
d’éviter toutes contaminations bactériennes ou déclenchement de fermentation. Le solvant
utilisé était un mélange eau/méthanol ; il a été prouvé dans plusieurs études que le méthanol,
I’éthanol, 1’eau, I’acétone et 1’acétate d’éthyle sont les solvants du choix. Ce mélange permet
de moduler la polarit¢é de solvant, la solubilit¢ des CP dans le solvant et d’atteindre les
conditions optimales pour 1’obtention d’un meilleur rendement d’extraction et d’une meilleure

activité antioxydante (Simon Both et al, 2014 et Alice et al, 2016).

La délipidation ou I’extraction de Soxhlet est effectuée afin d’éliminer les lipides qui
peuvent géner I’extraction des CP en utilisant un solvant apolaire qui est ’hexane. Ce solvant
capte les lipides dans la phase organique tandis que les CP restent dans la phase aqueuse. C’est
une technique classique qui permet d’avoir un bon rendement (M. D Luque de Castro et
al., Aout 1998). Cependant certains composés peuvent subir une thermodestruction car c’est
une extraction solide-liquide a chaud pendant un bon temps (Petco lvanov PENCHEYV 2010).

D’aprés nos résultats, la teneur la plus importante en CP de I’EB est celle correspondante
aux poly phénols avec une teneur de (8,98 mg EAG/gE). Elle est presque 4 fois plus grande que
celle des flavonoides (2,34 mg EQ/gE ). Quant aux tanins, leur teneur en est la plus faible (0,6
mg EC/gE). Concernant I’ED il est riche que I’EB en polyphénols et en flavonoides qui sont
présents a des concentrations respectivement de : (10,26 mg EAG/gE), (3,17 mg EQ/gE) ; Cela
peut retourner a la technique de délipidation utilisée prouvée par (Petco lvanov PENCHEV
2010). Alors qu’il est pauvre en tanins : (0,34 mg EC/gE) que I’EB.

D’apres (RODIS et al., 2002), apres I’extraction de 1’huile d’olive , une teneur de 2%
de composés phénoliques de fruit se retrouvent dans cette huile et les 98% restants passent
dans les sous-produits tels que les grignons et les margines. De ce fait, ces résidus peuvent étre
considérer comme source naturelle importante de ces composés. Vu que notre grignons
renferme une quantité intéressante en CP, il peut présenter une action toxique sur

I’environnement s’il ne sera pas valoriser.

Les teneurs en polyphénols totaux obtenues a partir de notre EB de grignons d’olives,
sont beaucoup plus importantes que celles des grignons étudiées par (Unal K et al,. 1994) soit
2,8 mg/kg et celles apportée par (Zaidi et al,.2009) de I’ordre de 11,8 mg/kg. Ces différences
peuvent étre jugées par la non spécifité du réactif de Folin qui peut conduire a une surestimation

des CP. Malgré la sensibilité et la simplicité, la disponibilité et la reproductibilité de cette
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méthode, ce réactif peut réagir avec des proteines, des sucres réducteurs, I'acide ascorbique, les

amines aromatiques et des composes soufrés (Singleton et al., 1999).

Les écarts des valeurs trouvées entre les différents résultats apportées par les autres
références bibliographiques sont expliqués par :

Des facteurs liés au matériel végétal utilisé (Boudhrioua et al,. 2009) :
v"le degré de maturation de la plante source,
v"les conditions climatiques, géographiques,
v' la différence entre les types de grignons utilisés.
v’ I’état physiologique et I’age de la plante
v" les conditions de conservation du matériel végétal,
Des facteurs liés a la méthode d’extraction adoptée Escribano (2003):

v Le type de solvant utilisé et la dimension des particules ; Plus Les particules
sont fines plus le solvant diffuse facilement et permet aux composés

phénoliques d’étre mieux transférés Virginie et al. (2015).
v Le nombre d’extraction
v Latempérature
v Le volume d’un solvant

Le séchage effectué pour les grignons d’olives permet d’avoir un meilleur transfert de
matiére et d’augmenter la surface de contact entre le grignon et le solvant ce qui favorise

I’extraction des CP.

L’activité antioxydante d’un composé correspond a sa capacité a freiner 1’oxydation. Il
est recommande de la déterminer par au moins deux tests tel que « DPPH et FRAP » pour
confirmer (Prior et al., 2005). Parmi les antioxydants les plus connus on trouve les composés
phénoliques, de ce fait nous nous somme intéressés a évaluer 1’activité antioxydante de 1’extrait

brut (EB) et I’extrait délipidé (ED) des grignons d’Olea Europea.
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La réalisation des tests DPPH et FRAP sur I’EB de grignons a montré une activité
antioxydante modérée avec des EC50 qui sont respectivement : 0,28 mg/ml et 0,09 mg/ml. La
EC 50 est la concentration nécessaire pour inhiber 50% du radical DPPH, elle est inversement
proportionnelle au pouvoir antioxydant. Cette activité antioxydante marquée peut étre
expliquée par la présence des groupements hydroxyles des composés phénoliques comme
I’oleuropéine, 1’hydroxytyrosol contenus dans 1’extrait de grignon est cela est confirmé par (
Hayes et al., 2011).

D’aprés (Arquas. H, 2012) I'extrait phénolique de la feuille d’olivier semble avoir un
pouvoir antioxydant proche que celui de ’acide ascorbique (EC 50 = 0,134 mg/ml). Donc ses
résultats obtenus montrent clairement que les CP extraits de la feuille d’olivier sont des vrais
concurrents pour les puissants antioxydants soit naturels comme I’acide ascorbique Soit

synthétiques tel que 1I’hydroxytoluéne butylé (BHT).

(Bensallah et al., 2012), ont étudi¢ 1’activité antioxydante d’une variété de 1’olivier
cultivé de la région Chemlali en Tunisie. Les auteurs ont obtenu une Clso de 7.90 pg/ml en
utilisant 1’eau/éthanol (30/70) (v/v) comme solvant d’extraction. Ce qui montre que I’olivier

pourrait étre une nouvelle source des antioxydants naturels.

Les résultats de 1’étude comparative de ’effet de piégeage du radical libre DPPH
montrent que I’EB a le plus fort effet avec un pourcentage d’inhibition de 75% a une
concentration de 0,5 mg/ml, alors que I’ED a attient a cette concentration 68%. Donc ’activité
antioxydante de I’EB est plus élevée que celle de I’ED pourtant ce dernier était plus riche en
phénols totaux et en flavonoides. Cette différence peut étre expliquée par la contribution
d’autres composés contenus dans I’extrait brut qui présentent un pouvoir anti radicalaire pour
le DPPH. Aussi la réaction « Antioxydant-DPPH » dépend de la conformation structurale,
certains composes réagissent rapidement avec DPPH, réduisant un nombre de molécules de
DPPH égal au nombre de groupements hydroxyles (Bondet et al., 1997). En fait la variation
de D’activité inhibitrice des différents extraits peut étre expliqué par la concentration des

composés phenoliques (Soobrattee et al., 2005).)

Dans le test de FRAP ’activité antioxydante est proportionnelle a 1’absorbance a 700
nm qui correspond a I’augmentation de la densité de la couleur bleu dans le milieu réactionnel

de la réduction de Fe3+. D’apres 1’étude comparative des résultats de cette technique : a une
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concentration de 0,5 mg/ml 1’absorbance de I’EB est inferieure que celle de I’ED soient
respectivement : 1,39 et 1,68 ; Donc le pouvoir réducteur de I’EB est moins que celui de I’ED.
Cela peut étre attribué aux teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides qui sont clairement

inférieures dans I’EB que dans I’ED.

La capacité antioxydante est augmentée lors de I’enrichissement de 1’huile de tournesol
avec I’extrait phénolique de feuilles d’olive avec une concentration de 195mg/kg. Cet effet est

lié aux CP des extraits rajoutés SALTA et al., (2009)

Les résultats obtenus de (Benaid Ouissam, 2018) suggérent que les composés
phénoliques peuvent étre des stabilisants des membranes biologique, ils peuvent réduire aussi
I’oxydation et I’agrégation des lipides c’est pour cela il est conseillé d’avoir une alimentation

riche en sources de composes phénoliques tel que les fruits et les légumes.

Les résultats de test de biodégradabilité du grignon et des margines réalisés sur la
croissance des différentes souches de rhizobiums par (Amrane Sihem, 2017) montrent une
faible dégradation des grignons chez la plupart des souches testées. La toxicité des grignons et
précisement la phytotoxicité est essentiellement liee aux CP (Lynch, 1980), qui sont
difficilement biodégradable et qui agissent comme des inhibiteurs de croissance et de
germination végétative (Morillo et al., 2009) et méme d’activité microbienne du sol (Marisot
et Tournier, 1986).

D’apres notre étude, les grignons d’olives et leurs CP sont connus de plusieurs activités
biologiques et toxicologiques d’ou la nécessité de les valorisés et de mettre en ceuvre des
méthodes d’extraction faciles a haut rendement. Il est important de tenir en compte le choix des

solvants d’extractions utilisés pour éviter les problémes de pollution.
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1. Conclusion

L’industrie oléicole en Algérie produit annuellement des quantités énormes d’huile
d’olive et en parallele des quantités énormes de grignons d’olive qui sont destinés a
I’alimentation des ruminants ou bien rejetées dans les décharges. Les grignons d’olives étaient
souvent abandonnés et considérés comme un polluant en raison de leur résistance a la
biodégradation. Alors que la majorité des composes bioactifs contenus dans les olives tels que

les CP restent dans ces déchets lors de la production d’huile d’olive.

Les CP présentent un grand intérét, a cause de leur activité anti-oxydante bien élevée,
ce qui leur donne une valeur pharmacologique et industrielle non négligeable. lls agissent sur
la santé humaine autant qu’anti inflammatoires, anti diabétiques, anti tumorales, protecteur

vasculaires,...etc.

les grignons d’olives se caractérisent par la présence des flavonoides, des tanins, des
saponines, des tri terpénes hétérosidiques et des quinones en quantités variables, ainsi que des
composeés réducteurs en faible quantité et par une absence totales des anthraquinones, Selon le

test screening phytochimique sur les deux extraits aqueux et éthanolique,

L’étude quantitative effectuée sur I’extrait brut et I’extrait délipidé, avoue que les
grignons d’olives sont une source naturelle importante de CP, et qui sont caractérisés par une

activité antioxydante déterminée et confirmée par deux méthodes : DPPH et FRAP.

A la fin de notre étude, il serait important d’investisser dans les grignons d’olives on les
transformant d’un produit polluant a une source de revenus complémentaires pour le secteur

oléicole, en s’orientant vers la récupération de ses CP autant qu’antioxydants naturels.

e
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Résumé

En Algérie, le grignon d’olive, généré par les industries d'huile d'olive, est présent en quantité

elevée ce qui posent un probléme stressant de pollution et d’écotoxicité a cause de ses rejets
abondants tels que les grignons d’olives. C’est dans ce contexte que nous avons entrepris de faire une
évaluation des caractéres bio-toxicologiques et physicochimiques des polyphénols car les grignons
d’olives sont riches en CP et cela mérite une attention particuliére par leur valorisation en tant que source
intéressante d’antioxydants naturels. extraits des grignons d’olives.

Notre travail s’est orientée vers la réalisation d’une analyse qualitative de deux extraits de
grignons : aqueux et éthanolique et d’une analyse quantitative sur deux extraits : brut et délipidé et d’une
¢évaluation de I’activité antioxydante par deux méthodes : DPPH et FRAP.

Nos résultats montrent que I’extrait délipidé des grignons d’olive est riche en polyphénols totaux
en comparant avec les flavonoides, tandis que la teneur en tanins est la plus faible contrairement a
I’extrait brut. L’activité antioxydante révélée par les méthodes de DPPH et de FRAP est modéré dans
les deux extraits. Le pouvoir réducteur de fer est plus élevé dans I’extrait délipidé alors que le
pourcentage d’inhibition de DPPH est plus important dans 1’extrait brut.

En conclusion les grignons d’olives doivent se donner une valeur car ils représentent une source
importante en CP qui sont des antioxydants naturels intéressent particulierement le domaine de la
phytothérapie, I’hygiéne alimentaire, la pharmacologie et I’industrie.

Mot clés : Grignon d’olive — Polyphénols — Antioxydants

Abstract

In Algeria, olive pomace, generated by the olive oil industries .Olive production poses a stressful
problem of pollution and ecotoxicity because of its abundant discharges such as olive cake. Their CP
richness deserves special attention as a valuable source of natural antioxidants. It is in this context that
we have undertaken to realize a determination of the physico-chemical and bio-toxicological
characteristics of polyphenols extracted from olive pomace.

Our study was directed towards the realization of a qualitative analysis of two extracts of
pomace: aquatic and ethanolic and of a quantitative analysis of raw extract and delipidated extract and
an evaluation of the antioxidant activity by two methods: DPPH and FRAP.

Our results show that the delipidated extract of olive pomace is rich in total polyphenols
compared with flavonoids, while the tannin content is the lowest unlike the raw extract. The antioxidant
activity revealed by the DPPH and FRAP methods is moderate in both extract. The Iron reducing power
is higher in the delipidated extract while the percentage inhibition of DPPH is greater in the raw extract.

In conclusion, olive pomace must be valued because it represents an imporating source of CP
which are natural antioxidants particularly interesting in the field of phytotherapy, food diet,
pharmacology and industry.

Key words : Olive pomace — Polyphenols — Antioxydants
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