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Résumé

Le rejet des effluents des industries productrices d’huile d’olive tels que les grignons d’olives et les
margines pose un probleme de pollution dans les pays du Bassin Méditerranéen. L’exploitation des
molécules bioactives contribue a la durabilité du secteur des déchets d'olives, réduisant ainsi son
impact environnemental et favorisant le développement de formulations innovantes pour des
applications pharmaceutiques, nutraceutiques et cosmétiques.

L’objectif de la présente étude porte a la caractérisation phytochimique ainsi que I’évaluation in vitro
de I’activité antioxydante et antidiabétique des sous-produits des huileries d’olive,le grignon (frais et
séché) et le margine (noir et marron) récupérés de I’huilerie de la région de Sebra.

Le screening phytochimique des extraits eau-éthanol (20/80) du grignon frais et séché, et des fractions
acétate d’éthyle et n-butanol récupérés du margine noire et marron, ont révélé la richesse des extraits
en composés phénoliques, en particulier la fraction acétate d’éthyle du margine marron. Taux de
polyphénols et de flavonoides totaux dans ces extraits est variable entre 638,92ug et 68,07 ug
EAG/mg Es, et entre 78,13ug et 4,38uug EC/mg Es. De plus ils présentent un taux important de tannins
condensés qui varie entre 917,29ug et 52,90ug EC/mg Es.

Les résultats obtenus concernant 1’activité antioxydante ont révélé un effet antiradicalaire sur le DPPH
et un pouvoir réducteur du fer promoteur pour I’ensemble des extraits, en particulier les extraits de
margine d’olive marron et noire,et leurs fractions acétate d’éthyle. Les valeurs de ICso déterminées
pour le DPPH sont variables entre 0,402ug/ml et3,21 pg/ml contre 8,19 pg/ml a 14,11 pg/ml pour les
extraits eau-éthanol de grignon frais et séché. Pour le test de FRAP, les valeurs de ICso déterminés
varient entre 7,47 g/ml et 312,5 pg/ml.

L’activité antidiabétique évaluée in vitro sur I’a-amylase et sur la capacité d’adsorption au glucose a
montré un effet intéressent des extraits de margine par rapport aux extraits du grignon, en particulier
les fractions acétate d’éthyle du margine, dont les valeurs de ICspvarient entre 0,232ug/ml a 4,99
pg/ml par rapport aux extraits eau-éthanol de grignons frais et séché qui présentent des ICso de 1,50
pg/ml a 7,58 pg/ml. De plus, la fraction acétate d’éthyle du margine marron, aprés 3h d’incubations
avec différentes concentrations de glucose (5, 10, 50, 100 mM) a présenté une haute capacité
d’adsorption au glucose nettement supérieur aux autre extraits,estimée a 16,29mM/g Extrait. Cet effet
est comparable a I’effet de ’acide gallique (17,75 mM/g Ac. Gallique).

La valorisation des déchets d’olive représente une opportunité stimulante pour le développement
industriel durable et compétitif

Mots clés : Grignon et Margine d’olive, composés phénoliques, antioxydant, antidiabétique



Abstract

The discharge of effluents from olive oil-producing industries such as olive pomace and
vegetable oils poses a pollution problem in the countries of the Mediterranean Basin. The
exploitation of bioactive molecules contributes to the sustainability of the olive waste sector,
thus reducing its environmental impact and promoting the development of innovative
formulations for pharmaceutical, nutraceutical and cosmetic applications.

The objective of the present study is the phytochemical characterization as well as the in vitro
evaluation of the antioxidant and antidiabetic activity of the by-products of olive oil mills,
pomace (fresh and dried) and vegetable oil (black and brown). Recovered from the oil mill in
the Sebra region.

The phytochemical screening of the water-ethanol extracts (20/80) of fresh and dried pomace,
and of the ethyl acetate and n-butanol fractions recovered from black and brown vegetable oil,
revealed the richness of the extracts in phenolic compounds, in particular the ethyl acetate
fraction of brown vegetable oil. The level of total polyphenols and flavonoids in these extracts
varies between 638.92 ug and 68.07 ug EAG/mg Es, and between 78.13 pg and 4.38 pg
EC/mg Es. In addition, they have a high level of condensed tannins which varies between
917.29ug and 52.90 pg EC/mg Es.

The results obtained concerning the antioxidant activity revealed an anti-radical effect on
DPPH and a reducing power of the iron promoter for all the extracts, in particular the extracts
of brown and black olive oil, and their ethyl acetate fractions. . The 1C50 values determined
for DPPH vary between 0.402 pg/ml and 3.21 pg/ml compared to 8.19 pg/mL to 14.11 pg/mL
for the water-ethanol extracts of fresh and dried pomace. For the FRAP test, the 1C50 values
determined vary between 7.47 p g/mL and 312.5 pg/ml.

The antidiabetic activity evaluated in vitro on a-amylase and on the glucose adsorption
capacity showed an effect of interest on vegetable oil extracts compared to pomace extracts,
in particular the ethyl acetate fractions of vegetable oil, of which the IC50 values vary
between 0.232 pg/ml to 4.99 pg/ml compared to water-ethanol extracts of fresh and dried
pomace which have IC50s of 1.50 ug/ml to 7.58 ug/ml. In addition, the ethyl acetate fraction
of brown vegetable oil, after 3 hours of incubation with different concentrations of glucose (5,
10, 50, 100 mM) presented a high glucose adsorption capacity significantly higher than the
other extracts, estimated at 16.29 mM/g Extract. This effect is comparable to the effect of
gallic acid (17.75mM/g Ac. Gallic).

The valorization of olive waste represents an exciting opportunity for sustainable and
competitive industrial development.

Keywords: Olive pomace and margin, phenolic compounds, antioxidant, antidiabetic
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LDL.: Low Density Lipoproteins
LOPP : Poudre enrichie en liquide
MF : Microfiltration
Na2CQOa3 : Carbonate de sodium
NaNO: : Nitrite de sodium




NaOH: Hydroxyde de sodium

NF : Nanofiltration

OH : Hydroxyle

PBS : tampon phosphate salé (Phosphat buffer salin)
PH : Potentiel hydrogene

POD : peroxydase

POPP : Poudre enrichie en pulpe

Q : Quercétine

RO : Osmose inverse

TO: Température

TCA : Acide trichloracétique

ug EAG/mg E : Microgramme équivalent acide gallique par milligramme d’extrait

ug EC/mg E : Microgramme équivalent catéchine par milligramme d’extrait

ug EC/mg E : microgramme équivalent catéchine par milligramme d’extrait

UV : Ultraviolet
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Les nations méditerranéennes se sont affirmées comme les principaux acteurs en matiére de
consommation, de production et d'exportation d'olives et d'huile d'olive. Leur production
d'huile d'olive représente environ 90 % de la production mondiale, avec une estimation de
2874500 tonnes (COI, 2018).

Actuellement, avec la mise en avant des bienfaits de I'huile d'olive pour la santé humaine, la
demande ne cesse d'augmenter, entrainant une croissance de la production. Outre I'huile
d'olive en tant que produit principal, lI'industrie oléicole génére d'importantes quantités de
sous-produits solides appelés grignon, ainsi qu'un autre liquide appelé margine. La production
mondiale de margine dépasse un volume de 30 millions de métres cubes par an (El-abbassi et
al.,2017).

Chaque jour, d'importants volumes de déchets sont produits dans le monde, notamment des
déchets alimentaires, des déchets de boissons, des déchets agricoles et industriels. Le
processus de broyage des olives pour obtenir de I'huile d'olive génere également des quantités
significatives de déchets, tels que les grignons et les margines, qui sont préjudiciables a
I'environnement. Malgré leur riche composition chimique en matiéres organiques, leur
concentration en composés polyphénoliques dont certains sont trés difficilement
biodégradables, ces déchets demeurent largement inexploités et non valorisés en I'absence de
contréle, le rejet non régulé de ces substances dans l'environnement peut entrainer une
contamination des nappes phréatiques, la pollution des eaux de surface, le colmatage des sols
et la diffusion d'odeurs désagréables. Il est donc impératif de les réutiliser pour réduire leur
impact environnemental (Chaib et Ameyoud,2022).

La valorisation des déchets alimentaires représente une opportunité stimulante pour le
développement industriel durable et compétitif. La récupération des phénols contribue a la
durabilité du secteur des déchets d'olives, réduisant ainsi son impact environnemental et
favorisant le développement de formulations innovantes pour des applications

pharmaceutiques, nutraceutiques et cosmétiques (Tundis et al.,2020)

La recherche et la valorisation de molécules naturels ont toujours suscité un intérét
considérable, qui ne cesse de croitre face a la méfiance grandissante des consommateurs a
I'égard des produits synthétiques, qui peuvent parfois presenter des effets secondaires graves
pour la santé humaine. La valorisation des sous-produits de la filiére oléicole peut se réveler
intéressante tant sur le plan environnemental que sur le plan économique. L'objectif est

d'utiliser ces produits soit sous leur forme brute, avec un traitement minimal et peu colteux,
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soit d'en extraire les composés bioactifs applicable dans le domaine pharmaceutique (EI-
abbassi et al.,2017)

Dans ce contexte, 1’objectif de la présente étude consiste a la caractérisation phytochimique et
la recherche de ’activité antioxydante et antidiabétique des résidus solides et liquides issus de

I’extraction de I’huile d’olive dans la région de Tlemcen, a savoir le grignon et le margine.

La démarche expérimentale de cette étude regroupe deux parties, la partie phytochimique
consiste a la préparation des extraits eau-éthanol des grignon frais et séchés, et le
fractionnement liquide-liquide des margines en utilisant acétate d’éthyle et n-butanol. Les
extraits récupérés font I’objet d’un dosage des composés phénoliques. La deuxieme partie de
cette étude biologique, repose sur 1’évaluation in vitro de D’activité antioxydante et

antidiabétiques des extraits du grignon et du margine d’olive.
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l. L'olivier

.1 Description de ’olivier

L'oliver était 'un des premiers arbres fruitiers cultivés par I'Homme. Son origine a été le sujet
de plusieurs débats, Son histoire se confond avec celle des civilisations qui ont vu le jour
autour du bassin Méditerranéen (Rayan et al.,1998). L’huile d’olive fait partie intégrante de
I’alimentation des populations locales, ce produit, malgré une nature et une fabrication
commune, offre une grande variété au niveau gustatif. L'olivier est maintenant employé pour
fabriquer de [I'huile ainsi que des fruits en conserve, Les feuilles sont utilisees en
phytothérapie pour leur teneur élevée en composés phénoliques tels que l'oleuropéine et
I'nydroxytyrosol, reconnus pour leurs bienfaits en nutrition et en médecine (Breton et
al.,2012)

Les olives de tables sont considérés comme un aliment fonctionnel important en raison de
leurs hautes valeurs nutritionnelles, ils sont riches en fibre et en composés antioxydants
(Stamatoula et al., 2017). La production de I'olive de table en Algérie se concentre a l'ouest
du pays plus précisément a Mascara dans la commune de Sig. La sigoisse est la variété d'olive
la plus dominante, elle occupe 25% du verger oléicole Algérien avec une production record en
2017/2018 de 318 000 tonnes (COI, 2018).

L'huile d'olive, dont [I'histoire remonte a la civilisation grecque, est encore largement
consommeée aujourd'hui. Elle est la principale source de matieres grasses dans les régimes
crétois et méditerranéen, reconnus pour leurs bienfaits sur la santé. Sa valeur nutritionnelle est
principalement due a sa composition en acides gras, essentiellement insaturés, avec une petite
proportion d'acides gras essentiels (Ryan et al.,1998)

L'olive et son huile ont toujours été les composants clés du régime méditerranéen pendant tres
longtemps, en raison de leur haute qualité nutritionnelle et de leurs effets positifs sur la santé
(Storniolo et al., 2017), issue d’un fruit sans recourir a des étapes de raffinage. En effet, selon
les normes officielles, 1’huile d’olive ne peut étre obtenue qu’a partir du fruit de I’olivier et
uniquement par utilisation de procédés physiques (Veillet, 2010).

La classification botanique de I’olivier selon Benlemlih et Ghanem (2012) est la suivante :

« Regne : Plantae

«  Embranchement : Magnoliophyta

»  Sous embranchement : Magnioliophytina
«  Classe : Magnoliopsida
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« Sous classe : Dialypetales

*  Ordre : Lamiales

« Famille : Oleaceae

* Genre: Olea

» Espece : Olea europea L.

«  Sous especes : O. europeasubsp. Europeavar. sylvestres
O.europeasubsp.Europeavar.europea

1.1.2. La production et le secteur oléicole Algérien

L’olivier existe principalement dans les terrains montagneux et se repartit dans trois zones
(figuren®l):le centre nord (Tizi Ouzou, Bouira, Bejaia) avec 54,3 % de la surface totale, 1’est
(Jijel, Guelma, Skikda et Mila) avec 28,3 % et ’ouest qui occupe 17 % de la superficie totale
(Tlemcen, Oran, Mascara) (Aggoun, 2016)

SETF JUR
BOURA 5 8% 2.6%

8.7%

TIZI OUZOU.
18.9%

BEJAIA
30.8%

Figure n°1 : répartition de la superficie d’olivier

L’Algérie a fait beaucoup de progres dans le but d’améliorer la quantité de production et la
qualité des huiles vierges. Elle est classée au septiéme rang des producteurs mondiaux et au
troisiéme rang en Afrique, derriere la Tunisie et le Maroc (Benkhaled et al., 2021). L’huile
d'olive produite en Algérie est renommée pour sa qualité et son godt distinctifs, lesquels
peuvent varier en fonction de la région de production, des méthodes de fabrication et de la
source d'irrigation utilisée. En outre, en Algérie, I'huile d'olive est également utilisée a des fins
médicinales et cosmétiques (Meklatiet al., 2019 ;Benkhaled et al., 2021).
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I.1.3. Procédés d’extraction d’huile d’olive

La culture de I'olivier a traditionnellement privilégié la production de I'huile d'olive, avec un
processus d'extraction inchangé. Ce processus comporte quatre étapes principales : les
operations préliminaires, le broyage, le malaxage et la séparation des phases liquides (huile et
eau) de la phase solide (grignon) (Chaouadi et Elias, 2015). L'extraction est effectuée en
utilisant différents systemes : la pression, tel que le systeme discontinu ou traditionnel, ou la

force centrifuge, comme dans le systéme continu (Figure n°02).

() ©
Lavage Lavage Lavage
A
Teituration Concassage Concassage
/broyage /broyage
Eau
4 A 3
Pressage Centrifugation Centrifugation
horizontale horizontale
—— §—— 1
Mo(ts Grignon Grignon Huile Résidu semi-
solide (Aloeruio)
I [
Centrifugation Transformation Transformation
Séparateur verticale ultérieure uitérieure
Huile Huile Huile de Grignon Huile de Alperujo
grignon épuisé grignon épuisé

Figure n°2 : Schéma des différents procédés de production d'huile d'olive, (a) procédé a
presses, (b) procédé a trois phases, (c) procedé a deux phases (El-Abbassi.,2013).
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I1. Les principaux sous- produits de I’oléiculture
I1.1. Grignons d’olive

I1.1.1. Définitions et type de grignon

Le grignon d'olive est un résidu solide de teinte brune, issu de I'extraction compléte de I'huile
des olives par broyage, sans recours a des traitements chimiques. Ce processus d'extraction
comprend plusieurs étapes, notamment le lavage, le broyage, le malaxage de la pate obtenue,

et enfin I'extraction proprement dite (Labsaoui.,2017) .

Les grignions contiennent encore de 1’huile appelée huile secondaire. Ils sont composés de
peaux, de résidus de pulpe et des fragments des noyaux. Ces déchets contiennent en moyenne
28,5% d'eau, 41,5% de coque, 21,5% de pulpe et 8,5% d’huile (Amic et Dalmasso, 2013).

Selon le procédé de trituration et le traitement technologique utilisé, on distingue trois types
du grignions d’olive (Babakhouya,2010).

®,

% Legrignon brut : C’est le résidu de la premiére extraction de I’huile d’olive entic¢re

% Le grignon épuisé : C’est le résidu obtenu aprés déshuilage du grignon brut par un
solvant, généralement de I’hexane.

% Le grignon partiellement dénoyauté : Il résulte de la séparation partielle du noyau de

la pulpe par tamisage ou ventilation. Il est dit gras si son huile n’est pas extraite par

solvant, et dit dégraissé ou épuisé si son huile est extraite par solvant.

I1.1.2. Composition chimique du grignon d’olive
Le grignions d'olive est un matériau lignocellulosique typique composé de polysaccharides
structurels (cellulose et hémicelluloses) et un hétéropolymeére aromatique (lignine) ainsi que

des composantes non structurales (Gullon et al., 2018)

Le grignon d’olive constitue une excellente source ajoutée de composés de haute valeur
comme les phénols, les glucides et les protéines (Bermudez et al.,2019). Il présente une
composition typique de la biomasse lignocellulosique ; en ce sens, il contient de la lignine
(30,0 a 41,6%), de la paroi cellulaire polysaccharides (35,3 a 49,0 %) comme cellulose,
polymeéres pectiques et hémicelluloses (xylanes, glucoroxylanes), I’huile (7,5 a 14 %) et les

minéraux (4,4 a 6 %) (Rodrigues et al.,2015 ; Miranda et al., 2019).

Ce sous-produit d’olive a été proposés comme une bonne source de molécules bioactives

comme les antioxydants et les oligosaccharides. A cet égard, Gullon et al., (2018) ont signalé

6
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que la teneur en extraits de 1’¢lagage de 1’olivier est remarquablement plus élevée que dans

d’autres matériaux lignocellulosiques (Tableau n°1).
Tableau n°1 : Composition chimique des grignons d’olives

(Medouni-Haroune et al., 2018)

Systéme continue

N Systéme
Parametres diti |
traditionne Systéme & 2 phase  Systéme a 3 phase
Ph 5,29 6,6 5,1-5,32
Lignine (g/Kg) 1947 - 426,3
Hémicelluloses
168,4 - 350,8
(9/Kg)
Cellulose (g/Kg) 114,9 - 193,6
Mercure (g/Kg) - <0,1 <0,1
Cadmium (mg/Kg) - <0,05 <0,05
Arsenic (mg/Kg) - <0,05 <0,05
Zinc (mg/Kg) - 9,9-10 8-21
Sodium (mg/Kg) 92,1 103,8 214,3-800
Calcium (mg/Kg) 17148,4 3218,7 1693-4500
Magnesium 1189,7 511,1 800-1700
(mg/Kg)
Potassium (mg/Kg) 11366,6 16020,2 28433,9

Les éléments principaux présents dans les grignons d'olive incluent le potassium, le calcium et
le sodium (Dermeche et al, 2013 ; Christoforou et Fkaides, 2016), Les taux des métaux
lourds dans les grignons d'olive sont habituellement tres bas voire insignifiants, avec des
quantités de plomb, de cadmium, de chrome et de mercure inférieures a 1 mg/kg, ce qui

témoigne d'une présence limitée de ces métaux dans ce résidu (Haroune et al, 2018),

Le profil de vitamine E du grignon d'olive comprenait : a-tocophérol, B-tocophérol, a-
tocotriénol et y-tocophérol, L'a-tocophérol était la forme majoritaire (2,63 mg/100 g), tandis

que les autres vitamines étaient présentes en quantités inférieures a 0,1 mg/100 g(Tableau
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n°2), La fraction lipidique était particulierement riche en acide oléique (75 %) suivie par les
acides palmitique (10%), linoléique (9%) et stéarique (3%)(Tableau n°3)(Nunes et al.,2018).

Tableau n°2 : Les différentes formes de vitamine E présentes dans le grignon dolive.

Composant mg/100 g (dw) mg/100 g (fw)
a-Tocophérol 7,64 £ 0,81 2,63 +0,28
a-Tocotriénol 0,29 + 0,04 0,10 £ 0,01
B-Tocophérol 0,09 + 0,02 0,03+0,01
y-Tocophérol 0,13 + 0,02 0,04 £ 0,01

Tableau n°3 : La composition en acides gras du grignon d'olive, exprimée en

pourcentage relatif.

Acides gras Pourcentage relatif (%)

C14:0 (myristique) 0,04 £ 0,00
C16:0 (palmitique) 10,40 £ 0,05
C17:0 (heptadécanoique) 0,13 + 0,00
C18:0 (stéarique) 3,27 +£0,01
C20:0 (arachidique) 0,42 £0,01
C22:0 (béhénique) 0,16 £ 0,01
C24:0 (lignocérique) 0,07 £ 0,01
C16:1 (palmitoléique) 0,68 + 0,03
C18:1n9c (oléique) 75,25+ 0,19
XSFA (acides gras saturés) 14,49

YMUFA (acides gras mono-insatureés) 76,25

YPUFA (acides gras poly-insaturés) 9,26

La poudre de grignon d’olive enrichis en pulpe (POPP) est également riche en fibres
alimentaires, principalement des fibres insolubles (69,68 g/100 g de poids sec), liées a une
quantité substantielle de phénols liés (7,63 mg d'équivalents d'acide gallique/g de poids sec de
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fibre) (Tableau n°4). Cette composition favorise la biodisponibilité des acides gras en

diminuant les acides gras saturés de 5 a 6 % et en facilitant la biodisponibilité des acides gras

Tableau n°4 : Composition chimique des poudres de grignon d'olive (g/kg de matiere
séche (Ribeiro et al., 2021).

Composition LOPP (poudre POPP (poudre
chimique de poudre | enrichie en liquide) | enrichie en pulpe),
de margine
Humidité 33,71 +£1,62 36,55 + 2,32
Composition Prc_)t(_éines 11,17+ 1,48 118,24 £ 1,24
Lipides 8,01 +0,39 119,54 + 6,99
Cendres 84,56 = 6,64 31,92 £ 0,22
P 4,76 £ 0,02 1,59+0,18
Mg 1,53+£0,03 0,50 + 0,07
Minéraux Ca 1,32 +£0,01 1,65+0,21
Na 0,17 £0,01 -
K 54,31 +1,05 17,56 £ 2,61
Glucose 125,69 £ 11,10 35,29 + 2,80
Sucres Fructose 16,43 £ 1,43 4,07 £ 0,57
Mannitol 141,11 £ 12,45 8,85+ 0,45
Lactique 4,15+0,18 1,18 + 0,02
Acides Organiques Formique 10,27 £ 0,72 4,55 + 0,36
Acétique 2,62 +0,13 0,49 + 0,01
Asp - 22,11+ 2,32
Glu - 21,63 + 2,58
Gin - 8,98 + 0,84
'e\'szgntiel Ala i 5,99 + 0,64
Arg - 5,75+0,19
Acides Cys - 8,98 + 0,84
amines His i 21,38+ 1,16
Thr - 1,60£0,14
Tyr - 3,73+0,41
Essentiel Val - 7,11+0,54
Met - 2,72 +0,05
Trp - 11,87 £ 0,94
Phe - 11,03 +£1,32
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I1.1.3 Valorisation de grignions d’olive

Le grignon d'olive, une ressource renouvelable, présente un risque de pollution en raison de sa

teneur élevée en matiére organique lorsqu'il n'est pas valorisé, Cependant, diverses méthodes

de valorisation sont disponibles pour remédier a cette situation,

>

Traditionnellement, le grignon est utilisé a I’échelle domestique ou dans les huileries
pour la production de chaleur lors du processus d’extraction, De nos jours, il se trouve
des applications comme combustible dans les chaudieres centrales pour générer de
I’énergie électrique (Amrani,2010).

Les grignons peuvent servir de milieu de fermentation, pour produire une biomasse
probiotique (Mennane et al., 2010).

Le grignon d'olive pourrait étre appliqué non seulement comme un agent de sorption
physique d’huile, mais aussi a des fins de bio-augmentation comme source biologique
pour les bactéries (Dashti et al., 2015).

Utilisation des grignons d’olive dans 1’alimentation animale aprés addition d’autres
composantes (son, cactus, mélasse, fourrage, minéraux...)

Pour son utilisation en tant que fertilisant, il est conseillé de soumettre le grignon
d'olive a un processus de compostage afin de produire une matiére organique stabilisée

qui ne présente pas de toxicité pour les plantes

10
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Fermentation par des
champignons

Production des aromes

Fermentation anaérobique : - -
Méthanisation Combustion directe
Compostage Fertilisation des terres
Produc'uon de furfural, Industries des plastiques
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-
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Figure n°3 : Différentes filiéres de valorisation des grignons d’olives (Ajmia et
Chouchen, 2010)

11.1.4. Application écologique du grignon d’olive

= Les résidus d'olives ont été utilisés comme amendement pour améliorer la fertilité du
sol et augmenter la quantité du carbone organique stocké dans les agrosystemes
(Majbaret al., 2018 ; Regni et al., 2017).

= Les sols enrichis avec des composts de résidus d'olives combinés a divers déchets
agro-industriels, présentent des niveaux plus élevés d'azote, de phosphore, de
potassium et de matiére organique par rapport aux sols traités avec des engrais
inorganiques (Fernandez-Hernandez et al.,2014).

= La possibilité d'utiliser les grignons d'olive comme fertilisant ou améliorant du sol a

également été étudiée comme alternative aux engrais minéraux (Lacolla et al.,2019).

11



Synthése bibliographique

11.1.5. Application industrielle du grignon d’olive

Valoriser les grignons d’olive consiste a les convertir en adsorbants économiques pour
le contr6le de la pollution de I'eau (Anastopoulos et al., 2015)

les résidus d'olives conservaient leur capacité absorbante pendant plus de 10 cycles,
leur capacité a adsorber divers ions métalliques pourrait accroitre leur potentiel
d'application dans le traitement des eaux usées industrielles (Abdelhadi et al., 2017 ;
Fernandez-Gonzélez et al., (2019).

Les composés phénoliques extraits du grignon d’olive peuvent étre utilisés pour
fabriquer des matériaux d'emballage biodégradables (Figure n°4) pour divers types de
produits alimentaires afin de remplacer ceux de synthése (Lammi et al., 2018).

Il est également possible de récupérer les fragments de noyaux, utilisés comme
combustible pour chauffer les fours ou pour produire du charbon actif.

Les grignons d'olive ont également eu été employés pour éliminer les polluants du sol,
tels que les métaux lourds et les herbicides (Delgado et al.,2007).

La digestion anaérobie des grignons d'olive est capable de produire du méthane de
bonne qualité (Tekin et Dalgic,2000).

11.1.6. Application cosmétique de composés phénoliques présents dans le grignon d’olive

Les formulations cosmétiques contenant du verbascoside, sont utilisées pour inhiber la
collagénase et I'élastase, et activer les hydroxylases (Robin et Rolland, 2004)

Les dermocosmétiques a base d'hydroxytyrosol, concu pour inhiber la synthése de la
mélanine et diminuer la pigmentation de la peau, agissant ainsi comme un agent

blanchissant, éclaircissant et dépigmentant (Codina et Monjo, 2014)

11.1.7. Travaux alimentaires sur le grignon d’olive

Le pain et les biscottes enrichis en polyphénols de grignon d'olive (200 mg de
polyphénols/kg) ont montré une activité antimicrobienne plus élevée et ont prolongé
leur durée de conservation de 10 a 15 jours (Galanakis et al., 2018)

L'ajout de résidus de marc d'olive et de pate d'olive, individuellement ou combinés, au
pain et aux pates a été évalué comme améliorent la qualit¢ chimique sans
compromettre les propriétés sensorielles (Simonato et al., 2019 ;Cedola et al.,2020)
Les biscuits enrichis avec de la poudre de grignon d'olive, augmentent leur teneur en
fibres alimentaires et réduisent leur indice glycémique et leur valeur énergétique. La

consommation de ces biscuits a stimulé le métabolisme du microbiote intestinal

12
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(Figure n°4), et augmente les niveaux dacides homovanillique et 3,4-
dihydroxyphénylacétique, ce qui contribue a la réduction du cholestérol LDL
oxydé;les niveaux d'acides phénoliques dans les urines, indiquant une meilleure
biotransformation des polyphénols dans l'intestin(Lin et al., 2017 ; Conterno et
al.,2019).

e L’incorporation de 30% de farine de grignon d'olive dans des films a base de
chitosane, qui ont permis de protéger les noix contre I'oxydation pendant 31 jours (De
Moraes Crizel et al.,2018).

e La fabrication de yaourts enrichis en hydroxytyrosol a pour objectif d'accroitre leur
activité antioxydante, tout en maintenant leurs propriétés organoleptiques et leur
stabilité pendant au moins trois mois, ce qui contribue a la prévention des maladies
(Villanova et al, 2010).

Olive PomacQ
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Figure n°4 : Applications des grignons d'olive pour des produits a haute valeur ajoutée

dans I'alimentation et I'emballage (Difonzo et al.,2021)
I1.2. Margine ou eaux de végetation

Il se présente sous forme de liquide trouble, avec une teinte variant du brun-rougeatre au noir.
Cette coloration est influencée par le niveau de dégradation des composés phénoliques et des

olives dont ils sont issus. La qualité et la quantité des margine sont déterminées par divers
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facteurs comme, les méthodes d'extraction basée sur le choix entre un lavage preliminaire des
olives ou non, I’humidification des pates durant le pressage, la variété des olives, le degré de
leur maturation, la période de 1’extraction, ainsi que les conditions climatiques (Ouabou et

al.,2014 ; Bernou et Boucendala,2015).

I1.2.1. Composition chimique des margines

Les margine se distinguent par leur forte charge organique, principalement composée de
sucres tels que la raffinose, le mannose, le saccharose, le glucose, I'arabinose et la xylose,
ainsi que des tanins, des polyalcools, des composés phénoliques, des acides organiques tels
que l'acide fumarique, I'acide glycérique, l'acide lactique et I'acide malonique ; des lipides et
des acides aminés principalement les acides : Aspartique, glutamique, proline et glycine
(Tableau n°5). Il est caractérisé par une légeére acidité, une couleur brune rougeéatre a noire et

une conductivité élevee (Jaouani et al., 2003).
Tableau n°5 : Composition en matiéres organiques des margine

(Zbakh et El abbassi, 2012).

Parametres Gamme des valeurs

Ph 4,7 -5,7
Conductivité (ms/cm) 5-41
DCO (g/l) 16,5 -190
DBO5 (g/l) 41,346
Résidus sec (g/l) 11,5-102,5
Matieres organiques (g/l) 16,7 - 81,6
Lipides (g/l) 1,64-9,8
Polyphénols (g/l) 0,002 - 11,5
Sucres (g/l) 1,3-8,79
Acides organiques (g/l) 0,78-1
Azote total (g/l) 0,06 - 0,95

Les margines renferment également des ressources précieuses telles que les éléements

minéraux, en particulier le potassium, qui pourrait étre récupére et réutilisé comme un engrais
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potentiel (Dermeche et al.,2013). La fraction minérale est constituée principalement de

potassium, ce qui a conduit plusieurs chercheurs a tester leur pouvoir fertilisant-

Presque tous les acides aminés se trouvent dans les margine, avec une abondance particuliere
d'acides aspartique et glutamique, de proline et de glycine. En ce qui concerne les vitamines,
plusieurs ont été identifiées dans les margine (Tableau n°6), notamment les vitamines du
groupe B (124 mg/kg),la vitamine E (tocophérol), et les caroténoides, précurseurs de la

vitamine A (Aggoun et al., 2016).

Tableau n°6 : La composition en tocophérols dans les margine d’olive selon la variété

d'olive et la méthode d’extraction de I'huile (Aggoun et al.,2016).

Azerraj Chemial Sigoisse
a-tocophérols 28,80+11,54 21,08+10,32 39,14+13,33
Tocophérols
Y-tocophérol 4,35+1,34 4,35+1,19 5,58+1,54
Lutéine 3,81+1,16 1,43+1,04 1,13+1,34
- B-
Caroténoides cryptoxanthin 0,07+0,25 0,19+0,22 1,16+0,28
9Z-B-carotene 0,50+0,13 0,21+0,12 0,13+0,15

Le métabolisme des caroténoides aboutit a la formation de rétinoides, tels que le rétinol, le
rétinal et I'acide rétinoique (Bonet et al., 2015). Parmi eux, le rétinal et I'acide rétinoique sont
les formes biologiquement actives de la vitamine A, le rétinal étant essentiel pour la vision
(Bernstein et al., 2016). Certaines recherches indiquent que les caroténoides ont des
propriétés antioxydantes, piégeant efficacement les radicaux libres et I'oxygene singulet
(Burri et al.,2016).

I1.2.2. L’incorporation d'extraits phénoliques du margine et des derivés d'olive dans les
aliments

L'utilisation des résidus de I'industrie agroalimentaire pour produire des composés
fonctionnels destinés aux aliments est un domaine prometteur nécessitant une collaboration
interdisciplinaire. L'intégration des extraits de I'huile de marc d'olive dans les aliments émerge
comme une tendance novatrice visant a améliorer la santé des consommateurs (Figure n°5).

La valorisation des composés phénoliques naturels présents dans ces extraits, et en ajoutant
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des composés phénoliques purs comme I'hydroxytyrosol, cette approche innovante offre des
avantages en termes d'antioxydants, améliorant ainsi la qualité et la durée de conservation des
aliments (Galanakis et al.,2017).

Des extraits phénoliques du margine ont été utilisés dans un systeme laitier pour etudier leur
influence sur la réaction de Maillard a haute température. Leur ajout, & des concentrations de
0,1 a 0,5 % (p/v), a révélé une capture des especes carbonyles réactives, associée a un godt

désagréable (Caporaso et al.,2018)

Les directives diététiques recommandent de réduire les aliments saturés pour la santé cardio-
métabolique. Les sous-produits de I'huile d'olive offrent une solution économique pour
améliorer le profil en acides gras du lait, en augmentant les acides gras polyinsaturés. De plus,
ils fournissent des stérols végétaux, connus pour réduire le cholestérol sanguin (Berbel et
al.,2018).

L'hydroxytyrosol, un additif alimentaire alternatif, est extrait principalement du margine, et
est utilisé comme conservateur naturel pour prolonger la durée de conservation des produits
alimentaires en raison de ses propriétés antioxydantes et antimicrobiennes. Malgré la
diminution de la concentration des composés phénoligques lorsqu'ils sont ajoutés aux aliments,
I'nydroxytyrosol conserve son activité plus longtemps, préservant ainsi ses proprietés
bénéfiques pour la santé (Ahmad et al., 2020). De plus, ’hydroxytyrosol a été utilisé sur
tartinade, produits dérivés de tomates et vinaigrette (Fernandez et al., 2006).
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Figure n° 5: Valorisation biotechnologique du margine et du grignion (Dermeche.,2020)

IT .2.3. Problématique environnementale générée par les margines

Les pays méditerranéens producteurs d’huile d’olive font face au défi de traiter leurs eaux

usées, notamment les margine en raison de leur potentiel polluant, attribuable a une forte

concentration en composés phénoliques notamment les tannins.

La trés forte charge en demande chimique en oxygéne (DCO) et surtout en demande

biochimique en oxygéne mesurée au bout de 5 jours (DBO5) des margine empéche

’autoépuration des eaux et la pollution peut s’étendre sur de trés longues distances (Justino

et al.,, 2012). L'épandage direct des margine sur le sol influence significativement la

croissance des plantes, I'activité microbienne et la composition physico-chimique du sol. Les

mauvaises odeurs posent des problémes de pollution de I’air (fermentation) et la coloration

des eaux naturelles (Figure n°6).
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Figure n°6 : Conséquences environnementales des rejets du margine dans le milieu

naturel

I1.2.4. Travaux antérieurs sur le margine

La biodégradation anaérobie in vitro des margines révele leur utilisation importante par le
microbiote du rumen, Les margine produisent une faible quantité de gaz et générent un
volume réduit du méthane lors de leur fermentation in vitro. Cela améliore I'efficacité de la
flore microbienne du rumen dans la production de biomasse tout en diminuant la production
du méthane. Ces résultats permettent de recommander les margines comme additif alimentaire

dans la ration des ruminants (Aggoun et al.,2016).

Les margine d’olive ont été traitées par une combinaison de microfiltration (MF),
nanofiltration (NF) et osmose inverse (RO) afin de produire des fractions enrichies en
polyphénols, Ces fractions ont été analysées par chromatographie liquide a ultra-haute
performance (UHPLC) pour évaluer leur profil chimique et leurs activités potentielles,
notamment antioxydantes, hypolipidémiques et hypoglycémiques. Le rétentat de RO s'est
révelé étre le plus riche en divers composés comme I'hydroxytyrosol, et a également montré
une activité antioxydante élevée, ainsi qu'une capacité d'inhibition de la peroxydation

lipidique et des enzymes a-amylase et a-glucosidase (Tundis et al.,2020). Les margines
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entrainent une diminution des niveaux de triglycérides et du cholestérol total in vitro, ces
conclusions suggerent que les margine offrent des avantages pour la santé en influencant
certains paramétres biologiques, notamment les parameétres lipidiques, et en protégeant les

tissus, en particulier le tissu hépatique (Messaoudi,2020).

I11.Les composeés phénoliques du grignon et du margine

11.1. Les composés phénoliques de grignon d’olive

L'olivier est tres riche en composés phénoliques, mais uniquement 2% de la teneur en phénols
totaux du fruit passent dans la phase huileuse, tandis que la quantité restante est perdue dans
les margines (~ 53%) et dans les grignons (~ 45%) (Rodis et al.,2002). Pendant le processus
d’extraction d’huile d’olive, les composés phénoliques (ou bio phénols) migrent a partir de la
pate d’olives au cours du broyage/malaxage a aux différents sous-produits.Selon Aliakbarian
et al, (2018), les polyphénols de grignon d’olive appartiennent a quatre classes : les phénols
simples tels que le tyrosol et ses dérivés, les acides cinnamiques tels que 1’acide p-coumarique
et le verbacoside, les flavonoides comme la rutine et I’apigénine, et les secroiridoides comme

I’oleuropéine et ses dérivés

Les dérivés sécoiridoides sont des composés glycosylés qui proviennent du métabolisme
secondaire des terpénoides,parmi eux, l'oleuropéine et le nlizhenide sont les principaux
constituants dugrignion d’olive (Abbattista et al., 2021). Les alcools phénoliques les plus
prédominants dans le grignion d’olive sont le Tyrosol (4-hydroxyphényléthanol) et
I'nydroxytyrosol (3,4-dihydroxyphényléthanol) (figure n°8)
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Figure n°7: Structures chimiques des principaux composées phénoliques présents dans le
Grignon d'olive (Malapert et al.,2018 ; Abbattistaet al., 2021 ; Madureira et al.,2022)

111.2.les composés phénoliques du margine

Les margines sont riches en composés bioactifs comme I'hydroxytyrosol, qui posséde des
propriétés antioxydantes remarquables pouvant potentiellement affecter les taux de lipides
sanguins.Les polyphénols récuperés des margines, tels que I'nydroxytyrosol, le tyrosol et
I'oleuropéine, sont utilisés comme filtres UV actifs dans les cosmétiques(Galanakis et
al.,2018).

Les polyphénols présents dans les margines sont principalement des anthocyanes et des tanins

(Tanchevet al., 1980). Ces derniers, dotés de structures complexes, sont traditionnellement
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classés en tanins hydrolysables et tanins condensés. En ce qui concerne la lignine, la couleur
noire des margine est due a sa polymérisation avec des composés phénoliques (Zbakh et el
Abbassi, 2012).

IV. Les effets thérapeutiques des composés phénoliques issus du grignon d’olive et du
margine

Les principaux composés phénoliques des margine (hydroxytyrosol, tyrosol et oléuropéine)
(Figure n°9), possedent un large éventail d'activités biologiques, incluant des propriétés
antioxydantes, anti-inflammatoires, antibactériennes et antivirales. L'hydroxytyrosol, un
composé phénoliqgue majeur du grignon d'olive, est remarquable pour ses propriétés
antioxydantes, anti-inflammatoires et antimicrobiennes, Il est hautement utilisé par les
industries cosmétiques et pharmaceutiques. Des recherches ont également mis en évidence
son effet bénéfique dans le traitement des maladies cardiovasculaires, neurovasculaires et son
potentiel anti-tumoral(Robles-Almazan et al., 2018). En outre, son influence sur la qualité
des aliments, incluant leurs propriétés chimiques, nutritionnelles et sensorielles a été

examinée (Nunes et al., 2016).

L'hydroxytyrosol (HT) suscite un intérét dans les domaines alimentaire, des compléments
alimentaires, pharmaceutique et de I'alimentation animale, Il figure parmi les antioxydants
naturels les plus puissants (Figure n°10), et ses effets bénéfiques incluent des propriétés anti-
inflammatoires et anticancéreuses, ainsi qu'un potentiel en tant que cardio- et neuroprotecteur
(Britton et al., 2019). L’HT est capable de transmettre un atome d'hydrogéne depuis leur
groupe hydroxyle phénolique vers les especes réactives de l'oxygene, potentiellement
atténuant les dommages causés par les processus oxydatifs dans les cellules des mammiféres
(Fernandez-Bolarios et al., 2012). Des études ont montré que I'HT améliore la régulation de
I'action de I'insuline, suggérant que son activité antioxydante réduit le stress oxydatif associé a
la résistance a I'insuline. De plus, il est capable de traverser la barriere hémato-encéphalique,
ce qui lui permet de capturer les radicaux libres dans tout le systeme nerveux, et il prévient
I'oxydation de lipoprotéine de faible densité (LDL)(Tableau n°7), En conséguence, il
diminue la formation de plaques d'athérome dans 1’athérosclérose (granados-principal et al.,
2012 ; Ziosi et al.,2018). Les effets bénéfiques de I’HT sur la peau, 1’appareil respiratoire,
contre le Syndrome métabolique et le cancer ont été également rapportés (Robles-almazan et
al.,2017).
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L’Autorit¢ Européenne de Sécurité des Aliments (EFSA) depuis 2011 recommande la
consommation quotidienne de 5 mg d’Hydroxytyrosol fournis par des quantités modérées de
I’huile d’olive (20g) pour maintenir une alimentation équilibrée. Cette dose est suffisante pour
génerer des propriétés bénéfiques pour la santé en diminuant I'oxydation des LDL, en
augmentant les HDL, en maintenant une tension artérielle normale, et en évitant les processus

pro-inflammatoires (Robles-almazanet al.,2017).
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Figure n° 8 : Propriétés biologiques de I’hydroxytyrosol(Robles-Almazanet al., 2017)
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Tableau n°7 : Activités biologique de certains composés phénoliques du grignon
d’olive (Zbakh et Elabbassi, 2012 ; Gorzynik-Debickaet al., 2018).

Cc,Jmp'ose Activite biologique
phénolique
Antioxydante, cardioprotectrice, antimicrobienne et antivirale, anti-
Hydroxytyrosol . . -
inflammatoire, et fongicide
Oleuropeine Antioxydante, anti-inflammatoire, et neuroprotectrice
aglycone
Antioxydante, anti-
inflammatoire, Contre la peroxydation des lipides dans les
Tyrosol . ; . .
cardioprotectrice, et cellules Caco-2 intestinales
neuroprotectrice
Neutralisation des radicaux libres DPPH
Prévention des dommages oxydatifs au
Antioxydante, anti- myocarde
inflammatoire, Contre le cancer du sein
- antimicrobienne et
Oleuropéine

antivirale, anti-
hypertensive, et
modulation des enzymes

Inhibe la prolifération des cellules
cancéreuses du muscle lisse

Hypoglycémique Chez les lapins diabétiques

Efficace chez les patients avec hypertension
stade 1
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I.  Objectif
L’objectif de notre travail consiste a 1’évaluation in vitro du pouvoir antioxydant,

antidiabétique des différents extraits de grignons et de margines d’olive.

L’expérimentation de notre travail a été réalisée au niveau des laboratoires de pédagogie pole
de Biochimie, au département de Biologie, Faculté SNV-STU, Université Abou Bekr Belkaid,
Tlemcen. Le protocole expérimental de cette étude, regroupe une partie phytochimique et une

partie biologique.
La partie phytochimique comporte ;

= Préparation des extraits eau-éthanol a partir des grignions frais et séchés,

= Fractionnement par extraction solide- liquide du margine noire et marron en utilisant
’acétate d’éthyle et le n-butanol

= Dosage de polyphénols totaux, de flavonoides et de tannins condensés dans les
extraits préparés

La partie biologique consiste a ;

= [L’évaluation de l'activité antioxydante des extraits obtenus en utilisant le test de
piégeage du radical libre le DPPH et le test du pouvoir réducteur de fer
= Evaluation in vitro de ’activité antidiabétique des extraits préparés en mesurant leur

effet sur ’activité de 1’a- amylase et leur capacité d’adsorption au glucose.
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1.1 Partie Phytochimique

1.1.1 Matériel végétal

Pendant la saison oléicole 2023/2024, nous avons récupéré d’une huilerie de la région de
sabra deux sous-produits de la trituration des olives de la variété "Sigoisse™, un sous-produit
solide c’est le grignon récupéré a 1’état frais et a 1’état séché, et un sous-produit liquide c’est
le margine de couleur noire et de couleur marron (Figure 19). Au laboratoire, les échantillons

récupérés sont directement utilisés pour la préparation des extraits.

Photo n° 9:(A) : Grignons frais, (B) : Grignons séché, (c) : margine noire, (D) : margine

marron

1.2 Extractions

1.2.1 Préparation de I'extrait eau-éthanol de grignons frais et séché
80g de grignon frais ou séché est mis en décoction avec 200 ml du mélange eau-éthanol (V/V

:20 /80) a 50°C pendant une heure. Apres refroidissement (figure 20), I’extrait est filtré puis

évaporeé a sec pour récupérer des extraits solides (Figure 20).

Photo n° 10 : Extraction solide-liquide (décoction) du grignon d’olive dans eau-éthanol
(20/80)
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1.2.2  Fractionnement du margine

Le margine noire et marron ont subis directement une extraction liquide-liquide en utilisant
d’abords I’éther de pétrole pour éliminer la chlorophylle et les lipides. La phase aqueuse est
traitée deux fois par 1’acétate d’éthyle (V/V), ensuite la phase aqueuse est récupérée et traitée
deux fois par le n-butanol (V/V). Les phases organiques acétate d’éthyle et n-butanol

récupérées sont évaporées au rotavapeur pour 1’obtention des extraits secs (Figure 22).

Grignons frais Margine marron

Décoction  reflux
a50° c pendant 1
h

Extraction liquide-liquide par (éther de pétrole et acétate d'éthyle)

Evaporation a sec dans le mélange (eau /méthanol ) (3ml v/v)

® T3

Filtrat

Extrait brut
de Grignons
frais

Figure n° 11 : organigramme explicatif des extractions

1.3 Rendement des extraits
Le rendement est défini comme étant le rapport entre la masse des extraits obtenue et la masse
du matériel végétal a traiter. Le pourcentage du rendement de chaque extrait a été calculé

selon la formule :
R(%) = EXIDD

R (%) : Rendement exprimé en pourcentage
M : Masse en gramme de I'extrait résultant

M : Masse en gramme de la matiére initiale
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1.4 Phytoscreening
Les tests phytochimiques des extraits végetaux sont cruciaux, fournissant ainsi des
informations sur leur composition chimique a travers des réactions colorimétriques et de

précipitation (Harbone.,1998).

+ Les Tanins

Introduire dans un tube a essai 1 ml d’extrait a analyser. Ajouter 0,25ml d’une solution
aqueuse de FeCI3 a 1%. Incuber le mélange pendant 15 minutes a température ambiante. La

présence de tanins est révélée par I'apparition d'une coloration verdéatre ou bleu-noiratre.

+ Les flavonoides

Dans un tube a essai, déposer 1 ml de l'extrait a analyser, puis verser 1 ml d'acide
chlorhydriqgue HCI (1%) et ajouter quelques copeaux de magnésium. La présence de

flavonoides est révélée par I'apparition d'une coloration rose, rouge ou jaune.

+ Les quinones libres

Dans un tube a essai, mettre 1 ml de I'extrait a analyser et ajouter ensuite 0,1 ml d’hydroxyde
de sodium NaOH (1%). Un changement de couleur jaune, rouge ou violet confirme la

présence des quinones libres

+  Les terpénoides (Test de Slakowski)
Mélanger 0,4 ml de chloroforme avec 0,6 ml d’acide sulfurique concentré, puis ajouter 1 ml
de D’extrait. La présence est signalée par la formation d’un anneau marron-rouge a

I’interphase

+ Les saponines (Test de mousse)
Dans un tube & essai, verser 10 ml de la solution aqueuse a analyser et agiter vigoureusement.
La présence de saponosides est indiquée par la formation d'une écume persistante. Laisser le

mélange reposer pendant 20 minutes, puis mesurer la hauteur de la mousse.

+ Les alcaloides
En placant 0,5 ml d'extrait dans deux tubes a essai, puis en acidifiant le milieu avec quelques

gouttes de HCI (1%), on ajoute dans le premier tube 0,5 ml de réactif de Mayer et dans le
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deuxiéme tube 0,5 ml de reactif de Wagner. La présence d'alcaloides est détectée par un

précipité blanc ou brun dans chaque tube, respectivement

+  Les composés réducteurs
Dans un tube & essai, combiner 1 ml de liqueur de Fehling (0,5 ml de réactif A et 0,5 ml de
réactif B) avec 1 ml d'extrait & analyser. L'incubation du mélange pendant 8 minutes dans un
bain-marie bouillant révéle la présence de composes réducteurs par I'apparition d'un précipité

rouge brique

.5 Dosage des composés phénoliques

I.5.1 Dosage de polyphénols totaux

»  Principe
L’oxydation des composés phénoliques par le réactif de Folin-Ciocalteu résulte de la réaction
entre ’acide phospho tungstique (HsPW12040) et 1’acide phospho molybdique (HsPM012040)
en milieu alcalin. Cette réduction se traduit par ’apparition d’un mélange d’oxyde bleu de
tungsténe (WgO23) et de molybdene (MogO23) de couleur bleu-verdatre proportionnelle a la

concentration en polyphénols dans le milieu, et mesurable a 700 nm (Vermerris et al.,2006)

> Mode opératoire (Benariba et al.,2013)
Le tableau n°8 résume le mode opératoire du dosage des polyphénoles. Une courbe étalon a
été réalisée dans les mémes conditions opératoires en utilisant ’acide gallique comme

contr6le positif a différentes concentrations.
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Tableau n°8 : Protocole du dosage de polyphénols dans les extraits du grignon et du

margine d’olive.

Acide
gallique 50 100 200 300 400 500 900 100 Extrait Blanc

(ng/ml)

Acide
gallique (ml)

Extrait (ml) 0,1

Eau distillée

(ml) 0.1

Na2CO3 2%
MI

1 ¢ incubation pendant 5 min a température ambiante

Folin -
ciocalteu 0,1 0,1 01 01 01 01 01 021 0,1 0,1
0,2N (ml)

2¢M incubation pendant 30 min A température ambiante et a I’obscurité

Mesure de I’absorbance au spectrophotométre a 700 nm

Les résultats obtenus sont exprimés en microgramme équivalent d’acide gallique par

milligramme d’extrait (ng EAG/mg E) et calculée selon la formule suivante :

=+

[Polyphénols] =

a: concentration finale des polyphénols déterminée a partir de la courbe d’étalon.
f: facteur de dilution (22).

C : concentration de 1’extrait

1.5.2 Dosage de flavonoides
»  Principe
Les flavonoides qui présentent un groupe hydroxyle (OH) libre en position 5', capable de

former un complexe coloré avec le groupement carbonyle (CO) et le chlorure d'aluminium. Le
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principe de ce dosage est basé sur I’oxydation des flavonoides par le réactif AlCls,ce qui

entraine la formation d’un complexe de couleur rose qui absorbe a 510nm (Chang et
al.,2002).

»  Mode opératoire (Kumar el al.,2008)
Le tableau n°9 résume le mode opératoire du dosage des flavonoides. Une courbe étalon a
été réalisée dans les mémes conditions opératoires en utilisant la catéchine comme contréle
positif a différentes concentrations.

Tableau n°9 : Protocole du dosage de flavonoides totaux dans les extraits du grignon et

du margine d’olive.

Catéchine  .» &5 100 200 300 400 500 600 Extrait Blanc
(mg/ml)
Catéchine (u) 250 250 250 250 250 250 250 250
Extrait (pl) 250
Ea“(i:;’t'"e 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1250
(0)
NaNO215%  x 75 75 75 75 75 75 75 75 75
(ul)
1 ¢¢ incubation pendant 6 min a température ambiante
[0)
AlCls 10% 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75
(ul)
2¢me incubation pendant 6 min a température ambiante
0,
Na(z;')“’ 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000

Ajuster le volume total a 2500 Ml

3 ¢me incubation a température ambiante pendant 15 min

Mesure de I’absorbance au spectrophotométre a 510 nm

La quantité de flavonoides présente dans les divers extraits, exprimée en microgrammes
équivalents de catéchine par milligramme d'extrait (ug EC/mg E), est calculée en utilisant la

formule suivante :

[Flavonoides] = a* f/C
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a: concentration de flavonoides déterminée a partir de la courbe étalon
f . facteur de dilution (10).

C : concentration de ’extrait.

1.5.3 Dosage des tanins condensés

»  Principe

Les tanins sont des polymeéres qui se distinguent par la présence d'un nombre adéquat de
groupes hydroxy phénoliques. Le dosage des tanins condensés se fait grace au réactif de la
vanilline. Cette approche repose sur la capacité de la vanilline & interagir avec les tanins
condenses dans un environnement acide, formant ainsi un complexe de couleur rose ayant une

absorption maximale a 500 nm (Sun et al., 1998)

»  Mode opératoire
Le tableau n°10 résume le mode opératoire du dosage des tanins condensés. Une courbe
étalon a été réalisée dans les mémes conditions opératoires en utilisant la catéchine comme

contrdle positif a différentes concentrations.

Tableau n°10 : Protocole du dosage des tanins condensés dans les extraits du grignon et

du margine d’olive.

Catéchine

20 100 200 500 600 800 900 1000 Extrait Blanc
(mg/ml)

Catéchine(u) 50 50 50 50 50 50 50 50

Extrait (pl) 50

Eau distillé

ul) >0

Vanilline 4%

@) 1500 1500 1500 1500 1500 1500 1500 1500 1500 1500

Acide

. 750 750 750 750 750 750 750 750 750 750
sulfurique (pl)

Agitation des tubes et Incubation pendant 15 minutes a température ambiante

Mesure de I’absorbance au spectrophotométre a 500 nm

Les résultats sont exprimés en microgramme équivalent de catéchine par milligramme

d’extrait (ug EC/ mg E) selon la formule suivante :
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[Tanins] = a*f/C
a : concentration finale des Tanin déterminée a partir de la courbe d’étalon.
f: facteur de dilution (46).

C : concentration de 1’extrait

Partie tests biologiques

I1.1 Evaluation de I'activité antioxydante des extraits de grignon et de margine d’olive
Dans cette étude, nous avons examing I'effet antioxydant des extraits eau-éthanol du grignon
frais et séchés et les fractions acétate d’éthyle et n-butanol du margine en utilisant le test de

piégeage du radical libre DPPH et le test du pouvoir réducteur du fer (FRP).

I1.1.1 Test de piégeage du radical DPPH
»  Principe

Le 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle est un radical libre,
stable au cours du temps et largement utilisé pour évaluer 1’activité antioxydante. Ce radical
en solution est coloré en violet, en présence d’un antioxydant (donneurs de proton) il subit
une réduction pour former une liaison moléculaire stable, le produit réduit présente une
coloration qui vire vers le jaune. Dont Dl’intensit¢é de la couleur et 1’absorbance sont
inversement proportionnelles a la capacité de réduction des radicaux libres présents dans le
milieu réactionnel. Cette mesure est effectuée au spectrophotomeétre UV-Visible a une

longueur d'onde de 515 nm (Popovici et al. 2009)

»  Mode opératoire (Benariba et al., 2013)
Le protocole expérimental pour I’évaluation de I’activité antiradicalaire des extraits du

grignon et du margine d’olive est résumé dans le tableau ci-dessous
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Tableau n°11 : Mode opératoire du test de piegeage du radical DPPH par les extraits du

grignon et du margine d’olive

Acide
ascorbique 5 10 25 50 100 Extrait

(ng/ml)

Control
négatif

Acide
ascorbique 25 25 25 25 25

()

extraits
25
(nl)

Méthanol
(nl)

25

DPPH

0,0025
ma/mi 975 975 975 975 975 975 975

(nl)

Incubation pendant 30 min a température ambiante et a I’obscurité

Mesure de I’absorbance a 517 nm

Les résultats obtenus sont la moyenne des trois essais pour chaque concentration testée de
chaque extrait. Le pourcentage de réduction du DPPH est calculé selon la formule suivante :

(A)control—(A)échontillon )
(A)control

DPPH%= x 100

DPPH% : Pourcentage de réduction du DPPH.
A control : Absorbance du tube contréle négatif.

A échantillon : Absorbance de 1’extrait.

La valeur de ICso qui indique la concentration du substrat responsable de la réduction de 50 %
de la forme radicalaire du DPPH, a été déterminée a partir de I'équation courbes de régression
du DPPH (%) en fonction de la concentration (C). Une valeur de ICso plus faible indique une

activité antioxydante plus élevée de I'échantillon.
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11.1.2 Pouvoir réducteur de fer (Ferric Reducing Power ; FRAP) par les extraits du
grignon et du margine

»  Principe
Ce dosage consiste a réduire le fer ferrique (Fe*3) présent dans le ferricyanure de potassium
KsFe (CN)s de couleur jaune en fer ferreux (Fe*2), qui en en présence de chlorure ferrique

(FeCI3) forme un complexe de couleur bleu-vert ayant une absorbance maximale a 700 nm

(Ouldyerou et al., 2018).

»  Mode opératoire selon (Karagozler et al., 2008)
Le tableau n°12 résume le mode opératoire du test du pouvoir réducteur du fer en utilisant le
ferricyanure de potassium. L’acide ascorbique et le BHA ont été utilis€ comme contrdles

positifs a différentes concentrations.

Tableau n°12 : Mode opératoire pour évaluer le pouvoir réducteur du fer par les

extraits du grignon et du margine d’olive.

BHA ou acide
ascorbique 5 10 25 50 100 200 400 | Extrait | Blanc
(ng/ml)
BHA/acide | g5 | 59 | 50 | 50 | 50 | 50 | 50
ascorbique (ul)
Extrait (pl) 50
Eau distillée 50
(ml)
PBS (0,2N ;
pH=6,6) 125 125 125 125 125 125 125 125 125
(nl)
KsFe(CN)o | 105 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125
1% (ul)
Incubation dans I’étuve pendant 20 min a 50°c
Refroidissement des tubes a température ambiante
[0)
Tcﬁ“l)(’/" 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125
Surnagent
apres addition
du TCA 250 250 250 250 250 250 250 250 250
((11))
Eau distillé (ul) | 250 250 250 250 250 250 250 250 250
0]
Fec(':’l 8'1 % | 50 | 50 | 50 | 50 | 50 | 50 | 50 | 50 | 50

Mesure des DO a 700 nm
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La concentration efficace moyenne correspondante a une absorbance égale a 0,5 (EC50), est
déterminée a partir de 1’équation de la courbe de régression linéaire des absorbances en
fonction des concentrations des extraits. Plus la valeur de ECsp est faible plus I’extrait est

efficace.

1.2 Evaluation de I'activité antidiabétique des extraits de grignon et margine
Dans cette étude nous avons mesuré in vitro I'effet antidiabétique des extraits de grignon et de

margine, en utilisant le test de l'activité de 1'a-amylase et le test d'adsorption au glucose.

11.2.1 Evaluation de I’effet des extraits sur ’activité de I’a-amylase

»  Principe
Le test d'inhibition de l'a-amylase évalue la capacité des extraits a inhiber cet enzyme
responsable de 1’hydrolyse des polysaccharides en sucres simples, offrant ainsi une approche

in vitro pour évaluer le potentiel antidiabétique a réguler la glycémie.

L'évaluation de 1'activité de I'a-amylase repose sur le dosage des sucres réducteurs libérés lors
de la dégradation de 'amidon en sucres simples. L’oxydation des groupements aldéhydes et
cetones des sucres reducteurs dans le milieu, en milieu alcalin et chaud, la réduction de I'acide
3,5-dinitrosalicylique (DNSA) de couleur jaune-orange en acide 3-amino 5-nitrosalicylique de
couleur rouge-orange qui absorbe a 540 nm. L'intensité de la coloration varie selon la quantité
de sucres réducteurs présents dans le milieu réactionnel (Benfeld., 1955)

»  Mode opératoire (Laoufi et al.,2017)
Le mode opératoire du test in vitro de ’activité de 1’a-amylase est résume dans le tableau
N°18 I’acarbose testé a différentes concentrations a été utilisé comme inhibiteur de 1’a-

amylase.
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Tableau n°13 : Evaluation de I’effet des extraits de grignon et du margine d’olive sur

P’activité de I’a amylase.

Tube extrait Tube blanc extrait Tube controle Tube bIAanc
controle
100 pl Extrait 100 pl Extrait 100 pl PBS 100 ul PBS
100 pl enzyme 100 pl PBS 100ul Enzyme 100 pl PBS
Incubation pendant 10 min a 37° C dans I’étuve
100 pl amidon 100 pl amidon 100 pl amidon 100 pl amidon
Incubation pendant 15 min a 37° C dans ’étuve
300 ul DNSA 300 ul DNSA 300 ul DNSA 300 ul DNSA

L'enzyme subit une dénaturation au bain-marie pendant 8 minutes a 100°C, suivie
d'un choc thermique dans un bain de glace pendant 3 minutes.

500 pl eau distillé 500 pl eau distillé 500 pl eau distillé 500 pl eau distillé

Mesure I’absorbance a 540 nm

L'inhibition de I'a-amylase est exprime en pourcentage d'inhibition calculé a selon la formule

suivante :

(DO control 1- (DO échantillon ]Xloo

Inhibition de I’a-amylase (%) =
(DG conirol )

(%) : Pourcentage d’activité d’a-amylase.
DO control : Densité optique du tube contrdle.
DO éch : Densité optique de tube échantillon.

Les valeurs de ICso, représentant la concentration inhibitrice de 50 % de ['activité
enzymatique, sont dérivées des équations des courbes de régression du pourcentage

d'inhibition en fonction des concentrations des extraits.

11.2.2 Evaluation in vitro de la capacité d’adsorption des extraits au glucose
»  Principe
Ce test repose sur la mesure de la capacité des extraits de plante a former des complexes de

glycosylation avec le glucose, ce qui peut nous renseigner sur le mécanisme par lequel les
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extraits peuvent avoir un effet hypoglycémiant (antidiabétique). Le glucose non adsorbé
(libre) dans le milieu réactionnel est déterminé par la glucose-oxydase-peroxydase GOD-POD
(Roussel et al., 2020).

»  Mode opératoire (Roussel et al., 2020)
Une gamme de concentration de glucose (5; 10 ; 50 et 100 mMol) a été incubée avec une
seule concentration de chaque extrait (10 mg/ml) a 37°C pendant 1h et pendant 3h afin de
favoriser la glycosylation. Pour ce test nous avons utilis¢ deux controle positif I’acide gallique
et ’acarbose a une concentration 1 et 2 g/ml, respectivement. Le mode opératoire de ce test

est résumé dans le tableau n°14.

Tableau n°14 : Mode opératoire de test in vitro de la capacité d’adsorption au glucose

des extraits de grignon et margine d’olive.

Glucose (mM) 5 10 50 100 Etalon Banc
Glucose (ul) 100 100 100 100
Extrait (ul ) 100 100 100 100

Agitation des tubes

Incubation pendant 1h et 3 h a I’étuve a 37°c

Dosage enzymatique du glucose (GOD-POD) kit Spinreact

Extrait-glucose

10 10 10 10
(ul)
Etalon (ul) 10
Réactif
1000 1000 1000 1000 1000 1000
(GOD-POD)

Incubation pendant 15 min a température ambiante

Mesure de I’absorbance a 510 nm

Le taux de glucose libre exprimé en mMol/g d’extrait est déterminé a partir de la formule

suivante :

(Ci — Cf)
Masse de ' éxtrait (g)

Le glucose libre(mmM/g extrait) = + Volume do mileiu (L)
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Ci : Concentration initiale du glucose.
Cf : Concentration finale du glucose.

Cf (mM) = [(DOéchamiIIon/DOétann) X 100] X 0,0555 mM (SP'NREACT)
DOschantillon : Densité optique du tube échantillon.
DOstalon : Densité optique du tube étalon

I11.  Analyse statistique
Tous les résultats expérimentaux de cette étude représentent la moyenne de trois essais. Ces
résultats sont exprimés sous forme de moyenne zerreur-standard sur Excel 2021. Les
moyennes et les 1Cso des échantillons ont été comparées par analyse de variance ANOVA et

test de Tukey en utilisant le logiciel Minitab.16. Le seuil de signification des résultats est pris
a la probabilité p <0,05.

o Peu significative (*) :P<0,05
o Significative (**) : P<0,01
o Tres significative (***) : P<0,001

o Hautement significative (****) :P<0,0001
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I.  Rendement et caractéristiques des extraits de grignon et de margine d’olive
Selon les résultats obtenus et mentionnés dans le tableau n°, nous avons constaté que les
extraits eau-éthanol grignon frais et séché ont donné un meilleur rendement par rapports aux
fractions acétate d’éthyle et n-butanol de margines, ils ont affiché 5,28% et 3,21%,
respectivement. Tandis que le rendement des extraits du margine est trés faible et varie entre
0,08 et 0,72%.

Les extraits de margine frais et séché sont récupérés sous forme de poudre soluble dans le
mélange eau-éthanol, alors que les fractions du margine noire et marron ont été récupéré sous

forme de péte soluble dans le mélange eau-méthanol.

Tableau n°15 : Rendement et caractéristiques des extraits de grignon et de margine

d’olive.
. Rendement
A leur lubili
spect et couleu Solubilité (%)
Extralt_eau 'eth"%”o' de Poudre marron noiratre Eau-éthanol 5,28
grignon frais
Extralt. eau-ethanlol de Poudre marron noiratre Eau-éthanol 3,21
grignon séché
Fraction p-buta_nol de Pate huﬂe_:uAse marron Eau —méthanol 0.72
margine noire noiratre
i - Pate huil marron ,
Fractlor! n-butanol de ate hu e_uAse arro Eau —méthanol 0.36
margine marron noiratre
. , y s A .
Fraction ace_tate d_ethyle Pate huﬂe.:uAse marron Eau _méthanol 0.61%
de margine noire noiratre
. , y s
Fraction acctate d’¢thyle Pate huileuse Jaune claire = Eau —méthanol 0,08%

de margine marron

Screening phytochimiques

Les résultats des tests phytochimiques réalisés sur les extraits du grignon et du margine sont
résumées dans le tableau n°16. Ces résultats nous montrent que ces extraits contiennent
plusieurs composes, appartenant aux différentes familles chimiques de métabolites

secondaires. Selon les résultats obtenus, on remarque que I’ensemble des extraits ont révélé
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un test positif pour les tanins, flavonoides, sucres réducteurs, alcaloides et quinones libres.

Les terpénoides sont présents uniques dans les extraits eau-éthanol du grignon frais et seché.

Tableau n°16 : Criblage phytochimiques des différents extraits de grignon et margine.

. Acétate
Eau- Bau- —\ butanol  n-butanol 2R grethyle
éthanol  éthanol . . d’éthyle y
: . margine = margine . margin
grigno  grignon . margin
. o noire marron ; e
n frais séché e noire
marron
Tanins
(Coloration ++ + +++ + +++ ++
verdatre)
Flavonoides
Coloration +++ + ++ ++ + +++
jaune
Test de
Pindice de - - - - - -
mousse
Terpénoides
(Anneau + + - - - -
marron )
Sucre
réducteurs
+++ - ++ ++ +++ +++
(Précipité
rouge brique)
Alcaloides
++ - ++ ++ + +
Mayer
Alcaloides
Wagner
++ + ++ - + +
(Précipité
marron)
Virage Virage Virage Virage e
. . i [
Quinones  jaune (- . g g - rOUge  Rouge
) jaune (+)  rouge (++)
(+++) (+++)

+++ : forte presence, ++ : présence moyenne, + : moyenne préesence, - : absence
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11.1 Taux de composés phénoliques dans les extraits du grignon et du margine d’olive
Le taux de polyphénols, de flavonoides et des tanins dans les différents extraits a éeté
déterminé a partir des équations de la régression linéaire des courbes étalon en utilisant

I’acide gallique et la catéchine, respectivement (Figure 12).

1,6
14 v =0,0264x+0,2033
12 R? = 0,9901
1
0,8
0,6
0,4
0,2
0

0 10 20 30 40 50

Acide galique (pg/ml )

Absorbance a 700nm

Figure n°® 12 : Courbe étalonnage de I’acide gallique pour le dosage de polyphénols

2,5 1,2
e y=0,032x L | Y=0,0322x+0,3679
g 2 £ R? = 0,9906
o
S S 08 )
w L5 .
§ § 0,6
o 1 o
=] =]
= S 0,4
o] o]
! !
< 05 < 02
0 0
0 20 40 60 80 0 5 10 15 20 25
A concentration finale de catéchine (pug/ml) B concentration finale de catéchine pg/ml

Figure n° 13 : Coubre étalonnage de catéchines pour dosage de flavonoides (A) et dosage
de Tanins (B)

Le tableau n°17 regroupe les résultats obtenus concernant le taux des composés phénoliques

dans les extraits de grignon et margine

Suivant les résultats on constate que le taux en polyphénols totaux le plus élevé a été
enregistré dans les fractions acétate d’éthyle du margine marron et du margine noire avec un
taux de 638,92et 505,56ug EAG/mg E, respectivement. Suivi par la fraction n-butanol du
margine noire et marron, 222,25 et 163,92 ug EAG/mg E, respectivement. Les extraits eau-

éthanol du grignon frais et séché renferme de faibles teneurs 72,23 et 68,07 ug EAG/mg E.

41



Résultats et interprétation

Toujours les fractions acétate d’éthyle renferment les teneurs élevées en flavonoides 50 et
78,13 EC/mg E,et en tanins condensés 688,71 et 917,29 EC/mg E, suivis par les fractions n-

butanols et les extraits des grignons frais et séchés d’olive.

Tableau n°17 : Taux composes phénoliques dans les extraits du grignon et du margine

d’olive.
Polyphénols Flavonoides Tannins
p-globale
(ug EAG/mgE) | (ug EC/mgE) | (ug EC/mgE)
Eau-éthanol 68,070,117 11,56+0,156 69,69+0,061
grignon frais F E E
Eau-éthanol 72,23+0,093 4,38+0,032 52,90+0,072
grignon séché E F F
) 18,750,003 | 360,14+0,192
n-butanol 222,25+ 0,023°
margine noire c c
p<0,0001
n-butanol 163,92+0,003 15,630,006 | 145,86+0,167
margine marron o D D
Acétate d’éthyle 505,560,077 50+0,018 688,71+0,097
margine noire B B B
Acétate d’éthyle 638,92+0,006 78,13+0,009 | 917,29+0,019
margine marron A A A

Activité antioxydante des extraits de grignon et margine d’olive

Pour cette étude nous avons réalisé deux tests : le test de piégeage du radical libre DPPH et le
test de réduction de fer (FRP)

I11.1 Effet des extraits de grignon et margine sur le piégeage de radical libre DPPH
Les résultats obtenus de I’effet du piégeage du radical DPPH par 1’acide ascorbique et par les

extraits du grignon et margine sont représenteés dans le tableau n°19 et n°20.

Selon les résultats obtenus, nous avons calculées a partir de 1’équation de la régression
logarithmique (Figures n°15 et (1 et 2 (annexe)) la concentration correspond a 50% du

piégeage du DPPH (ICso) pour les six extraits et I’acide ascorbique.

42



Résultats et interprétation

Dans le tableau n°18, on remarque une augmentation du pourcentage de réduction du radical
DPPH proportionnelle a I’augmentation de la concentration de I’acide ascorbique, ce dernier a

la concentration 2,5ug/ml arrive a réduire 97,1% du DPPH avec une 1Cs0de0,390 pg/ml.

Tableau n° 18 : Effet antioxydant de I’acide ascorbique sur la réduction du DPPH

exprimé en.

Acide Ascorbique (pg/ml)

Extrait ICso(ug/ml)
0,125 0,25 0,625 1,25 2,5

A 16,43 34,78 70,05 85,02 97.1 0,390
Ascorbique | 10 003 +0,045 +0,034 +0,038 | +0.006 +0,039

120
y = 28,021In(x) + 76,347
100 R?=0,9811 °
g
< 80
Q.
Q.
(a]
3 60
(]
1)
S
o 40
@
Q.
20
0
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3

Acide ascorbique (pg/ml)

Figure n°14 : Effet antioxydant de I’acide ascorbique sur la réduction du DPPH exprimé

en pourcentage

Le tableau n° 19, montre que les différents extraits du grignon et du margine présentent un
effet antiradicalaire proportionnel a la concentration de chaque extrait. Les extraits eau-
éthanol du grignon frais et séché a faible concentration 0,625 pg/ml révelent une réduction du

DPPH de 28,70 % a 12,56%, tandis que les fractions acétate d’éthyle du margine noire et
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marron ainsi que les fractions n-butanol a cette méme concentration arrivent a une réduction
qui varie entre 52,47% et 67,14 %.

La comparaison des valeurs de ICso nous a permis de distinguer 1’effet antiradicalaire puissant
de ces extraits notamment les fractions acétates d’éthyles du margine noire et marron qui ont
affiché des valeurs intéressantes 0,521 et 0,402 pg/ml, respectivement. Ces valeurs sont trés
proches de 1Csg déterminé pour 1’acide ascorbique (0,390 pg/ml). De méme les fractions n-
butanol du margine noire et marron ont présenté des valeurs intéressantes de 1Cso 3,21 et
2,31ug/ml. Lextrait eau-éthanol du grignon frais et séché ont également affiché des valeurs

remarquables 8,19 et 14,11 pg/ml (figure n° :15)

Tableau n° 19 : Effet antioxydant des extraits du grignon et du margine sur la réduction
du DPPH exprimé en Pourcentage (%6).

Concentration des extraits (pug/ml)
ICso(ug/ml)
0,625 2,25 45 6 10 25 50 75
36,11 | 41,67 | 51,85 | 84,72 | 89,35 | 92,59 8,19
Grignons frais - -
+0,044 | +0,006 | £0,017 | £0,015 | +0,013 | £0,013 +0,011
Grignons _ - | 1546 | 3043 | 36,23 | 67,63 | 8502 | 98,07 14,11
séché +0,018 | 0,021 | +0,006 | +0,019 | +0,013 | +0,003 +0,010
n-butanol 30,09 | 32,87 | 55,09 ] ] 93,06 | 94,44 | 95,37 3,21
margine noire | 4+ 09 | +0,029 | +0,009 +0,018 | +0,013 | 0,009 +0,069
46,50 52,47
n-butanol 34,98 94,24 | 97,12 2,31
margine +0,027 | £0,004 - - -
marron +0,018 +0,022 | £0,003 +0,027
Concentration finale de I’extrait (ng/ml)
|C50(|J.g/m|)
0,125 0,25 0,625 2,25 45 6
Acétate 22,38 34,29 55,24 77,62 94,69 95,17 0,521
d’éthyle de
margine noire +0,012 +0,072 +0,038 +0,015 +0,003 +0,007 +0.055
Acétate
Péthyle de 23,81 3762 | 67,14 87,14 96,62 | 98,55 0,402
margine +0,013 40,024 | +0,017 +0,021 +0,007 | +0,003 +0.021
marron
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Figure n°® 15 : Les valeurs de IC50 déterminées pour I’acide ascorbique et les extraits de

grignons et margine d’olive

111.2 Effet des extraits du grignon et du margine d’olive sur la réduction du Fer (FRP)

Le potentiel antioxydant des extraits de Grignons et Margines en termes de réduction du fer a
été evalué en utilisant le BHA (Butyl Hydroxy Anissole) et I'acide ascorbique comme
contr6les positifs. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau n°21,22 et figure n° 16

et figure 3 (annexe)

Le potentiel antioxydant des extraits du grignon et du margine en termes de réduction du fer a
été évalué en utilisant le BHA (Butyl Hydroxy Anissole) et l'acide ascorbique comme

contrdles positifs. Les résultats obtenus sont présentés dans la figure n°17

On observe que le 1’acide ascorbique affiche un pouvoir réducteur du fer remarquable dont la
concentration efficace moyenne (ECso), qui correspond a une absorbance de 0,5, arrive a
17,30 pg/ml. Le BHA (Butyl Hydroxy Anissole) qui arrive a 25,25 pg/ml.
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Tableau n° 20 : Effet du I’acide ascorbique du BHA sur la réduction du fer.

Concentration (ug/ml) ECso(ug/
1 2 4 8 17 33 67 ml)

Absorbance 001 46 g1 029 047 08 197 1730

A.ascorbique 2000 4515 40012 40007 £0021 +0052 0033 0036

(700 nm) 3
0,05
Absorbance 0,07 0,11 0,22 0,41 0,68 1,28 25,25
BHA (700 nm) 103,00 +0,003 #0,003 #0,008 +0,007 #+0,013 0,104 +0,010
e 25 ® Acide Ascorbique
s 2 BHA
= v =0,0198x
‘oL R-0,9937
g v =0,0289x%
g ! R? = 0,998
o
205
T,

0 20 40 60 80
concentration finale (ug/ml)

Figure n°® 16 : Effet du I’acide ascorbique du BHA sur la réduction du fer

Dans le cas des extraits nous avons observé que les fractions acétates d’éthyles du margine
noire et marron ont assuré une réduction du fer plus intéressante que ’effet des molécules de
référence, dont les valeurs de ECso obtenus respectivement sont 7,47 et 8,98 pg/ml. Les
fractions n-butanols ont également enregistré un effet réducteur trés intéressant exprimé en
valeur ECso de 33,33 et 63,19 pg/ml. Les extraits du margine frais et séchés ont montré un
faible effet par rapports aux autres extraits, les ECso observées sont 144,83 et 312,5 pug/ml,

respectivement.
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Tableau n 21 : Absorbances de I’effet des extraits du grignon et du margine d’olive sur
la réduction du fer des extraits sur la réduction du fer (méthode du FRP).

Concentration finale des extraits (ug/ml)

4 8 15 30 40 67 167 333 500 Ecso
0,05 0,11 0,04 0,11 0,14 0,32 0,52 0,75 144,83
Grignon frais -
+0,003 | +0.012 | +0,010 | +0,003 | +0,012 | +0,009 | +0,012 | 0,012 +0,010
Grignon 0,02 0,04 0,04 0.06 0,10 0,11 0,34 0,53 0,76 | 312,5
Séché +0,003 | +0,009 | +0,006 | +0,003 | +0,003 | +0,009 | +0,012 | +0,004 | +0,015 | +0,013
n-butanol de 0,10 0,15 0.24 0,44 0,53 1,04 _ _ _ 33,33
margine noire | +4 003 | +0.006 | +0,020 | +0,021 | +0,024 | +0,003 +0,022
n-butanol de 0,07 0,08 0,13 0,17 0,23 0,52 0,74 1,42 2 63,19
margine
marron +0,003 | +0,007 | 0,17 | +0,003 | +0,035 | +0,009 | +0,009 | +0,009 | +0,003 | +0,022
Concentration finale des extraits (ng/ml)
Ecso
0,03 1,7 2,5 4,2 8 15 30
Acetate 0,01 0,17 0,26 0,33 0,52 2 7,47
d’éthyle de -
margine noire +0,003 +0,007 +0,015 +0,007 +0,009 +0,003 +0,008
Acétate
d*éthyle de 0,01 0,02 0,05 0,17 0,50 0,86 1,67 8,98
margine +0,003 +0,003 +0,007 +0,003 +0,006 +0,003 +0,009 | +0,005
marron
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Figure n° 17 : Valeurs de EC50 de I’effet de BHA et I’acide ascorbique des extraits de
grignons et margines sur la réduction du fer (FRP)

Effet antidiabétique des extraits du grignon et du margine d’olive
Dans cette étude, nous avons utilisé deux tests in vitro, le test de 1’inhibition de 1’activité de

I’a-amylase et le test de la capacité d’adsorption au glucose.

IV.1 Effet des extraits sur I’activité de I’a-amylase

L’acarbose a été utilis¢é comme molécule de référence pour contrdler I’inhibition de 1’a-
amylase. Les pourcentages obtenus sont illustrés dans le tableau n°22. Cette molécule se
distingue par son effet inhibiteur, présentant des taux élevés méme a des concentrations tres
faibles dans ce test, a une concentration de 167 pg/ml l'inhibition de l'a-amylase est de

93,47%. De plus, son ICso est de 6,19 pg/ml, ce qui confirme son potentiel inhibiteur.
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Tableau n°22 : Effet de I’acarbose sur I’inhibition de I’activité de I’a-amylase exprimeé

en pourcentage.

Concentration finale d’acarbose (ug/ml)

5 10 21 42 83 167

1Cso

Le
pourcentage 43,99 54,3 72,16 85,57 90,38 93,47 6,19
d’inhibition

de a- +0,048  +0,007 +0,006 @ +0,006 @ +0,003  £0,003  +0,027
amylase

=
=
=]

o
=)
=
=
£ 80
£ y = 15,047In(x) + 22,577
o 0 R? = 0,9443
=]
S
[ L ]
) 40
o
| ™
3
b 20

0

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

concentration finale d'acarbose (ug/mL)

Figure n° 18 : Effet d’acarbose sur I’inhibition de I’activité de ’a-amylase exprimé en

pourcentage

les résultats de I’effet des extraits sue 1’activité de ’a-amylase sont présentés dans le tableau
n°23 et figure n° 18 ,Selon ces résultats nous avons remarqué que 1’ensemble des extraits du
grignon et du margine ont montré un effet inhibiteur de 1’amylase trés prometteur, en
particulier la fraction n-butanol du margine marron qui présente I’inhibition la plus
remarquable de 1’a-amylase (ICso= 0,232ug/ml), suivie par les fractions acétate d’éthyle du
margine et margine noire, 0,73 et 0,95 pg/ml, respectivement. La fraction n-butanol du
margine marron et I’extrait eau-éthanol du grignon frais ont affiché des valeurs intéressantes

de 1Cs0 1,50 et 4,99 pg/ml, suivi par I’extrait eau-éthanol du grignon séché 7,58 pg/ml
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Tableau n° 23 Effet des extraits de grignions et margine sur I’activité de I’a amylase

Résultats et interprétation

exprimé en pourcentage d’inhibition.

Concentration finale de I’extrait (ng/ml)

1c50
0,2 0,3 0,7 1 1,7 8 17 30
1,50
51,09 | 56,52 | 60,87
. 64,49 +0,006
Grignon - - - - | +0,006 | +0,015 | +0,012
frais + 0,003
Grignon ] 25,66 | 30,53 _ _ 51,81 | 57,25 | 59,06 7,58
seche +0,006 | +0,020 +0,003 | +0,012 | +0,003 +0,012
Concentration finale de I’extrait (ug/ml)
1c50
0,2 0,3 0,7 1 1,7 4
N-butanol 43,95 46,31 4,99
de 38,05 39,82 - -
. +0,003 +0,007 +0,005
margine +0,031 +0,029
noire
N-butanol 47,49 51 59,29 60,77 61,95
de - 0,232
. +0,003 +0,020 +0,006 +0,012 +0,031
margine i0,012
marron
Actate | 3745 39,82 0,73
d’éthyle 52,21 61,06 67,28
de +0,012 +0,020 - +0,026
margine +0,024 +0,016 +0,003
noire
Actate | 35 47 34,51 39,32 50
d’éthyle 73,77 0,95
de +0,012 +0,030 +0,017 +0,003 -
margine 10,012 i0,0lO
marron
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Figure n°® 18:Valeurs de IC50 de de I’effet des extraits du grignon et du margine d‘olive

et I’acarbose sur I’activité de I’a-amylase

1V.2 Effet d’adsorption au glucose des extraits du grignon et du margine d’olive

Pour évaluer l'activité antidiabétique des extraits du grignon et du margine, nous avons testé
in vitro I'effet de différentes concentrations de chaque extrait sur la capacité d'adsorption au
glucose. L'acide gallique et l'acarbose ont été utilises comme contrdles positifs. Les résultats
obtenus sont présentés dans la figure n° 19 et n°20.

L’ensemble des extraits du grignon et du margine d’olive a faible concentration du glucose
pendant 1h et 3h révelent une faible adsorption du glucose. Tandis que a forte augmentation
ces extraits montrent une légeére augmentation d’adsorption au glucose a 1’exception de la
fraction acétate d’éthyle du margine marron qui a affiché une forte adsorption et qui arrive a
16,29 mM/g d’extrait. L’effet de cette fraction est comparable a I’effet du contrdle positif

I’acide gallique qui assure une adsorption de 17,75 mM/g.
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glucose glucose — glucose

glucose
5mM 10 mM 50mM 100 mM |
. i — -IIl TTL] I
1 2 3 4

0,06 0,14 0,71 1,65
0,07 0,13 0,69 1,61
0,06 0,12 0,68 1,66
0,01 0,01 0,60 1,59
0,07 0,13 0,87 1,87
0,57 0,55 6,34 15,91
0,98 1,95 8,27 17,34
0,31 0,66 3,29 7,78

Figure n° 19 : La capacité d’adsorption au glucose des extraits du grignon et du margine
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d’olive apreés 1h d’incubation

glucose glucose  glucose  glucose
5mM 10 mM 50 mM 100 m
I T -III [ 1] | I
1 2 3 4
0,03 0,05 0,64 1,64
0,02 0,01 0,64 1,60
0,06 0,10 0,75 1,76
0,01 0,03 0,61 1,58
0,06 0,12 0,89 1,89
0,38 0,41 6,42 16,29
0,88 1,44 8,29 17,75
0,31 0,81 3,53 7,83

Figure n° 20 : La capacité d’adsorption au glucose des extraits du grignon et du margine

d’olive apres 3h d’incubation.
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Analyse statistique des résultats statistique

D’apres le test de I’Annova a deux variables sur minitab.16 tous les extrait présentent une

différence hautement significative p-value =0.0001 <0.05.

Tableau n°24 : Analyse statistique de ’Annova et Tukey sur Minitab.

ICs0 DPPH ECso FRAP ICso (I’a-Amylase)
Grignon frais 8,19+0,011****B  144,83+0,010****B  1,50+0,006****D
Grignon séché 14,11+0,010%***A 312,5+0,013****A 7,58+0,012****A
N butanol margine
_ 3,21+0,069****C 33,33£0,022****D 4,99+0,005****C
noire
n-butanol margine
2,31+0,027****D 63,19£0,022****C  (0,232+0,012****G
marron
Acétate d’éthyle
_ ) 0,521+0,055****E 7,47+0,008****H 0,73+0,026****F
margine noire
Acétate d’éthyle
_ 0,402+0,021****F 8,98+0,005****G 0,95+0,010****E
margine marron
Acide ascorbique
0,390£0,039****F oo e
(DPPH)
Acide ascorbique
---------------------- 17,30+0,036****F
(FRAP)
BHA (FRAP) e 25,25£0,010****E  —-ommmmemmo -
Acarbose (I’a-
------------------------------------------ 6,19+0,027****B

Amylase)

53



Discussion



Discussion

La présente étude a pour objectif est d’évaluer in vitro le pouvoir antioxydant et
antidiabétique des extraits du grignon et du margine d'olive variété Sigoisse, provenant de la
région de Sabra, située dans la wilaya de Tlemcen.

Les extraits eau-éthanol du grignon frais et séché ont été récupérés sous forme de poudre
solide de couleur marron noiratre, avec de meilleurs rendements 5,28 % et 3,21 %,
respectivement. Nos résultats concordent avec ceux de Gomez-Cruz et al., (2020) qui ont
constaté que le mélange eau-éthanol contribue a la création d'un milieu modérément polaire,
ce qui permet d'obtenir la meilleure efficacité d'extraction ainsi que le meilleur rendement
pour les grignons. En effet la sélection des solvants est un facteur crucial dans I’extraction de
composés bioactifs, parmi les solvants : éthanol, acétone et 1’acétate d’éthyle ont été
largement utilisé en raison de leur faible toxicité et leur autorisation par I’autorité européenne

de sécurité des aliments (EFSA)

Les résultats obtenus confirment ceux de I'étude menée par De Bruno et al., (2018) sur le
grignon d'olives, qui ont démontré que le mélange eau-éthanol améliore I'efficacité
d'extraction par rapport a I'éthanol seul. Chewet al., (2011) ont rapporté que l'ajout d'une
petite quantité d'eau a un solvant organique crée généralement un milieu plus polaire,
augmentant ainsi l'efficacité d'extraction des polyphénols. Ils ont également observé que le
systeme de solvants binaires était plus efficace et avantageux pour l'extraction des composés

phénoliques a partir de matrices végétales, par rapport aux systemes mono-solvants

Le screening phytochimique a permis de mettre en évidence la richesse du grignon d’olive
en diverses classes de métabolites secondaires ce qui est confirmé par plusieurs chercheurs
Ducom et al., (2019), et Ribeiro et al., (2020). Ces tests sont en relation avec l'intensité du
précipité, de turbidité ou de coloration, et sont proportionnelle a la quantité de la substance

recherchée.

Les teneurs des margine en composes phénoliques (CP) différent significativement entre les
échantillons étudiés, les résultats obtenus ont montré que le taux en polyphénols totaux le plus
élevé a été enregistré dans ’extrait acétate d’éthyle du margine marron et du margine noire
avec un taux de 638,92et 505,56pug EAG/mg E, respectivement. De méme 1’extrait acétate
d’éthyle du margine marron a révéler une teneur considérable en flavonoides 78,13+0,009
EC/mg E et en tanins condensés 917,29EC/mg E

Nos résultats viennent renforcer I'analyse de Gueboudji et al., (2021) qui ont révélé un taux

de polyphénols dans I'extrait d'acétate d'éthyle de 902,7 pg EAG/mg d'extrait. De plus, la
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teneur totale en flavonoides a été déterminée en suivant une courbe d'étalonnage établie a
partir de la quercétine, révélant un taux de 78,8 ug EQ/mg d'extrait d'acétate d'éthyle. Cela
souligne que la complexité de la fraction phénolique du margine d’olive est caractérisé par
une grande complexité dépend de degré de maturité des olives, ainsi que les conditions
climatiques et les procédes technologiques utilisés pour séparer les phases huileuses et

aqueuses.

La comparaison de nos resultats avec la bibliographie nous a permis de remarquer que nos
valeurs sont supérieures a celle de Tlilani et Bensaida., (2019) qui ont déterminé une teneur
en polyphénols totaux pour I’extrait du margine d’olive 185,3ug EAG/mg E et une teneur en

flavonoides de 97,8ug EQ/mg E

D'apres les résultats obtenus par Gueboudji et al., (2021) I'extraction des composes
phénoliques du margine par macération en utilisant du méthanol comme solvant d'extraction a
révelé une richesse en composés phénoliques avec une teneur de l'ordre de 641ug EAG/mL,
ainsi qu'une teneur de 20,52 ug EQ/mL pour les flavonoides, et de 90,47 ug EAC/mL pour les

tanins.

Obeidet al., (2005) ont démontré que l'acétate d'éthyle posséde un pouvoir d'extraction élevé
par rapport aux autres solvants. C'est un solvant tres sélectif pour les molécules de faible (180
Da) et moyen (13 kDa) poids moléculaire. De plus, I'acétate d'éthyle s’avére un extracteur de

la fraction monomérique entiére du margine.

Certains facteurs influencent la composition des déchets d’olive en composés phénoliques,
tels que les engrais apportés, la date de récolte d’olive, le degré de maturité des fruits, la
nature de sol, les conditions climatiques, la conservation dumargine, le volume d'eau ajoutée,
les pratiques culturales et de la modalité de l'extraction de I’huile d’olive (Prazereset al.,
2021).

Selon El-Abbassiet al., (2017) la quantité et la qualité des composés phenoliques sont
affectées par la perte d'un pourcentage de ces composés qui restent piégés dans les phases
d'hexane et d'acétate d'éthyle lors de I'extraction liquide-liquide. De nombreuses recherches
ont exploré la récupération des polyphénols du margine d'olive en utilisant une variété de
techniques telles que I'extraction par solvant, l'adsorption, la séparation par membrane, les
extractions par fluide supercritique, le traitement par ultrasons et les processus

chromatographiques (Soberénet al., 2019). Ces méthodes visent a obtenir soit un composé
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phenolique spécifique dans sa forme pure, soit un mélange de phénols sous forme de produit
brut (Alonso-Riafio et al., 2020).

L’activité antioxydante d’un compos¢ se référe a sa capacité a résister a I’oxydation. De
nombreuses méthodes sont actuellement utilisées pour évaluer cette activité. Le radical DPPH
est couramment utilisé pour analyser 1’activité antiradicalaire de divers extraits végétaux. Le
2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle a été 1’un des premiers radicaux libres utilisés pour étudier la

relation entre la structure et I’activité antioxydante des composés phénoliques.

L’activité antioxydante des extraits de la fraction acétate d’éthyle du margine noire et marron
augmente proportionnellement a 1’augmentation de la concentration de I’antioxydant Ils
présentent une forte activité antiradicalaire en assurant de faibles valeurs de ICso 0,521 et

0,402 pg/ml, respectivement.

(Bourmad., (2011) a déterminé que les extraits acétate d’éthyle de margine rouge issue du
procédé industriel et du margine noire issue du procédeé traditionnel de variété chemlal
exercent une meilleure activité antioxydante, puis qu’ils agissent a des doses comparables a
celles des antioxydants de références (BHT, acide Ascorbique, a-tocophérol).lls sont plus
puissants que le BHT et 1’a-tocophérol avec une 1Cso de 104 et 123,83 mg/L, et un pouvoir
antiradicalaire de 0,97et0,80 mg/L ,respectivement supérieurs a celle de 1’acide ascorbique et
du BHT 116,24 et 139,9mg /L et pouvoir antiradicalaire (PAR) de 0,89 et 0,71 mg/L

respectivement

Selon Karray., (2013) I’extrait acétate d'éthyle des margines hydrolysées présentait une plus
grande activité antiradicalaire (ICso = 45 pg/ml) que l'extrait acétate d'éthyle des margine
brutes et de I'oléuropéine. Cela est di a la conversion de I'oleuropéine et d'autres composes
verbascosides en hydroxytyrosol qui s'avére un antioxydant exceptionnel ayant une forte
capacité d'élimination et d'absorption radicalaire. Cette situation pourrait étre attribuée a la
synergie entre I'nydroxytyrosol et d'autres composés phénoliques simples, tels que I'acide
caféique et l'acide p-coumarique, qui peuvent également étre libérés lors de I'hydrolyse
enzymatique. Il est bien connu dans la littérature que parmi les composés phénoliques
présents dans les margine, I'nydroxytyrosol et l'acide cafeique présentent des proprietes

antioxydantes élevées.

Nos résultats de 1’activité du piégeage des radicaux libre viennent de renforcer ceux trouvés
par Gueboudjiet al., (2021) sachant que les résultats obtenus pour le test DPPH du margine

168,57ug/mL, est inférieur a celle de I’acide ascorbique (174,69 pg/mL)

56



Discussion

Tous ces auteurs ont montré que les polyphénols naturels sont des capteurs puissants des

radicaux libres.

L'activité du piégeage du DPPH peut s'expliquer par les concentrations élevées en composés
phénoliques tels que I'hydroxytyrosol et les acides caféiques. Cette activité antioxydante
prononceée est due a la présence de groupements hydroxyles dans les composés phénoliques,
notamment I'oléuropéine et surtout I'hydroxytyrosol, le composé phénolique le plus
représentatif dans les déchets d'olive, avec des concentrations allant de 10 a 238mg/100
g(Nunes et al., 2020)

L'activité antiradicalaire dépend généralement du nombre et de la position des groupements
hydroxyles par rapport aux groupements carboxyles fonctionnels. La structure des composes
phénoliques joue un rdle crucial dans leur capacité a piéger les radicaux libres, qui sont des
agents pathogénes dans de nombreuses maladies (Abramovi¢ et al. 2018)

En ce qui concerne I’activité réductrice du fer, les résultats de 1’absorbance obtenus des
extraits et les molécules de référence (BHA et I’acide ascorbique) révelent un pouvoir
réducteur du fer proportionnel a ’augmentation de la concentration avec une ECso de 25,25et

17,30ug/mL, respectivement.

Dans nos extraits nous avons observé que les fractions acétates d’éthyles du margine noires et
marrons sont plus efficaces et supérieures aux molécules de référence, avec des valeurs de

ECsoqui varient respectivement entre 7,47 et 8,98 pg/ml.

Le pouvoir réducteur de 1’olivier est principalement li¢ a la présence de groupement
hydroxyle dans les composés phénoliques essentiellement 1’oleuropéine et 1’hydroxyltyrosol

qui peuvent servir comme donneur d’¢électron (ADDAB et al., 2020)

Nos résultats concordent avec ceux de Gueboudji et al., (2023), qui ont observé que les
extraits du margine obtenus par extraction liquide-liquide (11,56 pg/ml) présentaient une

activité antioxydante bien plus élevée que celle du Trolox (17,06 pg/ml) et du BHT (20,05
pg/ml).
Plusieurs études ont montré que l'activité antioxydante dépend de la concentration totale en

polyphénols, des structures antioxydantes, ainsi que du temps de réaction (Abramovi¢ et al.
2018)

L’augmentation du glucose sanguin postprandial résulte de I'hydrolyse des glucides par les

enzymes a-glucosidase et a-amylase. L'a-amylase salivaire transforme les glucides en
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disaccharides et oligosaccharides, puis l'a-glucosidase les convertit en monosaccharides

comme le glucose, qui est ensuite absorbé dans le sang (Mwakalukwa et al.,2020)

Dans cette étude nous nous sommes intéressés a 1’évaluation de I’effet des extraits du grignon
et du margine d’olive sur l'activité de 1'a-amylase étant donné que les olives ont été associées
a diverses activités biologiques telles que des propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires,
il est plausible que ces activités puissent indirectement contribuer a atténuer le stress oxydatif

associés au diabéte.

Nos résultats indiquent que la fraction n-butanol de margine marron présente une inhibition
(ICso= 0,232 pg/ml) nettement supérieure a celle d’autres extraits, et nettement supérieur a
celle de I’acarbose (ICs0=6,19 pg/ml suivi par la fraction acétate d’éthyle du margine marron
et noire qui atteint un pourcentage de 67,28 et 73,77 a une faible concentration de 4 pg/ml
avec une ICso de 0,73et 0,95respectivement.

Les margine d’olive et leur fractions enrichies en polyphénols obtenus par nanofiltration (NF)
et reverse osmotique (RO) ont été examinées comme des agents potentiels pour inhiber les
enzymes telles que l'a-amylase, 1'a-glucosidase et la lipase in vitro. La fraction d’osmose
inverse a montré une inhibition de I'enzyme avec une valeur de 1C50 de 65,3ug/ml suivi par la
fraction de nanofiltration avec une ICso de 122,6pg/ml proche a 1’acarbose 50,1pg/ml. En
effet la fraction de I’osmotique inverse est celle qui présente le plus haut contenu en composés
bioactifs, en particulier, la teneur en hydroxytyrosol dans cette fraction était environ cinq fois
plus élevée que dans l'alimentation, et d'autres composés tels que le tyrosol, I'oléuropéine, la

verbascoside, I'acide vanillique et la lutéoline (Tundis et al.,2020)

Hadrich et al., (2015) ont exploré les effets inhibiteurs de I'nydroxytyrosol et de I'cléuropéine
sur l'activité des enzymes o-amylase et a-glucosidase, impliquées dans la digestion des
glucides et la régulation de la glycémie. Leurs résultats suggérent que ces cOmposés
pourraient offrir une stratégie thérapeutique prometteuse pour contréler I'nyperglycémie. Leur
étude a révelé que I'nydroxytyrosol, en particulier, a montré une forte activité inhibitrice sur
l'a-glucosidase, avec une (ICso de 150 puM, tandis que son effet sur I'a-amylase était plus
modéré. Cette efficacité était supérieure a celle de I'acarbose (ICso de 400 uM), utilisé comme

contrdle positif

L'hydroxytyrosol a montré des effets antidiabétiques similaires a ceux de l'insuline sur
diverses cellules cibles, comme les hépatocytes, les adipocytes et les cellules musculaires,

selon les résultats des études in vitro et in vivo d’une revue récente, comme il offre une
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protection contre le stress oxydatif, I'nyperlipidémie et I'nyperglycémie dans des modéles

animaux (Vlavcheski et al.,2019).

L'hydroxytyrosol possede une structure polaire qui lui permet d'interagir fortement avec les
enzymes (a-glucosidase). Il est prévu que l'interaction entre I'enzyme et les conjugués
phénoliques glycosidiques soit plus intense qu'avec les molécules non glycosidiques. Selon
Hadrich et al., (2015) les résultats indiquent que l'acide gallique, l'acide vanillique, la
quercétine et I'acide p-coumarique, isolés des feuilles d'olivier, sont des inhibiteurs puissants.
Les pourcentages d'inhibition, respectivement de 67,7%, 71,9%, 73,5% et 62,5%, montrant
une inhibition incompétitive. La nature incompétitive de cette inhibition suggere que ces
composes se lient & un site distinct du site actif de I'enzyme, probablement apres que I'enzyme
a formé un complexe avec le substrat. Cette forme d'inhibition est particulierement
intéressante car elle peut offrir une régulation plus fine de l'activité enzymatique et

potentiellement réduire les effets secondaires associés a l'inhibition compléte de I'enzyme.

Cependant les extraits d’Olea europaca montrent une faible activité antidiabétique par rapport
au standard 1’acarbose justifié par la présence de Tannins, une des principales classes de
composés phénoliques comprend des molécules qui inhibent diverses enzymes hydrolytiques,
telles que les a-amylases, les a-glucosidases et les lipases, de maniere non spécifique. Cette
inhibition est probablement due a leur forte capacité a se lier aux protéines et aux glucides,
grace a de multiples liaisons hydrogéne et interactions hydrophobes entre les tanins et les
protéines. Cette interaction entraine le blocage des sites catalytiques des enzymes, inhibant
ainsi leur activité (Aparecidaet al., 2019).

Nos résultats renforcent l'intérét des extraits du margine d'olive en tant que source
prometteuse de composés essentiels pour les formulations antidiabétiques, les compléments
alimentaires ou le développement de nouveaux médicaments contre le diabete. Ainsi, il
convient de souligner l'importance du margine (et ces métabolites) pour les recherches

futures, ainsi que pour la prévention et/ou le traitement du diabéte de type 2

Nous avons egalement vérifié in vitro I’activité antidiabétique par le test de la capacité
d’adsorption au glucose.ll est observé que I'extrait acétate d'éthyle du margine marron, a une
concentration de 1 mg/ml, présente un taux élevé d'adsorption de 16,29 mM/g a une
concentration du glucose de 100 mM/g apreés 3 heures d’incubation, similaire a l'acide

gallique qui révele un taux d'adsorption de 17,75 mM/g a cette méme concentration de
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glucose, et significativement plus élevé que celui de l'acarbose, qui a enregistré un taux
d'adsorption de 7,83 mM/g.

Divers chercheurs ont utilisé la chromatographie liquide a haute performance (HPLC) pour
identifier les composés phénoliques présents dans les margine d'olive apres une extraction
liquide-liquide, notamment Un groupe de polyphénols dérivé de I'acide cinnamique, tels que
I'acide cinnamique, I'acide p-coumarique, I'acide caféique et I'acide férulique. Un autre groupe
dérivé de [l'acide benzoique : acide benzoique, acide p-hydroxybenzoique, acide
protocatéchique, acide vanillique, acide vératrique, acide gallique, acide syringique et des
dérivés du B-3,4-dihydroxyphényléthanol, tels que le tyrosol, I'hydroxytyrosol et le 3,4-
dihydroxyphénylglycol (EI-Abbassiet al.,2017)

L'acide quinique a été identifié comme le composé le plus abondant par extraction liquide-
liquide du margine et d’autre composées comprennent l'acide quinique, la catéchine, 'acide
caféique, la rutine, I'nyperoside (quercétine-3-O-galactoside), le lutéoline-7-O-glucoside, la
naringine, l'acide 4,5-di-O-caféoylquinique, le quercétrine, I'apigénine-7-O-glucoside, l'acide
salviolinique, le kaempfeérol, la quercétine, la naringénine, I'apigénine et le cirsiol (Gueboudji
et al.,2023)

Selon l'analyse de docking moléculaire des propriétés d'absorption, de distribution, de
métabolisme et d'élimination (ADME), l'acide gallique et la quercétine sont également de
puissants inhibiteurs de l'a-amylase et de l'a-glucosidase et peuvent étre utilisés comme

alternative pour la régulation de I'hyperglycémie postprandiale (Abdelli et al.,2021)

Notre travail est original car aucune recherche scientifique n'a été entreprise auparavant sur
I'effet d'adsorption des déchets d'olive sur le glucose. Cette lacune dans la littérature
scientifique nous a incités a explorer cette question et a évaluer I'effet potentiel des extraits de
déchets d'olive sur l'adsorption du glucose.Nos résultats contribuent ainsi a enrichir les
connaissances dans ce domaine et ouvrent la voie a de nouvelles pistes de recherche sur les
applications thérapeutiques des déchets d'olive dans le domaine de la santé métabolique,

notamment dans le contexte du diabéte et des troubles liés au métabolisme des glucides.

On conclut que la fraction acétate d’éthyle du margine marron a un effet d’adsorption au
glucose proportionnel & la concentration du glucose qui est similaire a I’acide gallique. Ce
dernier est un acide benzoique identifier par plusieurs chercheurs et il a un fort potentiel

d’adsorption et inhibition des enzymes clés (a-amylase et a-glucosidase) liés a la digestion
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des glucides et a I'élévation des niveaux de glucose sanguin.Cette similitude dans les effets
suggeére que l'extrait du margine marron pourrait étre prometteur dans la régulation de la
glycémie, notamment en inhibant I'absorption des glucides et en réduisant ainsi les pics de
glycémie postprandiale. Cependant, des études supplémentaires sont nécessaires pour
confirmer ces observations et explorer le potentiel thérapeutique de cet extrait dans le

contexte de la gestion du diabéte et des troubles métaboliques associés.

Selon Dib et Sahki., (2014) une étude a été réalisée sur le pouvoir d’adsorption du margine
sur la DEAE-cellulose. Ils ont constaté que I'ensemble des analyses indiquaient que
I'adsorption par la cellulose n'était pas sélective, comme le montrent les spectres RMN et IR
qui ne présentent pas de différences notables entre les échantillons du margine et de cellulose
avant et apres adsorption. L'étude a également révélé qu'un seul facteur influence I'adsorption
des composés phénoliques : le volume du margine utiliser (Vm), en interaction avec le rapport

massique.
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Conclusion

L'industrie de I'huile d'olive est trés importante dans les pays méditerranéens. L'extraction de
I'nuile d'olive génere d'énormes quantités de déchets, ce qui peut avoir un impact considérable

sur les environnements terrestres et aquatiques en raison de leur forte phytotoxicité.

Dans le but de valorisation des déchets et le développement de stratégies durables, nous nous
sommes intéressés a 1’étude phytochimique et I’évaluation de pouvoir antioxydant et
antidiabétique des extraits du grignon et du margine d’olive issue de variété algériennes :

sigoisse provenant de la région de sabra de la wilaya de Tlemcen.

L’¢tude comparative entre les extraits a révélé la richesse des extraits du grignon et du
margine en polyphénols totaux, en flavonoides, et en tannins condensés,en particulier les
fractions du margine noire et marron. Cette teneur élevée en composes phénoliques a assuré
un pouvoir antiradicalaire, réducteur du fer, et inhibiteur de 1’a-amylase trés prometteur pour

les extraits du margine et du grignon d’olive

Ces résultats confirment 1’intérét de la valorisation de déchets d’olive, vu leur
teneurs considérables en divers composés phénolique piégeant les radicaux libres qui sont

a I’origine de nombreux effets nocifs pour 1I’organisme.

Des recherches supplémentaires sur les applications potentielles devraient étre accordées afin
de;

= Isoler le principe actif de margine d’olive et identifier les composés bioactifs
responsables des activités antioxydantes et antidiabétiques observées.

= Développer des formulations a base d'extraits de grignons et margines pour des
applications cosmétiques, alimentaires ou pharmaceutiques.

= Evaluer les effets des extraits sur des modéles animaux afin de confirmer leur potentiel
thérapeutique.

= Développer des méthodes d'extraction vertes et efficaces pour garantir une
récupération plus élevee de ces composés et la coopération entre l'industrie et les

chercheurs afin de générer une valeur ajoutée durable a ces sous-produits.
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1. Préparation des réactifs :

o Solution de I’a-amylase :
L’enzyme utilisé est I’a-amylase de pancréas porcin (PPA) sous forme lyophilisées, 3 mg de
PPA sont solubilisés dans 10 ml de solution tampon phosphate (0.02M, pH=6.9 ;Nacl 0.006
M), Lactivité optimale de cette enzyme est a pH 6,9 et a 37 C°.

. Solution de substrat :

Le substrat employé est de I'amidon soluble, dissous dans une solution tampon phosphate
(0,02 M, pH 6,9) a une concentration de 0,5%.

. Réactif 3,5-Di Nitro Salicylique Acide (DNSA)
v' Solution A
1.6 g de NaOH est dissous dans 20 ml d’cau distillé préchauffé jusqu’au 60° ¢ puis ajouté 30

g de tartrate double de sodium et de potassium

v' Solution B
1 g de DNSA est solubilisé dans 40 ml d’eau distillée préchauffer a 60°C

v' Ensuite mélanger solution A + solution B
La solution résultante prend une teinte orange, et son volume est ajusté a 100 millilitres avec

de I'eau distillée. Ce réactif est ensuite conservé a I'abri de la lumiére.

o Solution tampon phosphate (0,02M ; pH=6,9)
On prépare la solution tampon a partir d’une solution A monobasique NaH2PO4
(M=119,98g/1) et la solution B dibasique NaHPO4 (M=141,96¢/1)

- 1,68g de NaH2PO4 solubilisé dans 700ml d’eau distillée.
- 1,136gde Na2HPO4 solubilisé dans 400ml d’eau distillée.

- Par la suite, les solutions A et B sont mélangées afin d'obtenir une concentration de 0,02 M
et un pH de 6,9.
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. Solution d’acarbose
L'acarbose, un inhibiteur de l'alpha-glucosidase, est un médicament qui ralentit la dégradation
des glucides dans Il'intestin, utilisé pour traiter le diabete de type 2.

Dans cette étude, I'acarbose a été utilisee comme référence positive pour évaluer son effet sur
l'activité de I'a-amylase en comparaison avec les extraits testé. Un comprimé de 50 mg est
dissous dans 25 ml de PBS sous agitation pour obtenir une concentration de 2 mg/ml, puis des
dilutions sont réalisées (6; 12,5; 25; 50; 100; 500;1000 et 2000ug/ml).

o Solution des extraits de grignons et margines
Des concentrations variables des extraits de grignons et margines sont préparées dans une
solution tampon phosphate (0,02 M ; pH 6,9) pour évaluer leur impact sur l'activité

enzymatique de l'a-amylase. Les concentrations utilisées sont (0.5 ;1 ;2 ;3;5;12 ;25 ;50 et 90
ug/ml)

120
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100
[
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-~ 2
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concentration Extrait (ug/ml)

Figure n° 21 : (annexe): Effet antioxydant des extraits du grignon et les fractions n-
butanol margine sur le piégeage du DPPH exprimé en pourcentage (%)
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Figure n° 2:(annexe) : Effet antioxydant des fractions acétate d’éthyle du margine
noire et marron sur le piégeage du DPPH exprimé en pourcentage (%0).
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Figure n° 23:(annexe) : Pouvoir réducteur du fer des extraits du

grignon et du margine d’olive
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Figure n°24:(annexe ) : effet des extraits de Grignon frais et séché sur ’activité de I’a-
amylase
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Figure n° 25:(annexe): effet des extraits n-butanol de margine noire et marron sur
Pactivité de I’a-amylase
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Figure n° 26:(annexe): Effet des extraits acétate d’éthyle de margine noire et marron sur
Pactivité de I’a-amylase
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