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Résumé 



Résumé 

Les margines ou effluents liquides de l’industrie huilière ne cessent de poser de grands 

problèmes de pollution de l’environnement. Pour résoudre ces problèmes de pollution des 

études de valorisation de ces effluents ont été réalisées. Les margines sont une source 

naturelle riche en substances bioactives entre autre les polyphénols. Ces derniers présentent de 

nombreux avantages pour la santé et des effets pharmacologiques intéressants. Des margines 

récoltées dans une région de la Kabylie (Algérie), ayant fait l’objet d’une étude axée sur trois 

parties. La première partie visait à étudier l’effet antioxydant in vitro de la poudre de 

margines (PM) et de l’extrait phénolique des margines (EPM). La deuxième partie de ce 

travail visait à étudier l’activité de la PM et EPM sur la croissance d'Aspergillus flavus et la 

production d'aflatoxine B1 (AFB1) dans le milieu SMKY et sur le maïs choisi comme matrice 

alimentaire. La troisième partie de notre travail consistait à évaluer l'effet hypoglycémiant de 

la PM et de l’EPM ainsi leur effet sur la régulation de l'absorption intestinale du glucose chez 

la souris, comme cible du traitement du diabète du type 2 (DT2). L’activité anti-oxydante a 

été réalisée par trois tests. Les tests de piégeage des radicaux libres (DPPH., ABTS.+) et le test 

du pouvoir réducteur de l’ion ferrique (RP). Pour la partie antifongique, le milieu SMKY et le 

maïs broyé ont été complétés avec différentes concentrations de PM et d’EPM, inoculés avec 

A. flavus et incubés à 28 °C pendant 7 jours. La biomasse ainsi que le diamètre des mycéliums 

ont été déterminés dans le milieu SMKY et maïs broyé, respectivement. La synthèse d'AFB1 

a été quantifiée par la méthode ELISA compétitive directe. Dans le milieu SMKY, les 

résultats ont montré que la biomasse des mycéliums était réduite à 50 % et 46,2 % avec des 

concentrations de 250 mg/L et 4 g/kg d’EPM et de PM, respectivement. Une inhibition 

complète a été obtenue avec une concentration de 500 mg/L et 10 g/L d’EPM  et de la PM, 

respectivement. Dans le maïs broyé, l’EPM et la PM ont réduit la croissance mycélienne de 

plus de 50 % avec 800 mg/L et 16 g/kg et une inhibition complète a été obtenue à 1000 mg/kg 

et 20 g/kg, respectivement. L'AFB1 est totalement inhibée dans le milieu SMKY à 400 mg/L 

et 8 g/L d’EPM et de PM, respectivement. En ce qui concerne la partie portant sur l'effet 

hypoglycémiant de la PM et de l’EPM a été évalué chez des souris saines en utilisant un test 

de tolérance au glucose par voie orale (OGTT). Une analyse par Western blot a été réalisée 

pour étudier l'absorption du glucose intestinal par SGLT-1 et la protéine kinase C (PKC), une 

protéine effectrice clé au niveau des membranes de la bordure en brosse de la muqueuse 

jéjunale de souris. Nous avons observé que la glycémie diminuait significativement en 

présence de l’EPM et de la PM, respectivement aux concentrations de  500 mg/kg et 4 g/kg de 

poids corporel  par rapport à la réponse à l'administration orale de glucose seul (1g/kg). 

L’EPM aurait induit une forte diminution de la protéine SGLT-1 (88 %) ainsi que de la PKC 

(70 %) en réponse au glucose par rapport aux groupes témoins. Les résultats obtenus dans ces 

études démontrent la possibilité d'exploiter l’activité anti-oxydante de la PM et de l’EPM dans 

le contrôle de la souche aflatoxinogène A. flavus dans les céréales et les aliments stockés, et 

suggèrent aussi que la PM et l’EPM peuvent être bénéfiques pour le traitement du DT2 grâce 

à leur effet hypoglycémiant en agissant sur le co-transporteur du glucose sodium dépendant 

SGLT-1 et sur la PKC comme cible thérapeutique. Parmi les perspectives d’utilisation des 

sous- produits  oléicoles on citera quelques applications comme l’amélioration de la durée de 

vie d’un aliment et leur implication dans la prévention des maladies liées au stress oxydant. 

 

Mots clés: margines, extrait phénolique, effet antioxydant, effet antifongique, maïs, effet 

hypoglycémiant. 

 



Abstract 

Olive mill wastewater or liquid effluents from the oil industry pose major problems of 

environmental pollution. To resolve these pollution problems, recovery studies of these 

effluents have been carried out. OMW are a natural source rich in bioactive substances 

including polyphenols. Polyphenols have many health benefits and interesting 

pharmacological effects. The first part of our study aimed to investigate the effect of crude 

olive mill wastewater (OMW) and phenolic extract from olive mill wastewater (PE) from 

olive trees of the chemlal variety which is cultivated in Kabylia (Algeria) on Aspergillus 

flavus growth and aflatoxin B1(AFB1) production in SMKY broth medium and in maize 

powder.  The second part of our work is to evaluate the hypoglycemic effect of phenolic 

extract from OMW (PE) and OMW on glycaemia and on the regulation of intestinal glucose 

absorption in mice, a target for treating diabetes mellitus. The antioxidant activity was carried 

out by three tests. Free radical scavenging tests (DPPH., ABTS.+) And the ferric ion reduction 

(RP) test. For the antifungal part the SMKY medium and maize powder were supplemented 

with various concentrations of OMW and PE, inoculated with A. flavus and incubated at 28 

°C for 7 days. The mycelia biomass (dry mycelium weight) and fungal colony diameter were 

determined in SMKY and maize powder, respectively. Aflatoxin B1 synthesis was quantified 

by direct competitive ELISA method and chemical compositions of PE were analyzed by 

HPLC. In SMKY medium, results showed that mycelia biomass was reduced to 50 % and 

46.2 % with concentrations of 250 mg/L and 4 g/kg of the PE and OMW, respectively. 

Complete inhibition was obtained with 500 mg/L and 10 g/L of the PE and OMW, 

respectively. In maize powder, PE and OMW reduced the mycelial growth by more than 50 % 

with 800 mg/L and 16 g/kg, and complete inhibition was obtained at 1000 mg/kg and 20 g/kg, 

respectively. Aflatoxin B1 was totally inhibited in SMKY medium to witch 400 mg/L and 8 

g/L of PE and OMW, respectively, had been added. With regard to the section on the 

hypoglycemic effect of PE and OMW. The effect of oral administration of PE and crude 

OMW on miceglycaemia was evaluated using oral glucose tolerance test. Western blot 

analysis was performed to study intestinal glucose absorption by SGLT-1 and protein kinase 

C (PKC) a key effector protein at the brush border membranes of mice jejunal mucosa. We 

observed that the raised glycaemia in mice in response to oral glucose administration was 

significantly decreased in the presence of PE and crude OMW, respectively at 500 mg/kg and 

4 g/kg of body weight. The PE induced a strong decrease of SGLT-1 protein (88 %) as well as 

PKC (70 %) in response to glucose compared with the control group.  Results obtained in the 

present study indicate the possibility of exploiting PE and crude OMW in the control 

of aflatoxigenic A. flavus in stored foods products and suggest that PE and OMW may be 

beneficial for diabetes treatment thanks to their novel hypoglycemic effect by acting on 

SGLT-1 cotransporter. Among the prospects for using olive by-products include some 

applications such as in food preservation and their involvement in the prevention of diseases 

related to oxidative stress. 

 

 

Keywords: olive mill wastewater, phenolic extract, antioxidant effect, antifungal effect, 

corn, hypoglycemic effect. 

 



Liste des abréviations 

ABTS : Sel d’ammonium de l’acide 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) 

(2,2′-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)) 

AF: Aflatoxine 

AMPK :( AMP-activated protein kinase) 

AOAC: Association des chimistes analytiques officiels (Association of Official Agricultural 

Chemists) 

CAM : Milieu à base noix de coco (Coconut agar medium) 

CCM : Chromatographie sur couche mince 

CMI : Concentration minimale inhibitrice 

COI : Conseil oléicole international  

CP : Composés phénoliques 

DCO : Demande chimique en oxygène 

DBO : Demande biochimique en oxygène 

DBO5 : DBO  mesurée au bout de 5 jours 

DPPH : 2,2-Diphenyl-1-(2,4,6-trinitrophenyl) hydrazyl 

ELISA : Dosage d'immunoabsorption par enzyme liée (enzyme-linkedimmunosorbent assay) 

EPM : Extrait phénolique des margines 

ERKs : kinases qui régulent la signalisation extracellulaire (Extracellular Signal-regulated 

Kinase) 

ERO : Espèces réactives de l'oxygène 

FAO : Organisation des nations unies pour l'alimentation et l'agriculture (Food and 

Agriculture Organization of the United Nations) 

GLUT 4 :Transporteur du glucose de  type 4 

ha : hectare 

CLHP: Chromatographie en phase liquide à haute performance  

KRB : Krebs-Ringer Bicarbonate Buffer 

Isc : Intensité du courant de court-circuit 

MES :Matière en suspension 

MEM NE : Milieu essentiel minimum avec acides aminés non essentiels (Minimal Essential 

Medium Non Essential amino acid) 

OGTT : Oral Glucose Tolerance Test 
ONFAA : Observatoire National des Filières Agricoles et Agroalimentaires 

PDA : gélose dextrosée à base de pomme de terre (Potato dextrose agar)   

PI-3 Kinase :La phosphatidylinositol 3-kinase 

PKA : Protéine kinase A 

PKC : Protéine kinase C 

PMA : Phorbol-12-myristate-13-acétate 

PP : Polyphénols 

ppb : partie par milliard 

ppm : partie par million 

SDS-PAGE :Electrophorèse sur Gel de Polyacrylamide en présence de Dodécylsulfate de 

Sodium 

http://context.reverso.net/traduction/francais-anglais/association+des+chimistes+analytiques+officiels
https://www.webmd.com/diabetes/guide/oral-glucose-tolerance-test


SGLT-1 : Co-transporteur du glucose sodium dépendant-1 (sodium glucose cotransporter-1) 

SMKY : Sucrose, magnesium sulfate, potassium nitrate and Difco yeast extract 

RB : Tampon RIPA (RIPA Buffer) 

RPMI : Roswell Park Memorial Institute medium  (milieu utilisé en culture cellulaire) 

TE :Teneur en eau 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



GLOSSAIRE  

Angiotensine II  (Ang II): octapeptide issu du clivage de l'angiotensine I par l'enzyme de 

conversion de l'angiotensine, peptides impliqués dans la maintenance du volume et de 

la tension artérielle (NISHIMURA, 2001).  

 

Ang- (1-7) III : hormone heptapeptique. Elle dérive de l'angiotensine II par l'action 

d'une aminopeptidase A (ROBSON et al., 2008). 

 

AT1R : récepteur à l'angiotensine II de type 1 (R-AT1).Le R-AT1, chez l'adulte, est le plus 

abondant dans la plupart des tissus. Le R-AT1 médie la majorité des effets de l'Ang II : 

stimulation de la vasoconstriction, prolifération et hypertrophie cellulaire, sécrétion 

d'aldostérone, régulation de la soif, de l'activité sympathique et inhibition de la relâche de 

rénine (DE GASPARO et al, 2000). 

 

CCK : Cholécystokinine est une hormone peptidique gastro-intestinale sécrétée par 

la muqueuse du duodénum (premier segment de l'intestin grêle) et relarguée dans la 

circulation sanguine. Elle agit en tant que médiateur dans plusieurs procédés physiologiques, 

comprenant la digestion et le phénomène de satiété (LITTLE et al., 2005).  

 

Glucagon : est une hormone hyperglycémiante (qui provoque une augmentation de la 

quantité de glucose dans le sang) sécrétée par les cellules alpha des îlots de 

Langerhans du pancréas, et qui agit principalement sur le foie en provoquant 

une glycogénolyse. Il possède des propriétés antagonistes de l'insuline, qui est 

hypoglycémiante (BATAILLE et al., 2003). 

 

Glucagon -37 : appeler aussi  l'oxyntomoduline (OXM) est une hormone peptidique de 37 

acides aminés sécrétée par l'intestin avec GLP-1 suite à l'ingestion de nutriments. OXM est 

principalement produite dans les cellules L endocrines intestinales par le précurseur 

préproglucagon en présence de la prohormone convertase. Ce fragment a été nommé 

oxyntomoduline pour sa capacité à moduler la sécrétion d'acide gastrique dans les glandes 

gastriques oxyntiques (POCAI, 2013). 

 

GLP-1 : glucagon-like peptide-1 est une incrétine, c'est-à-dire une hormone intestinale, 

sécrétée par les cellules L de l'iléon en réponse à un repas (qui stimulent la sécrétion 

d'insuline lorsque la glycémie est trop élevée (glycémie postprandiale). Le GLP-1 fait parti 

des hormones de satiété (THORENS, 2003). 

 

GLP-2 : glucagon-like peptide-2 est une incrétine sécrétée par les cellules L de l'iléon  qui 

régule le  transport le  intestinal des hexoses, inhibe la motilité gastrique et la sécrétion 

d'acide, et régule la masse de l'intestin épithélium via la stimulation de la croissance de la 

muqueuse et de l'inhibition de l’apoptose (THORENS, 2003).. 
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GIP : Le peptide insulinotrope dépendant du glucose. Le GIP potentialise la sécrétion 

d'insuline stimulée par le glucose au niveau du pancréas et participe à la régulation du 

métabolisme énergétique. De ce fait, le GIP appartient à la famille des incrétines (THORENS, 

2003). 

 

Insuline : hormone protéique sécrétée par les cellules β des îlots de Langerhans dans 

le pancréas. Elle a un effet important sur le métabolisme des glucides, des lipides et 

des protéines en favorisant l'absorption du glucose présent dans le sang par les cellules 

adipeuses, les cellules du foie et celles des muscles squelettiques (FREYCHET, 1988). 

 

Mas : récepteur fonctionnel de Ang 1-7. Mas est omniprésent dans de nombreux tissus, y 

compris les reins, le cœur, les vaisseaux sanguins, le cerveau, le foie, la rate, les testicules et 

les poumons (ROBSON et al., 2008). 

 

PMA : Phorbol 12-myristate 13-acétate, également connu sous le nom de : Le 12-O-

tétradécanoylphorbol 13-acétate (TPA) est un activateur de la protéine kinase C (PKC). Le 

PMA est l'ester de phorbol le plus couramment utilisé. Il est actif à concentrations 

nanomolaires. Le  PMA provoque une très large gamme d'effets dans les cellules et les tissus 

(YAN JIANG et JAMES FLEET, 2012). 
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Introduction générale 



 Introduction générale  

 

1 
 

        Les pays méditerranéens sont devenus les plus grands consommateurs, producteurs et 

exportateurs des olives et de l’huile d’olive. La production d’huile d’olive des pays du bassin 

méditerranéen représente approximativement  90 % de la production mondiale avec une 

production estimée à 2.874.500 tonnes (COI, 2017).  De nos jours, avec la promotion des 

vertus bénéfiques de l’huile d’olive sur la santé humaine, la demande ne cesse d’augmenter et 

par conséquent la production croit aussi.  L’industrie oléicole engendre, en plus de l’huile 

comme produit principal, de grandes quantités de sous-produits solides appelés grignons et 

l’autre liquide appelé margines. La production mondiale de margines représentent un volume 

de  plus de 30 million m3/an (El-ABBASSI et al., 2012). 

       Les margines sont des eaux de végétation qui sont générées lors de l'extraction de l'huile 

d'olive vierge. Ce sont des effluents riches en matières organiques (composés phénoliques, 

lipides, sucres, protéines…) et en sels minéraux (potassium, sodium, magnésium...). Ces 

margines sont souvent épandues de manière incontrôlée sur les sols agricoles ou stockées dans 

des bassins d’évaporation à proximité des huileries, exposant ainsi les systèmes eau-sol- 

plante à une pollution inéluctable. Les traitements physico-chimique et biologique des 

margines, qui consistent à réduire leur impact sur les ressources en eau, restent encore 

insuffisants et coûteux (YAAKOUBI et al., 2009). 

L’Algérie, pays comptant environ 6,2x106 d’oliviers réparties sur une superficie de 

471657 ha selon les chiffres provisoires de la direction de la régulation de la production 

agricole (ANONYME 1, 2016a), compte parmi les pays du bassin méditerranéen où l’olivier 

trouve son aire d’extension. Elle est le 9éme pays producteur d’huile d’olive à l’échelle 

mondiale avec une production de 80.000 tonnes en 2017/2018 de la production 

méditerranéenne. Ainsi, comme tous les pays méditerranéens producteurs d’huile d’olive, 

l’Algérie est confrontée à la problématique de l’élimination des margines avec une production 

de 200.000 tonnes de margines/ an. Dans le souci de réduire les coûts des différents 

traitements appliqués aux margines et de rationaliser la gestion de leurs rejets, des recherches 

sont orientées sur leur valorisation dans divers domaines : compostage, agriculture et même 

dans l’industrie pharmaceutique. 

Les molécules d’origine naturelle connaissent depuis toujours un intérêt considérable 

qui ne cesse d’augmenter face à la méfiance grandissante du consommateur à l’égard des 

produits de synthèse qui présentent parfois des effets secondaires parfois très graves pour la 

santé humaine. Dans ce contexte, la valorisation de sous-produits issus de la filière oléicole 

peut s’avérer intéressante sur le plan environnemental voir même économique. Le but de 

celle-ci est l’utilisation de ces produits soit sous leurs forme brute avec quelque traitement à 

moindre coût, mais aussi d’en tirer les extraits et/ou les molécules bioactives. Les composés 

phénoliques comptent actuellement parmi les molécules les plus largement étudiées de par 

leurs multiples propriétés biologiques et fonctionnelles. Leur présence à des taux significatifs 

dans les sous-produits oléicoles notamment les margines justifie le choix de leur valorisation. 

L’objectif de cette thèse est la caractérisation physicochimique des margines brutes et de 

l’extrait phénolique des margines. Dans un second temps l’étude de leurs activités biologiques 

dont l’activité anti-oxydante, antifongique et de leur action hypoglycémiante. 

Le présent manuscrit est entamé par une synthèse bibliographique, dans laquelle le sujet 

des margines et des polyphénols ainsi que leurs activités biologiques notamment l’activité 

anti-oxydante est discutée. Une  partie est consacrée aux contaminations fongiques des 
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matrices alimentaires et au diabète principalement le diabète de type 2, décrivant ainsi les 

notions essentielles à la compréhension de notre travail. 

Quant à la partie expérimentale, elle est consacrée à une présentation des techniques 

mises en œuvre pour la caractérisation physicochimique des margines brutes et de l’extrait 

phénolique des margines ainsi que les méthodes et les techniques d’évaluation de leurs 

activités biologiques (anti-oxydante, antifongique et hypoglycémiante), pour cela nous avons 

suivi les étapes suivantes : 

Dans un premier temps, nous avons étudié les caractéristiques physicochimiques des 

margines brutes et de leur extrait phénolique.  Dans un second temps, la poudre et l’extrait 

phénolique des margines ont été préparés pour les tests biologiques ; Ensuite, nous nous 

sommes intéressés aux tests biologiques, que nous avons entamés par l’évaluation de l’activité 

anti-oxydante suivie de l’activité antifongique et enfin l’action hypoglycémiante, celle-ci a été 

entamée par une étude préalable de la toxicité de ces produits sur des souris de laboratoire par 

administration orale. Le principal but de cette étude est d’évaluer le comportement des souris 

vis-à-vis de doses élevées de poudre ou de l’extrait phénolique des margines et de déterminer 

les doses létales. Des expériences ont été entreprises pour évaluer l’activité hypoglycémiante 

de la poudre et de l’extrait phénolique des margines sur des souris saines (C57BL/6J) de 

laboratoire et un modèle cellulaire murin d’origine intestinal (cellules Mode-K). Ces 

expériences, étaient basées sur trois tests : test de tolérance orale au glucose (OGTT), la 

chambre d’Ussing et l’étude par Western blot de l’inhibition du transporteur de glucose 

sodium dépondant (SGLT-1) et de la protéine kinase-C (PKC) impliquée dans la voie de 

signalisation de SGLT-1. 

La troisième partie de ce travail consiste en une analyse des résultats obtenus et une 

discussion qui met en évidence leur signification par rapport aux données de la littérature.  

Enfin, le manuscrit se termine par une conclusion générale qui permet de tirer quelques 

perspectives. 
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I. Quelques données sur le secteur oléicole 

1.1.Situation mondiale, production et consommation 

            Le verger oléicole mondial s’étend sur une superficie de prés de 11 millions 

d’hectares localisé essentiellement en Europe (Espagne, Italie et Grèce) avec 50 % du verger 

mondial  et en Afrique avec 30 % situé majoritairement dans les pays du Maghreb (Tunisie, 

Maroc et l’Algérie) (ANONYME 2, 2014). 

La production mondiale d’huile d’olive selon les derniers chiffres prévisionnels 

communiqués par les pays producteurs, serait supérieur de 14 % en 2017/2018 avec 2.894.000 

tonnes par rapport à la compagne oléicole 2016/2017(2539.000 tonnes), dont 2.717.000 

tonnes dans les pays membres du conseil oléicole international (COI) qui représentent 94 % 

de la production mondiale(COI, 2017).  La production européenne a atteint 1.805.000 tonnes, 

soit plus de 3 % de plus par rapport à la dernière campagne 2016/2017, avec l’Espagne en tête 

(1.090.500 tonnes), suivie de l’Italie (320.000 tonnes), de la Grèce (300.000 tonnes), du 

Portugal (220.000 tonnes), de Chypre (6000 tonnes), de la Croatie (5500 tonnes), de la France 

(5000 tonnes) et de la Slovénie (500 tonnes).  La production de l’ensemble des autres pays 

membres du COI augmenterait fortement de  51 % par rapport à la compagne oléicole 

2016/2017. La Turquie, en première position avec 287.000 tonnes, suivie de la Tunisie 

(220.000 tonnes), du Maroc (140.000 tonnes), de l’Algérie qui poursuit sa tendance à la 

hausse (80.000 tonnes, + 27 %), de la Jordanie (29.500 tonnes), de l’Égypte (25.000 tonnes), 

du Liban (23.000 tonnes), de l’Argentine (37.000 tonnes), de la Libye (18.000 tonnes), 

d’Israël (16.000 tonnes), Les autres pays enregistreraient des volumes inférieurs. 

 Une fois par an, le COI actualise des séries de statistiques mondiales sur la production 

et consommation depuis la campagne oléicole 1990/1991. L’évolution de la production 

mondiale par groupes de pays producteurs : pays producteurs européens membres du COI ; 

autres pays membres du COI ; et pays non membres du COI est représentée dans la figure 1. 

 
Figure 1 : Évolution de la production mondiale au cours des dernières campagnes   

oléicoles  (COI, 2017). 
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         La consommation mondiale d’huile d’olive selon les derniers chiffres prévisionnels 

communiqués par les pays producteurs, a augmenté  de 5 %  en 2017/2018 avec 2.904.000 

tonnes par rapport à la compagne oléicole précédant 2016/2017 (2.803.000 tonnes). Le groupe 

des pays de l’Union européenne a vu sa consommation augmenter de 1 %, avec un total de 

1.549.000 tonnes. Les pays qui ont enregistré les plus fortes augmentations sont la Grèce (+ 8 

%), l’Espagne et l’Italie (+ 2 % respectivement) et les petits producteurs (Chypre, Croatie et 

Slovénie), dont la consommation a augmenté globalement de 20 %. 

Dans le reste des pays membres du COI, l’augmentation moyenne a été de 7 %, avec en 

tête de liste l’Iran (+ 33 %) suivie de l’Algérie (+ 25 %), l’Égypte (+ 20 %), la Tunisie (+ 17 

%), la Libye (+ 16 %), le Liban (+ 11 %), l’Argentine (+ 8 %) et la Jordanie (+ 4 %), alors 

que la consommation a diminué en Albanie (- 4 %), en Israël (- 3 %) et en Turquie (- 1 %).   

Dans les autres pays, le niveau de consommation a été similaire à celui de la campagne 

oléicole 2016/2017. Parmi les pays non membres du COI, la consommation a augmenté en 

Chine (+ 16 %), au Canada (+ 9 %), en Russie (+ 3 %), et aux États- Unis et en Australie (+ 5 

% respectivement), alors qu’elle a diminué au Brésil (- 25 %) et au Japon (- 8 %).        

L’évolution de la consommation mondiale dans les trois groupes de pays : pays 

producteurs européens membres du COI ; autres pays membres du COI  et pays non membres 

du COI  est représentée dans la figure 2. 

 

Figure 2:    Évolution de la consommation mondiale au cours des dernières campagnes   

oléicoles  (COI, 2017) 
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1.2. Situation dans le bassin méditerranéen 

Le bassin  méditerranéen est le cœur productif et commercial de l’huile d’olive avec 

près de 95 % des oliviers mondiaux qui se concentrent sur 3 millions d’exploitations. En effet 

l’huile d’olive est enracinée dans la culture alimentaire méditerranéenne depuis plusieurs 

siècles. Le pourtour méditerranéen demeure le premier producteur et consommateur d’huile 

d’olive avec une concentration de la production en Espagne suivie de l’Italie, la  Grèce, la 

Syrie, la Turquie, la Tunisie, le Maroc, le Portugal et l’Algérie. 

La production mondiale d’huile d’olive selon les derniers chiffres prévisionnels du COI 

2017/2018, serait supérieure de 14 % à celle de la campagne oléicole 2016/2017. La 

production devrait en effet avoisiner les 2.894.000 tonnes. La production la plus importante, 

selon le prévisionnel du COI 2017/2018, sera celle de l’Espagne avec 1.090.500 tonnes, 

verrait sa production diminuer de 15 % par rapport à la compagne de 2016/2017, suivie de 

l’Italie avec 320.000 tonnes (+ 76 %) ; de la Grèce avec 300.000 tonnes (+ 54 %), de la 

Turquie, avec 287.000 tonnes (+ 62 %), de la Tunisie, avec une production de 220000 tonnes 

(+ 120 %), du Maroc avec 140.000 tonnes (+ 27 %), de l’Algérie, avec 80.000 tonnes (+ 27 

%), de la Jordanie avec une production de 25000 tonnes (soit + 25 %),  de la Libye avec 

18.000 tonnes(+ 12 %)  et d’Israël, avec 16000 tonnes (+ 7 %), alors que la production du 

Liban diminuerait de 8 %, avec 23.000 tonnes (COI, 2017). La répartition de la production, 

consommation, exportation et importation de l’huile d’olive des pays méditerranéens en 1000 

tonnes est représentée dans le tableau I. 

Tableau I : Répartition de la production, consommation, exportation et importation de 

l’huile d’olive des pays méditerranéens en 1000 tonnes (COI : prévisionnel 2017/2018) 

 

Pays Production Consommation Exportation importation 

Albani 

Algérie 

Egypte 

Espagne 

Grèce 

Israël 

Italie 

Jordanie 

Liban 

Lybie 

Maroc 

Palestine 

Syrie 

Tunisie 

Turquie 

11 

80 

25 

1090,5 

300 

16 

320 

25 

23 

18 

140 

19 

100 

220 

287 

12,5 

85 

22 

470 

120 

21 

557 

24,5 

21 

18 

120 

15 

100 

35 

170 

0 

0 

0 

255 

9,8 

0 

220,3 

0,5 

6 

0 

20 

4 

0 

180 

90 

1,5 

0 

0 

55,9 

0 

5 

85 

0 

3 

0 

6 

0 

0 

0 

0 
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1.3. Le secteur oléicole algérien  

    1.3.1. Potentiel oléicole en Algérie   

      L'Algérie fait partie des principaux pays méditerranéens producteurs d'huile d'olives avec 

une production estimée à 2,22 % de la production mondiale (COI, 2014). En effet le climat de 

l’Algérie est adapté à la culture de l’olivier. La superficie du verger oléicole au cours de la 

campagne 2015/2016 ; selon les chiffres provisoires de la direction de la régulation de la 

production agricole (DRDPA), s’élève à 471.657 ha (figure 3). Cette superficie a connu une 

augmentation de près de 16 % comparativement à la campagne de 2014/2015 ce qui 

correspond à la mise en place de plus de 64.000 ha de nouvelles plantations (ANONYME 1, 

2016).  

         La surface oléicole est répartie sur trois régions : le centre (54,3 %) ; l’Est (28,3 %) et 

l’Ouest (17 %). Selon les donnée de la COI  la plus grande région oléicole algérienne est 

située au centre nord du pays et particulièrement en Kabylie avec 58,4 % de la surface 

oléicole totale (LOUADJ et GIUFFRE (2010) cité par NADOUR (2015)). En effet la plus part 

des oliveraies (environ 80 %) sont plantées dans des zones de montagne, sur des terrains 

accidentés et caractérisés par une pluviométrie annuel moyenne comprise entre 400 à 900 

millimètres (BENOUAFA, 2014). 

Une évolution de 10 % du nombre total d’oliviers a été enregistrée lors de la compagne 

2015/2016, pour atteindre près de 6.200.000 oliviers. Cette augmentation a été constatée 

essentiellement dans les wilayas de Béjaia, Skikda, Saida, Djelfa et Chlef  ce qui correspond à 

64 % des oliviers plantés à l’échelle nationale (ANONYME 1, 2016). 

 
 

Figure 3 : Évolution de la superficie oléicole nationale (ONFAA, 2016a) 

 

Les variétés d’oliviers cultivées en Algérie sont la variété population chamlal (90 %), la 

variété population azaradj et la variété population lemli (10 %) (MANSOUR-BENAMAR, 

2013).  

         Selon  le bilan de la campagne oléicole 2015/2016 établi par  l’observatoire National des 

Filières Agricoles et Agroalimentaires. La production nationale de plants d’oliviers au cours 

de la campagne 2015/2016 a été assurée par 72 unités de multiplication. La gamme variétale 
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autorisée à la production et à la multiplication, selon le centre national de contrôle et de 

certification des semences et plants (CNCC), s’étale sur un total de 46 variétés d’olivier ; 

cependant, les variétés les plus multipliées au cours de la campagne 2015/2016 se limitaient 

seulement à 14 variétés. Dans le centre et l’est du pays prédominent les variétés populations 

‘la grosse de Hamma’ , ‘Chemlal’, ‘Azeradj’, ‘Bouchouk’, ‘Rougette’, ‘Blanquette’ et 

‘Limli’. 

        Malgré les conditions climatiques la production d’olives a connu une évolution de 7 % 

comparativement à la campagne de 2014/2015. Quant à la production d’olives destinées à 

l’huile, l’évolution a été plus considérable puisque la production passe de 420 mille tonnes au 

cours de la campagne écoulée à plus de 470 mille tonnes au cours de cette campagne, soit un 

accroissement de 13 % (ANONYME 1, 2016). 

      La production de l’huile d’olive a enregistré le niveau le plus élevé des 15 dernières 

années en atteignant plus de 900.000 hl à travers le territoire national soit une croissance de 

25 % comparativement à la campagne écoulée  2014/2015 (figure 4). Ce résultat s’explique 

par l’entrée en production de près de 2,5 millions d’oliviers au cours de cette campagne. 

      Il existe à l'échelle nationale 1705 huileries, dont 85 % sont des huileries traditionnelles et 

10 % des huileries modernes, et 45 unités de conditionnement d'olives de table selon les 

données du Ministère de l’Agriculture et du Développement Rurale et de la pêche 

(ANONYME 1, 2016). 
 

 

Figure 4 : Evolution de la production de l’huile d’olive en (hl) sur le territoire nationale 

(ANONYME 1, 2016a) 

Les prévisions de production pour la campagne 2016/2017 faites par la direction des 

services agricoles des wilayas potentiellement oléicoles laissent apparaitre une régression de 

la production comparativement à la campagne écoulée 2015/2016 (-11 %). Cependant, les 

oléiculteurs espèrent des pluies avant les récoltes, ce qui pourrait améliorer la situation 

actuelle (ANONYME 3, 2016). 
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 1.3.2. Potentiel oléicole dans la région de  Kabylie  

         En Kabylie, les vergers oléicoles se caractérisent par une densité inégale et sont conduits 

en sec ou en irrigué (SAHLI, 2009).  

Les terres agricoles de Kabylie sont connues pour leur production importante d'olives. 

Le Centre-Nord du pays est une région potentielle : 90 %  du verger oléicole est détenu par les 

wilayas de Bejaïa, Tizi-Ouzou et Bouira  (ANONYME 1, 2016). L’oléiculture orientée vers la 

production d’huile d’olive domine la quasi-totalité de la région de Bejaia, avec près de 70 % 

de la surface arboricole totale. Elle s’étend sur une superficie de plus de 60.000 ha (BOUDI et 

al., 2013). Le tableau II ci-dessous donne une évaluation de la campagne oléicole 2015/2016 à 

travers les wilayas potentielles de la Kabylie. 

 

Tableau II: Evaluation de la campagne oléicole 2015/2016 à travers les wilayas 

potentielles de la Kabylie par rapport au total de la production national d’olive et 

d’huile d’olive (ANONYME 1, 2016) 

 

Wilaya* 

 

Bejaïa Tizi-Ouzou Bouira   Total national 

2014/ 

2015 

2015/ 

2016 

2014/ 

2015 

2015/ 

2016 

2014/ 

2015 

2015/ 

2016 

2014/ 

2015 

2015/ 

2016 

Superficie 

(ha) 
52.798 55.518 35.608 36.290 35.098 35.809 407.185 

 
   424.028 

 

Production  

d’olive  en 

quintaux 

(Qx) 

893.428 999.835 382.457 534.642 671.257 302.780 420.431 4.747.306 

Production 

d’huile  

d’olive en 

hectolitre 

(hl) 

193.312 212.896 75.862 100.947 118.710 56.700 746.781 935.170 

Rendement 

en olive en 

quintal par 

hectare  

(q/ha). 

21,1 19 13,3 15 29,2 12 20,2 23 

Rendement 

en huile en 

litres par 

quintal  (l/q) 

21,6 21 19,8 19 17,7 19 17,8 15 

 

* : les wilayas potentielles ont été choisies à partir de la moyenne de production de l’huile 

d’olive sur une période de 5 campagnes 

 

Les prévisions de production pour la campagne 2016/2017 faites par la direction des 

services agricoles des wilayas potentiellement oléicoles sur le territoire national laissent 

apparaitre une régression de la production comparativement à la campagne de  2015/2016.  La 

plus grande baisse, selon les prévisions, est enregistrée dans la wilaya de Bejaia avec 160.954 

hl (-15%) de production des olives à huile (ANONYME 3, 2016). 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Quintal_(unit%C3%A9)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Hectare
https://fr.wikipedia.org/wiki/Quintal_(unit%C3%A9)
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II. Procédés d’extraction de  l’huile d’olive  

         Le processus d’extraction d’huile d’olives se base sur quatre opérations principales :  

- les opérations préliminaires qui consistent en l’effeuillage des olives ; 

- le lavage ; 

- le broyage- malaxage ; 

-et la séparation des phases.  

La séparation du mout huileux et du grignon, réalisée par divers systèmes,  font appel à des 

principes mécaniques de conception différente (CHIMI, 1997 ; ZBAKH et EL ABBASSI, 

2012). 

2.1. Système de presse (Procédé en discontinu)  

C’est le système traditionnel le plus utilisé pour extraire l’huile des olives. Le broyage 

des olives suivi du malaxage se font sous des meules. Une pâte est obtenue au bout d’une 

demi-heure environ. Elle est composée de grignon et d’un moût contenant l’huile et les 

margines. Cette pâte est ensuite étendue sur des disques de fibre qui sont empilés les uns sur 

les autres et placés dans la presse hydraulique. 

La séparation des deux phases solide-liquide se fait par simple pression, alors que 

l’huile est séparée des margines par décantation naturelle ou par centrifugation dans des 

centrifugeuses verticales (ROIG et al., 2006). 

Il existe aussi des huileries équipées de super presses (huileries semi-modernes) qui 

travaillent à des pressions pouvant atteindre 400 kg/cm2. Le grignon produit dans ce cas 

présente un taux d’humidité d’environ 28 %. Le rendement de l’extraction est de 86 à 90 % 

par rapport à l’huile contenue dans le fruit (PETRAKIS, 2006). Il y a aussi un gain de temps 

appréciable par suite de l’utilisation de chariots qui servent à charger et décharger les 

scourtins (CHIMI, 2006). 

 La séparation des phases liquides s’effectue toujours dans des bacs de décantation. Le 

diagramme du système de presse est illustré dans la figure 5. 
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Figure 5 : Diagramme d’extraction de l’huile d’olive par le système de presse  (ZBAKH 

et EL ABBASSI, 2012).  

 

 

 

 

 

Olives 1000  kg 

Broyage  + 

malaxage 
  Eau chaude 

Pression  Grignons 

≈ 400 kg 

      Eau chaude 

 

Séparation des phases par décantation naturelle 

ou par centrifugation 
   Margines 

≈ 600 litres 

 Eau chaude 

Lavage   Eau froide  

≈ 100 à 120 litres 

 

Huile d’olive   

  ≈ 200 litres 
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     2.2. Système de centrifugation (Procédé en continu)  

C’est le système moderne dont on distingue deux types : Système de centrifugation à 

trois phases et système de centrifugation à deux phases. 

 Système  de centrifugation à trois phases  

Ce système permet la séparation de trois matières : L’huile d’olive, le grignon et les 

margines (ZBAKH et EL ABASSI, 2012). 

 Il exige l’ajout de l’eau chaude à la pâte d’olive issue du malaxage avant d’entrer dans 

le décanteur centrifuge, afin que les différentes phases se séparent selon leur densité, en 

appliquant des forces centrifuges élevées à l’intérieur des machines appelées centrifugeuses 

horizontales pour la séparation des phases solide-liquide, ou centrifugeuses verticales pour la 

séparation des phases liquide-liquide qui tournent à des vitesses élevées environ 3500 

tours/min (EL HADJJOUJI, 2007 ; ZBAKH et EL ABASSI, 2012). 

 Système de centrifugation à deux phases  

Ce système permet la séparation de deux matières : L’huile d’olive et le grignon 

humide. 

Les olives subissent les mêmes étapes que celles du système à trois phases. Cependant, ce 

présent procédé d’extraction d’huile d’olive fonctionne avec un nouveau décanteur de 

centrifugation à deux phases (huile et grignons d’olives humides) qui ne nécessite pas 

l’adjonction d’eau pour la séparation des phases huileuses et solides contenant les grignons et 

les margines. Ce décanteur à deux phases permet l’obtention de rendements en huile 

légèrement plus élevés que ceux obtenus par le décanteur conventionnel à trois phases et le 

système de presse. Ainsi qu’une  production d’un grignon humide avec une proportion d’eau 

comprise entre 65 % et 70 % (CHOUCHENE et al., 2010 ; ZBAKH et EL ABASSI, 2012). 

Les diagrammes du système de centrifugation à deux et à trois phases sont illustrés 

dans la figure 6. 
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    Olives 1000 kg   Olives 1000 kg 

Eau froide  

≈ 100 à 120 l 

 

Eau froide  

≈ 100 à 120litres 

Lavage 

Broyage-malaxage 

Séparation des phases par 

centrifugation  

Lavage 

Eau  chaude  
Broyage 

malaxage 

Grignon  

≈ 500 à 600 kg  

Eau chaude  

≈ 500-600 l 

 

Système à trois phases 

Figure 6 : Diagrammes d’extraction de l’huile d’olive par le système de centrifugation « Système à deux phases »   

et « Système à trois  phases » (ALBURQUERQUE et al., 2004 ;  ZBAKH et EL ABBASSI, 2012). 

 

Système à deux phases 

 

Huile d’olive 

     ≈ 210  litres 

Eau chaude  

      ≈ 10 l 

Décantation 

Séparation des phases par 

centrifugation  
     Margines 

≈ 1000 à 

1200litres 

Grignon   + 

Margines  ≈ 800 à 

950 kg 

Huile d’olive 

≈200 litres 
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2.3. Comparaison entre le système de presse et le système de centrifugation  

La différence substantielle entre les deux systèmes réside dans la durée des opérations 

et les rendements en termes de quantité et de qualité de l’huile par quintal d’olives traitées. 

Les installations à cycle continu présentent les avantages suivants : Un faible degré 

d’encombrement, une grande puissance de travail, un faible besoin en main d’œuvre 

(NIAOUNAKIS et HALVADAKIS, 2006), ainsi qu’une automatisation complète et une 

obtention d’une huile de bonne  qualité (CHOUCHENE et al., 2012).  Néanmoins, ces 

installations présentent des inconvénients dus principalement à la consommation élevée 

d’eau et d’énergie, une production accrue de margines (système de centrifugation à trois 

phases) et l’installation est plus couteuse (ROIG et al., 2006).  

Dans les unités traditionnelles, la technologie employée est rudimentaire. En effet, le 

broyage grossier et l’insuffisance du pressage se traduisent par de faibles rendements 

d’extraction, soit une perte d’huile estimée à 7000 tonnes/campagne (RANNALI et al., 

2003a). Par contre, l’addition non significative d’eau lors de l’extraction se répercute sur la 

charge des margines en matières organiques en suspension. En effet, les margines des unités 

traditionnelles sont plus chargées et plus concentrées que ceux des unités modernes        

(MOUNCIF et al., 1993 ; BEN SASSI et al., 2006). De plus, le stockage prolongé des 

olives, l’absence de lavage et l’insuffisance de nettoyage des scourtins font que les huiles 

obtenues au niveau des unités traditionnelles sont de mauvaise qualité organoleptique. En 

effet, l'huile obtenue est plus sujette à l'oxydation, c'est essentiellement la présence de 

feuilles, de brindilles en trop grandes quantités qui donnent des huiles amères et de couleur 

verdâtre suite à une concentration élevée en pigments chlorophylliens, ceux-ci possèdent des 

propriétés pro-oxydantes en présence de la lumière et accélèrent la rancidité de l'huile qui les 

contient (RANNALI et al., 2003b). 

Les huiles d'olives extraites par centrifugation à trois phases contiennent 40 à 50 % 

moins de polyphénols totaux que les huiles extraites à partir des mêmes olives par les 

systèmes de presse ou de centrifugation à deux phases. En effet, les polyphénols  

relativement  hydrosolubles passent partiellement dans les margines, ce qui se traduit par une 

faible résistance de l'huile à l’oxydation. Néanmoins, le système de presse peut donner une 

huile riche en polyphénols permettant sa propre conservation à la consommation selon les 

caractéristiques physicochimiques mises en œuvre par la réglementation en vigueur (CHIMI, 

2006). 

Certains auteurs rapportent que la demande chimique en oxygène (DCO) des margines, 

qui est considérée comme la mesure de la totalité des  matières organiques contenues dans les 

margines, provenant d’un système de centrifugation varie entre 20 et 200 g  d’O2/l de 

margines (HAMDI, 1993 ; DHOUIB et al., 2005 ; YAAKOUBI et al., 2009). Celle des 

margines produites par les systèmes de presse varie entre 100 et 390 g d’O2/l de margines 

(MOUNCIF et al., 1993 ; BLIKA et al., 2009).  

 III. Les sous- produits de l’olivier et les margines en particulier 

L'industrie oléicole, en plus de sa production principale qui est l'huile, laisse deux 

résidus l’un liquide (les margines) et l'autre solide (les grignons) qui représentent 30 et 50 % 

du poids total des olives traitées. De plus, l'olivier, à travers la taille engendre des feuilles, 

des brindilles et du gros bois (CHOUCHENE  et al., 2012). 
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3.1. Feuilles et brindilles  

Ce ne sont pas les produits de la taille mais des feuilles recueillies après le lavage et le 

nettoyage des olives à l’entrée de l’huilerie. Leur quantité est estimée de 5 à 6 kg de matières 

sèches par arbre et par an (NEFZAOUI, 1991). Les feuilles peuvent être valorisées comme 

des antioxydants naturels (HERRERO et al., 2011) destinés aux industries agroalimentaires 

et pharmaceutiques (LEE et al., 2009), comme des agents antibactériens  grâce à leur richesse 

en polyphénols (LIU Y et al., 2017). 

 

3.2. Grignons ou tourteaux d’olive  

Les grignons sont des résidus solides issus de la première pression ou centrifugation, 

ils sont formés de pulpes et de noyaux d’olives. Ce sous-produit peut être transformé en un 

produit destiné à l’alimentation animale ou en huile dite « huile du grignon d’olive » après 

extraction chimique (CHIOFALO et al., 2004 ). 

 

3.3. Margines ou eaux de végétation  

    Les margines, parfois dénommées alpechine, sont des résidus liquides bruns séparés de 

l'huile  d’olive  à partir de l’eau contenue dans le fruit, et celle  ajoutée au cours des étapes de 

trituration par sédimentation après le pressage ou par centrifugation. Elles contiennent un 

pourcentage d’huile résiduelle et de matières solides provenant de la pâte, qui varie en 

fonction de la technologie d’extraction (RAMOS-CORMENZANA et al., 1995 ; TAKAÇ  et  

KARAKAYA, 2009). Ces effluents  constituent un important facteur de pollution dans l’aire 

méditerranéenne à cause de leur charge élevée et toxique en matières organiques, ainsi que 

leur acidité moyennement élevée (JEGUIRIMA et al., 2012). 

Les huileries dotées d’équipements relativement modernes ont des productions de 

margine pouvant atteindre 150 kg/100 kg d’olives dont la quantité d’eau ajoutée est de 110 

kg. Tandis qu’avec des dispositifs d’extraction traditionnels, la quantité de margines 

produites est de 40 kg/ 100 kg d’olives  (ACHAK et al., 2008).  

   3.3.1. Caractéristiques physico-chimique et microbiologique des margines   

3.3.1.1. Caractéristiques physicochimiques des margines  

La composition des margines résulte de la dégradation des tissus des olives au cours de 

la trituration et de l’extraction de l’huile (COSSU et al., 1993), et elle varie qualitativement et 

quantitativement selon la variété et le stade de maturation des olives, les conditions 

pédoclimatiques, la durée et les conditions de stockage avant la trituration et le processus de 

l'extraction de l'huile d'olive (ZBAKH et EL ABBASSI, 2012 ; GÜNAY et ÇETIN, 2013 ; 

AGGOUN et al., 2016 ). 

Les margines sont caractérisées par une charge organique élevée qui est représentée 

essentiellement par les sucres (raffinose, mannose, saccharose, glucose, arabinose et xylose), 

les tanins, les polyalcools, les composés phénoliques, les acides organiques (l’acide 

fumarique, glycérique, lactique  et malonique), les lipides et les acides aminés principalement 

les acides : Aspartique, glutamique, proline et glycine (JAOUANI et al., 2003 ; ZBAKH et  

EL ABBASSI,  2012), et par une légère acidité, une couleur brune rougeâtre à noire et une 

conductivité élevée (tableau I).  

 



Partie I                                                                                              Synthèse bibliographique  

  

15 
 

Tableau III : Composition en matières organiques des margines (ZBAKH et El 

ABBASSI, 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les travaux effectués par NOUBIH et al. (2007) ont montré que les margines ayant fait 

l’objet de leurs études, sont constituées de 83 à 94 % d’eau, 4 à 16 % de matières organiques 

et 0,4 à 2,5 % de sels minéraux.  

Jusqu’à présent, plus de 50 composés phénoliques différents ont été identifiés dans les 

margines (OBIED et al., 2005). Les principaux composés phénoliques des margines sont 

l’oleuropéine, l’hydroxytyrosol et le tyrosol. Ces composés possèdent de nombreuses 

activités biologiques y compris des fonctions antibactériennes, antivirales, anti-oxydantes et 

anti-inflammatoires. En plus de ces composés phénoliques, les margines contiennent 

beaucoup d'éléments nutritifs précieux comme les sucres, les protéines et le phosphore 

(ZBAKH et EL ABASSI, 2012), ainsi que des fibres alimentaires solubles en particulier la 

pectine qui possède une excellente capacité de gélification (GALANAKIS  et al., 2010). 

Les margines contiennent aussi des ressources précieuses tels que les éléments  

minéraux, surtout le potassium qui pourrait être réutilisé comme un engrais potentiel, cité par 

DERMECHE et al. (2013).  Elles contiennent aussi quelques ions métalliques importants 

comme le calcium (Ca), le magnésium (Mg), ainsi que certains métaux notamment les 

métaux lourds, tels que le plomb (Pb) et le cadmium (Cd), qui sont bien connus en tant 

qu'éléments potentiellement toxiques (ZBAKH et EL ABASSI, 2012) (Tableau IV). 

 

 

 

 

Paramètres    Gamme des valeurs 

pH 4,7 - 5,7 

Conductivité (mS/cm)   5  - 41 

DCO  (g/l)           16,5 - 190 

DBO5 (g/l)           41,3 - 46 

Résidus sec (g/l)           11,5 - 102,5 

Matières 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 
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Tableau IV : Composition en matières minérales des margines (ZBAKH et El 

ABBASSI, 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3.1.2. Caractéristiques microbiologiques des margines  

Dans les effluents d’huileries d’olive, seuls quelques microorganismes arrivent à se 

développer dont les champignons et les levures. Parmi les levures, on trouve : Trichosporium 

cutaneium, Cryptococcus albidius ainsi que les genres Rhodotorula sp., Candida sp. et 

Saccharomyces sp. La flore fongique se compose essentiellement d’Aspergillus candidus, 

Penicillium negricans, et Alternaria sp. (AISSAM et al., 2003).  Dans la plupart des cas, il y a 

absence de microorganismes pathogènes et ils ne posent alors aucun problème de point de vue 

sanitaire. En effet, ces effluents possèdent un  pouvoir antimicrobien lié essentiellement à 

l’action exercée par les phénols monomériques et les pigments bruns ou catéchol-mélaninique 

(HAMDI et ELLOUZ, 1993). Ces composés agissent sur les bactéries en dénaturant les 

protéines cellulaires et en altérant les membranes (RANALLI, 1992). Ils peuvent également 

inhiber l’activité des bactéries symbiotiques fixatrices d’azote en inhibant l’activité des 

enzymes (et/ou) en précipitant les protéines nutritionnelles (HATTENSCHWILER et 

VITOUSEK, 2000). 

 

      3.3.2. Impact des margines sur l’environnement  

         3.3.2.1. Impact sur le sol  

L’épandage directe des margines sur le sol a des effets déterminants non seulement sur 

la croissance des plantes et l’activité microbienne mais aussi sur la composition physico-

chimique du sol, et par conséquence l’épandage contrôlé des volumes de margines peut 

réduire leurs impact négatif et être un bon amendement organique des sols (YAAKOUBI et 

al., 2009).    

Le principal inconvénient de l’utilisation directe des margines pour l’irrigation du sol  

est leurs concentration élevée en composés phénoliques qui sont phytotoxiques (SAYADI et 

Eléments Gamme des valeurs 

Plomb (Pb)  (µg/l)  6,7 - 10 

Cadmium (Cd) (µg/l)             0,03 -10 

Fer (Fe)  (mg/l) 0,45 - 20 

Zinc (Zn)  (mg/l)   1,7 - 4,98 

Cuivre (Cu) (mg/l) 0,49 - 2,96 

Manganese(Mn) (mg/l) 0,46 - 20 

Magnesium(Mg) (g/l) 0,03 - 0,17 

Calcium (Ca)  (g/l) 0,03 - 0,29 

Potassium (K)  (g/l) 0,73 - 6,1 

Chlore (Cl)  (g/l)              0,76 - 1 

Sodium (Na)  (g/l) 0,03 - 0,13 
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al., 2000 ; ZENJARI et al., 2006) et peuvent inhiber la germination des graines. De plus, les 

margines contiennent des résidus huileux, ce qui conduit à une augmentation de 

l’hydrophobicité du sol et une diminution de la rétention d’eau et le taux d’infiltration 

(RANNALI et al., 2003 ; KAVVADIAS et al., 2010). 

           3.3.2.2. Impact sur les eaux  

  La très forte charge en demande chimique en oxygène (DCO) et surtout en demande 

biochimique en oxygène mesurée au bout de 5 jours (DBO5) des margines empêche 

l’autoépuration des eaux et la pollution peut s’étendre sur de très longues distances 

(JUSTINO et al., 2012).Du fait de la richesse des margines en sucres réducteurs, leur rejet 

dans les milieux aquatiques provoque la prolifération des microorganismes et une diminution 

de la disponibilité de l’oxygène pour d’autres organismes vivants ainsi un déséquilibre de 

l’écosystème aquatique (KAPELLAKIS et al., 2006). 

Les margines possèdent aussi un impact sur les eaux de surfaces car les fortes 

concentrations en composés phénoliques sombres peuvent colorer les eaux naturelles (les 

ruisseaux et les rivières) (NIAOUNAKIS et HALVADAKIS, 2006). De plus, les lipides des 

margines forment un film imperméable à la surface de l’eau ce qui empêche le passage de 

l’oxygène et de la lumière et par conséquent limiter le développement des plantes 

(KAPELLAKIS et al., 2006). L’accumulation du phosphore provoque l’eutrophisation des 

eaux et favorise la multiplication de microorganismes pathogènes. Ainsi, l’épandage des 

margines très riches en éléments azotés, peut causer une pollution par les nitrates des nappes 

situées (dans /ou) à proximité de la zone d’épandage et souiller la qualité de l’eau potable 

(BEN YAHIA  et ZEIN, 2003). 

           3.3.2.3. Impact sur les plantes  

L’application des margines à des doses commodes pourrait être bénéfique pour les 

plantes du fait de la richesse de ces effluents en matières organiques et en éléments nutritifs 

(SAADI et al., 2007). De l’autre côté, l’application incontrôlée des margines pourrait inhiber 

la germination des graines, la croissance des plantes ainsi que la synthèse de chlorophylle 

(MEKKI et al., 2013).  

 

       3.3.3. Traitements des margines  

Le traitement des margines est l’un des plus importants problèmes environnementaux 

des pays méditerranéens à cause de leur DCO élevée ainsi que leur teneur élevée en  

composés phénoliques, qui les rendent difficiles à traiter (JEGUIRIM et al., 2012). 

Différents procédés de traitement ont été proposés, tels que les traitements aérobies et 

les traitements anaérobies. Cependant ces méthodes présentent plusieurs inconvénients qui 

rendent leur mise en œuvre très difficile et très couteuse (KAPELLAKIS et al., 2008).   

 Les processus thermiques sont les moyens principaux pour le traitement de grandes 

quantités de margines. Néanmoins, du fait que ces effluents contiennent des quantités 

élevées en eau, leur traitement thermique n’est pas économiquement viable bien que la 

combustion des margines concentrées avec du grignon d’olive a été étudiée (MIRANDA et 

al., 2008). 

Les différents procédés de traitement proposés peuvent être subdivisés en trois grands 

groupes,  utilisés seuls ou combinés. Ils sont représentés dans le tableau V. 
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Tableau V : Technologies de traitement  appliquées  sur les margines 

Type de traitement 

 

Procédé Principe. Références 

Traitements 

physiques 

Evaporation 

naturelle ou 

(lagunage). 

Autoépuration naturelle des margines dans des  bassins de profondeur 

(0,7 à 1, 5m) par des processus de fermentation aérobies et 

anaérobies. 

ROIG et al.(2006) 

Evaporation forcée 
Faciliter l’évaporation des margines grâce aux panneaux 

évaporateurs. 
El HAJJOUJI (2007) 

Concentration 

thermique 

Elévation du taux de matières sèches des margines à environ 70 %.  
RANALLI et al.(2003) 

Séchage 
Assuré par les fumées issues de la  combustion de noyaux broyés ou 

de grignons asséchés. 

 

CELMA et al.(2007) 

Incinération 
Evaporation  de la phase aqueuse des margines dans un four ; et la 

transformation du résidu solide en cendres. 
RANALLI et al.( 2003) 

Traitements 

physicochimiques 

Coagulation-

floculation 

Agglomération et décantation des particules en suspension des 

margines par l’injection  de  produits tensioactifs ou certains 

coagulants. 

ACHAK et al.(2008) 

VUPPALA et al.(2017) 

Electrocoagulation 

Elimination de certaines pollutions des margines par utilisation  des 

électrodes en fer ou en aluminium avec addition de H2O2 et de 

chlorure polyaluminium (PAC) comme un aide coagulant. 

KHOUFI et al.(2007) 

HANAFI et al.( 2010) 

Adsorption sur le 

charbon actif 

Eliminer  une grande proportion de la demande chimique résiduelle. GALIATSATOU  et al.(2002) 

ZIATI et al. (2017) 

Traitements 

biologiques 

Traitements 

anaérobies 

Transformation des substances organiques présentes dans les 

margines en méthane  par des bactéries anaérobies en limitant les  

dégagements de mauvaises odeurs. 

ARDA et al.(2010) 

KHOUFI et al.(2015) 

Traitements 

aérobies 

Dégradation de la matière organique des margines par les 

microorganismes  en présence d'oxygène en la transforment en CO2, 

H2O et en masse cellulaire. 

EL HAJJOUJI et al.(2007) 

MICHAILIDES et al.(2011) 
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      3.3.4. Valorisation des margines  

Les margines sont riches en éléments nutritifs minéraux et organiques. Ce critère a 

amené les chercheurs à mettre au point de nombreux procédés de leur valorisation aussi bien 

à l’échelle de laboratoire qu’à l’échelle industrielle (ABU KHAYER et al., 2013). Cette 

valorisation d’une part, a pour objectif d’éliminer les composés phénoliques et d’autre part, 

d’utiliser les margines dans les domaines de la biotechnologie, de la chimie, de l’agriculture 

et voire même du génie civil  (DE LA CASA  et al., 2009 ; El-ABBASSI et al., 2017). 

L’importance quantitative de ces effluents reflète la diversité des domaines de leur 

valorisation comme le montre la figure 4. L’utilisation des margines comme fertilisant pour 

les sols et les cultures est une pratique courante qui permet de résoudre partiellement le 

problème de leurs  élimination (ROIG et al., 2006). 

La valorisation agricole des margines par compostage a pour but essentiel de fixer les 

éléments fertilisants sur un substrat carboné au cours d'un processus aérobie, pour les restituer 

au sol en fonction des besoins des plantes (ROIG et al., 2006 ). 

Les margines peuvent servir aussi comme milieu favorable pour la production 

d’enzymes par des micro-organismes (AGUILERA et al., 2008),  

 Plusieurs techniques de traitement des margines par voie anaérobie peuvent être 

améliorées pour permettre la valorisation des sous-produits de traitement. Cependant, l’effet 

antioxydant des polyphénols reste le facteur limitant pour ces procédés de valorisation, ce qui 

nécessite une étape de prétraitement afin d’extraire les composés phénoliques (HAMDI, 1996 

; DE MARCO et al., 2007). Par ces procédés, les margines peuvent donc être revalorisées en 

eau d’irrigation (eau traitée), en bioénergie tels que la production de biométhane (BLIKA et 

al., 2009), de bioéthanol (SARRIS et al., 2014), de biohydrogène (EROGLU et al., 2009), et 

en alimentation de bétail (MOLINA ALCAIDE et NEFZAOUI , 1996). 

Certains d’entre eux sont très récents, il s'agit en particulier de la récupération des 

composés aromatiques et phénoliques, et des polysaccharides pour leur utilisation comme 

source de fibres alimentaires, ainsi que l’étude des propriétés biologiques de composés 

phénoliques tels que l’activité antibactérienne (OBIED et al., 2007), l’activité anti-oxydante 

de l’oleuropéine et l’hydroxytyrosol (LAFKA et al., 2011).Les champignons comestibles 

comme Pleurotus ostreatus et Lentinula edodes sont capables de se développer en utilisant les 

margines comme source de nutriments (LAKHTAR et al., 2010) 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0964830596000558
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0964830596000558
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Figure 7 : Différentes filières de valorisation des margines (cité par CHOUCHENE, 2010 ; DERMECHE et al., 2013 ; 

RODRIGUES et al., 2015 ; El-ABBASSI et al., 2017). 
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         3.3.4.1. Extraction de composés à haute valeur ajoutée 

         La récupération ou l’extraction des composés bioactifs, et spécialement les composés 

phénoliques à partir des margines reste un moyen de valorisation très prometteur du fait qu’il 

présente un double avantage. Premièrement, la récupération des composés phénoliques des 

margines constitue une dépollution de ces dernières par réduction et/ou élimination de leur 

toxicité et deuxièmement la valeur ajoutée de ces composés phénoliques réputés 

bioactifs justifiera et rendra probablement rentable tout investissement dans un tel procédé de 

traitement. Il est bien connu que les margines renferment un certain nombre d'antioxydants 

phénoliques naturels et en particulier les ortho-diphénols. Parmi ces produits naturels figurent 

l'acide caféique et plus particulièrement l'hydroxytyrosol (ALLOUCHE et al., 2004). Ces 

molécules anti-oxydantes interviennent dans la protection des corps gras insaturés contre 

l'auto-oxydation qui est responsable des phénomènes de rancissement (FKI et al., 2005). Les 

antioxydants ont donc un rôle conservateur en limitant l'altération des produits alimentaires.      

L'intérêt de ces antioxydants naturels est double : en plus de bénéficier du « label naturel » 

très apprécié par les consommateurs, ils constituent une alternative appropriée pour les 

additifs artificiels impliquant parfois des risques de cancérogenèse (CASTERA-ROSSIGNOL 

et BOSQUE ,1994). Durant les deux dernières décennies, plusieurs études ont été publiées 

concernant l’évaluation de la faisabilité technique et économique de la récupération des 

composés phénoliques à partir des margines (ROMERO et al., 2002 ;CASA et al., 2003 ; FKI 

et al., 2005 ; SCOMA et al., 2011). Les principaux systèmes proposés sont: l’extraction par 

solvants; la chromatographie sur résine; la concentration sélective par ultrafiltration 

(TURANO et al., 2002) et l’osmose inverse; l’extraction solide-liquide ou liquide-liquide et 

l’extraction par fluide supercritique (GONZALEZ-MUNOZ et al., 2003). BRIANTE et al. 

(2004) proposent un bioréacteur pour la production d’antioxydants hautement purifiés.   

D’autres systèmes, plus simples et plus économiques, pour la purification des antioxydants 

des margines ont été développés, mais sont tous sous protection par des brevets internationaux 

(FERNANDEZ-BOLANOS et al., 2006). Les polysaccharides solubles,  des matériaux 

pectiques et des fibres ont été aussi identifiés dans les margines. Ces molécules ont connues 

un grand intérêt ces dernières années et pourraient constituer une source potentielle d’agents 

de gélification pour l’industrie agroalimentaire (GALANAKIS et al., 2010a). GALANAKIS 

et al. (2010b) ont rapporté que les fibres de margines pourraient être utilisées comme additif 

alimentaire. En effet l’importance des fibres diététiques en nutrition a conduit au 

développement d’un marché potentiel pour les produits alimentaires enrichis en fibres 

(GALANAKIS, 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960852411011904#!
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IV. Les composés phénoliques  

4.1. Caractéristiques physicochimiques des composés phénoliques  

Les composés phénoliques (CP) appelés souvent les polyphénols (PP), sont des 

métabolites secondaires des végétaux. Ils constituent un des groupes le plus nombreux et 

largement distribué des substances dans le royaume des végétaux, avec plus de 8000 

structures phénoliques connues (HENNEBELLE et al., 2004). 

Il existe en réalité une extrême diversité de répartition de ces composés selon les 

espèces et en fonction des différents organes et tissus d’une plante (ROBARDS et al., 1999). 

L’élément structurel fondamental qui les caractérisent est la présence d’au moins un noyau 

aromatique auquel est directement lié au moins un groupe hydroxyle libre ou engagé 

(VISIOLI  et HAGEN, 2007).  

Selon BRUNETON (2001), une définition purement chimique semble être insuffisante, 

d’où la nécessité de faire intervenir un critère biosynthétique, pour mieux cerner les limites du 

groupe. Il propose «  dérivé non azoté dont le ou les cycles aromatiques sont principalement 

issus du métabolisme de l’acide shikimique  et/ou de celui d’un polyacétate. 

La voie du shikimate présente de nombreux points de branchement, constitués des 

métabolites intermédiaires de la voie principale pouvant conduire à la production d’autres 

composés (WILDERMUTH et al., 2001). Les profils d’expression des gènes de cette voie  

varient, d’un tissu à l’autre, au cours du développement et en réponse à des stimuli 

environnementaux. La production de composés phénoliques via l’induction simultanée des 

enzymes de la voie du shikimate et celles du métabolisme des phénylpropanoïdes constitue 

une réponse générale au stress (GÖRLACH et al., 1995). 

      Les composés phénoliques (acide phénoliques, flavonoïdes simples et 

proanthocyanidines) forment les groupes des composés phytochimiques les  plus importants 

des plantes (SARNI-MANCHADO et al., 2006). 

 

4.2. Structure et classification des composés phénoliques  

Compte tenu de la diversité, de la complexité des CP, RIBUREAU-GAYON(1968) a 

adapté un mode de présentation des polyphénols selon leur répartition  dans la nature en trois 

familles : famille des CP largement  répandue (acides phénoliques, flavonoïdes et 

anthocyanes),  famille peu répandue (Composés en C6, C6-C1, C6-C2, C6-C3 , C6-C1-C6, 

C6-C2-C6, benzoquinones, naphtoquinones et antraquinones, biflavonyles, β-cyanine et 

bétaxanthine) et enfin, famille des CP présents dans la nature sous forme de polymères 

(lignines et tanins) (Tableau VI). 

Selon HARBORNE (1989) et MACHEIX et al(2005), les composés phénoliques 

peuvent être regroupés en de nombreuses classes qui se différencient d’abord par la 

complexité de leur squelette de base allant de simple C6 à des formes très polymérisées),  

ensuite par leur degré de modification de ce squelette (degré d’oxydation , d’hydroxylation de 

méthylation …), enfin par les liaisons possibles de ces molécules de base avec d’autre 

molécules (glucides, lipides, protéines, autres métabolites secondaires pouvant être ou non des 

composés phénoliques. Il est par ailleurs toujours difficile d’utiliser une nomenclature simple 

et homogène pour désigner  les différents composés phénoliques (SARNI-MANCHADO et 

al., 2006). 
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Tableau VI: Les principales classes de composés phénoliques d’après HARBORNE 

(1989); MACHEIX (2005). 
 

Squelette 

carboné 
Classe Exemple  Origine  

C6 

C6-C1 

 

C6-C3 

 

 

C6-C4 

C6-C2-C6 
C6-C3-C6 

 

 

 

 

 

 

(C6-C3)2 

(C6-C3)n 

(C15)n 

Phénols simples 

Acides hydroybenzoïques 

 

Acides hydroxycinnamiques 

Coumarines 

 

Naphtoquinones 

Stilbènes 
Flavonoïdes 

 Flavonols 

 Anthocyanes 

 Flavanols 

 Flavanones 

Isoflavonoïdes 

 

Lignanes 

Lignines 

Tannins 

Catéchol 

p-Hydroxybenzoïque, acide 

gallique 

Acide caféique, férulique 

Scopolétine, esculétine 

 

Juglone 

Resvératrol 
 

Kaempférol, quercétine 

Cyanidine, pélargonidine 

Catéchine, épicatéchine 

Naringénine 

Daidzéine 

 

Pinorésinol 

 

Pomme de terre, pomme 

Epices, fraise 

 

Pomme de terre, pomme 

Citrus 

 

Noix 

Vigne 
 

Fruit, légumes, fleurs 

Fleurs, fruits rouges  

Pomme, raisin  

Citrus 

Soja, pois 

 

Pin 

Bois, noyau des fruits 

Raisin rouge, kaki 

 

 

4.3. Les grandes lignes de la biosynthèse des polyphénols  

Les deux voies d’aromagenèse qui permettent au végétal de construire le noyau 

aromatique sont d’après BRUNETON (1999), la voie de l’acide shikimique et la voie acétate : 

 La voie du shikimate est présente uniquement chez les bactéries, les champignons et les 

plantes. Les animaux ne possèdent pas cette voie métabolique, ceci ayant pour 

conséquence que les acides aminés aromatiques doivent faire partie intégrante de leur 

alimentation (HERRMANN et WEAVER, 1999). La voie du shikimate est une voie multi-

branches qui peut être divisée en trois parties. La voie qui part de phosphoénol pyruvate 

(PEP) et erythrose-4-phosphate (E4P) pour arriver au chorismate est appelée voie 

préchorismate, celle-ci  est à l’origine de la synthèse de l’acide quinique et de l’acide 

gallique, via l’isochorismate, ce métabolisme conduit également à  l’acide salicyliquedont 

l’implication dans les réponses de défense en tant que molécule signal a été démontrée 

(WILDERMUTH et al, 2001 ;   LIM et al, 2002) (figure 8). Puis  la voie du shikimate se 

sépare en deux branches : l’une conduit à la phénylalanine et la tyrosine et l’autre au 

tryptophane (SCHMID et  AMRHEIN, 1995) ; 

 La  voie d’acétate qui conduit par cyclisation d’un polyacétate aux chromones et autres 

quinones ; la participation simultanée de ces deux précurseurs conduit  par sa part aux 

stilbènes, flavonoïdes, anthocyanosides et autres proanthocyanidols. 

 

Ainsi, à côté de son rôle majeur dans le métabolisme primaire, la voie du shikimate 

constitue un lien essentiel avec le métabolisme secondaire (SAKIHAMA et al., 2002). En 

plus de la phénylalanine, tous les intermédiaires de la voie peuvent être considérés comme des 

points de branchements vers d’autres voies métaboliques (SCHMID et AMRHEIN, 1995). 

Cette voie conduit aux acides cinnamiques et leurs dérivés, acides benzoïques, lignanes, 

lignines et les coumarines.  
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Figure 8: Les grandes lignes de la biosynthèse des principaux groupes de composées 

phénoliques (SARNI-MANCHADO et al., 2006). 

 

PAL : phénylalanine ammonialyase ; TAL : tyrosine ammonialyase ; CCR : cinnamate CoA 

réductase ; CAD : cinnamyl alcool déshydrogénase ; CHS : chalcone synthase ; CHI : 

chalcone flavone isomérase ; PPO : polyphénoloxydases ; POD : peroxydase ; Lacc : 

laccases. 
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4.4. Intérêt biologique des composés phénoliques  

           L’intérêt biologique des polyphénols a pris de l'ampleur depuis que certaines de ces 

substances se voient attribuer un certain nombre d'activités bénéfiques que ce soit pour les 

plantes (sources de ces polyphénols) que pour l'Homme (consommateur de ces polyphénols). 

   4.4.1. Importance des polyphénols dans les plantes 

         Les polyphénols sont importants pour la physiologie de la plante, ils  sont impliqués 

dans des fonctions diverses telles que la fertilité, la pigmentation, la lignification, la protection 

contre des agents biotiques ou abiotiques, ou encore la signalisation (WEISSHAAR et 

JENKINS, 1998).  Des travaux plus anciens (NITSCH et NITSCH, 1961 ; ALIBERT et al, 

1977) ont montré que les polyphénols sont associer à de nombreux processus physiologiques : 

croissance cellulaire, différenciation, organogénèse, dormance des bourgeons, floraison et 

tubérisation. L’intervention des composés phénoliques dans de nombreux autres domaines  de 

la physiologie de la plante  a également été suggérée. En fait ces composés peuvent être 

facilement oxydés, quelquefois de manière réversible et ils participent à ce titre à l’équilibre 

redox des cellules (SARNI-MANCHADO et al., 2006). Pour cette raison les polyphénols sont 

considérés comme des marqueurs chimiotaxonomiques et quelques-uns sont caractéristiques 

de certaines espèces ou variétés  (ABAD GARCIA et al., 2007).  L’intervention des composés 

phénoliques dans les interactions entre plantes et microorganismes est également un autre 

domaine où les connaissances ont progressé de manière spectaculaire. Il a été classiquement 

montré que beaucoup de phénols ou quinones qui en dérivent par oxydation sont des 

inhibiteurs du développement de certains microorganismes saprophytes (dans les litières 

végétales) ou parasites, champignons ou bactéries (SARNI-MANCHADO et al., 2006). 

 

     4.2.2. Importance nutritionnelle et propriétés thérapeutique des polyphénols 

         Ingérés par l'Homme, les polyphénols sont absorbés à travers la barrière intestinale et 

parviennent au niveau des tissus cibles où ils peuvent exercer des effets protecteurs. 

L’ingestion de ces composés dans la ration journalière est alors un facteur nutritionnel 

considéré comme positif par les nutritionnistes et bénéfique à la santé, selon les habitudes 

alimentaire, nous pouvons en ingérer jusqu'à 1 g par jour (LANDETE, 2013). Cela est 

particulièrement vrai dans les régimes dits « méditerranéens» où la consommation de fruits, 

de légumes et d’huile d’olive est importante (MACHEIX et al, 2005; BALASUNDRAM et 

al, 2006 ; PFAENDTNER et BROADBELT, 2008). 

La découverte du rôle des radicaux libres dans divers processus pathologiques  a relancé 

l’intérêt des qu’avaient les chercheurs envers  les polyphénols dont les propriétés anti-

oxydantes sont remarquables. C'est ainsi que les bienfaits des polyphénols semblent être 

étroitement liés à leur exceptionnelle capacité à piéger et à neutraliser les radicaux libres. 

Générés par le stress oxydant ces espèces sont extrêmement réactives et fortement néfastes 

pour l'organisme induisant ainsi des effets délétères sur les tissus et une augmentation du 

risque de cancers, des maladies cardio-vasculaires, le diabète,  d'ostéoporose, maladies et 

maladies inflammatoires (ICHIISHI  et al., 2016). La consommation des polyphénols 

contenus dans les aliments contribue à limiter ce stress oxydant et probablement à réduire les 

risques de développer ces pathologies (MAO et al., 2017). 

Les effets bénéfiques des polyphénols vis-à-vis de l'organisme vont au-delà de leurs 

propriétés anti-oxydantes, comme le signalent un grand nombre de travaux aussi bien in vitro 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ichiishi%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27833701
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qu’in vivo. Les polyphénols inhiberaient notamment l'agrégation plaquettaire, réduisant ainsi 

les risques de thrombose et diminueraient la perméabilité des vaisseaux ouvrant ainsi la voie à 

la prévention des maladies cardio-vasculaires (PETRONI et al., 1995). Par ailleurs, les 

polyphénols joueraient un rôle clé dans la protection cancéreuse en stimulant les enzymes de 

détoxification et en inhibant la division des cellules malignes (VISIOLI et al., 1998). De plus, 

il a été établi que les polyphénols pourraient prévenir les maladies neuro-dégénératives tels 

que la maladie de parkinson et d'alzheimer (SHAHPIRI et al., 2016). 

        Les effets hypoglycémiants des polyphénols ont été largement discutés dans la 

littérature (BAHADORAN et al., 2013 ; CARVALHOA et al., 2016). Depuis quelques 

années, les connaissances sur la modulation de l’absorption intestinale et la réabsorption 

rénale du glucose s’intensifient. Les deux processus sont réalisés par des transporteurs de 

glucose dépendants du Na+ (SGLTs). Le SGLT-1 et le SGLT-2 représentent des cibles 

potentielles dans le développement des médicaments pour normaliser la glycémie chez les 

patients diabétiques (ASANO, 2004). Le composé le plus étudié à l’heure actuelle est la 

phloridzine (EHRENKRANZ, 2005), un flavonoïde glucoside extrait des pommes. En 1922, il 

a été montré pour la première fois que le transport intestinal du glucose au niveau de  l'intestin 

grêle du lapin est diminué suite à une exposition a la phloridzine (NAKAZAWA, 1922) et en 

1967, ALVARADO démontre que cette diminution est due à une inhibition compétitive du 

transport du glucose dépendent du sodium à travers la membrane en brosse des enthérocytes. 

Selon BAHADORAN et al.(2013) les effets des polyphénols sont principalement attribués à 

la réduction de l'absorption intestinale des glucides alimentaires, la modulation des enzymes 

impliquées dans le métabolisme du glucose, l'amélioration de la fonction des cellules ß et 

l'action de l'insuline, la stimulation de la sécrétion d'insuline et les propriétés anti-oxydantes et 

anti-inflammatoires de ces composés. La figure 9 résume les différents modes d’action des 

polyphénols sur la régulation du taux du glucose sanguin dans le cas du diabète. 
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Figure 9: Effets bénéfiques des polyphénols sur la régulation de la glycémie dans le cas 

du diabète (BAHADORAN et al., 2013). 

 

 

Les polyphénols sont promus à un avenir thérapeutique envers toutes les pathologies 

engendrées par les radicaux libres (tableau VIII). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Partie I                                                                                              Synthèse bibliographique  

  

28 
 

Tableau VII : Activités biologiques des composés phénoliques 

Phénols activités Auteurs 

 

Acides phénoliques 

(cinnamiques et 

benzoïques) 

 

 

 

Antibactériens 

Antifongiques 

antioxydants 

DIDRY et al.(1982) ; 

HAYASE et KATO (1984) ; 

MACHEIX et al. (2005) ; 

GESSNER et al. (2017) 

SHAO et al.(2018) 

Coumarines 

Vasoprotectrices  

Antiœdémateuses 

Antitumorales 

Anticarcinogène  

anti-inflammatoires 

 

 

MABRY et ULUBELEN (1980) ; 

MATOS et al. (2015). 

 

Flavonoïdes 

Antitumorales 

Anticarcinogène  

anti-inflammatoires 

hypotenseurs et diurétiques 

antioxydants 

 

STAVRIC et MATULA (1992) ; 

KRAVCHENKO et al.(2003) ; 

STIPCEVIC et al.(2006) ; 

DJERIDANE et al.(2007) ; 

ZEGGWAGH et al.(2014) ; 

GUENDOUZE-BOUCHEFA et al. 

(2015). 

Anthocyanes 

Protection des veines et 

capillaire 

Antitumorales 

Anticarcinogène  

anti-inflammatoires 

antioxydants 

LI et al. (2015) ; 

RIAZ et al. (2015) ; 

SHAO et al. (2018). 

Proanthociyanidines 

Effet stabilisant sur le 

collagène. 

Antitumorales 

Antifongiques 

Antioxydants 

Anti-inflammatoire 

MASQUELIER et al.(1979);  

BROWNLEE et al. (1992) ; 

BAHORUN et al. (1996) ; 

COS et al. (2004) ; 

PINENT et al.(2016) ; 

SHAO et al.(2018). 

Tannins galliques 

(hydrolysable) et 

catéchiques 

(condensés)  

Antioxydants  

Antibactérienne  

OKUDA et al.(1983) ; 

OKAMURA et al.(1993) ; 

N’TCHA et al.(2017). 

 

 

 

4.5. Mécanismes d’absorption des polyphénols chez l’Homme 

Les  effets  des  polyphénols  sur  la  santé  sont   indissociables   de  la  notion de 

biodisponibilité, qui intègre un grand nombre de paramètres comme: l’absorption intestinale, 

l’excrétion des métabolites dans la lumière intestinale, le métabolisme par la microflore, le 

métabolisme intestinal et hépatique, les propriétés des métabolites circulants (structures, 

cinétiques d’apparition et d’élimination, liaison à la sérum albumine et autres protéines du 

plasma), la captation cellulaire, le métabolisme dans les tissus cibles, la sécrétion biliaire et 

l’excrétion urinaire ( D’ARCHIVIO et al., 2010). 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2221169115300642#!
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Il est important de rappeler qu’il est extrêmement rare de trouver des polyphénols sous 

forme non glycosylée ou non estérifiée dans les aliments. Ils sont par ailleurs glycosylés par 

différents sucres ou estérifiées et peuvent aussi être présents sous forme de polymères. Cette 

grande variabilité dans la nature des formes alimentaires de polyphénols s’accompagne d’une 

grande variabilité des mécanismes et des sites de leur absorption. En effet, si les polyphénols 

non glycosylés ni estérifiés, qui sont présents surtout dans les suppléments, peuvent être 

absorbés directement par l'intestin grêle, ce n’est pas le cas des formes glycosylées ou 

estérifiées qui doivent être hydrolysées par des enzymes sécrétées par l’intestin, ou par le 

microbiote avant d’être absorbées (GONTHIER et al., 2003 ; BOREL, 2014).  

        Le principal lieu d’absorption des CP est l’intestin grêle, mais ceux-ci peuvent également 

être absorbés au niveau de l’estomac et du côlon (HOLLMAN et al., 2011). Suite à leur 

ingestion, certains polyphénols (forme libres ou aglycone) vont être absorbés dans l’intestin 

grêle. Les polyphénols non absorbés par l’intestin grêle atteignent le colon et vont subir des 

modifications structurales médiées par la flore microbienne : hydrolyse des glycosides et 

dégradation de l’aglycone en acides phénols simples. Cette étape pourrait être décisive pour 

l’action biologique des polyphénols car elle produirait certains métabolites actifs. Avant leur 

passage dans la circulation systémique, les polyphénols qui sont maintenant sous forme 

d’aglycones vont encore voir leur structure modifiée par les processus de conjugaisons qui 

prennent place à la fois dans l’intestin grêle mais aussi et surtout dans le foie (figure 10). 

 

Figure 10 : Schéma général de la biodisponibilité des polyphénols alimentaires chez 

l’homme (D’ARCHIVIO et al., 2010). 

 

    4.5.1. L’absorption intestinale des polyphénols 

Les polyphénols sont métabolisés dans les entérocytes sous l’action d’enzymes de 

conjugaison (glucuronidation, sulfatation et méthylation) (MANACH et al., 2004). Il s’agit 

d’un métabolisme de détoxication commun à beaucoup de xénobiotiques, qui a pour but de 
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limiter leurs éventuels effets toxiques et de faciliter leur élimination en diminuant leur 

hydrophobicité. L’importance relative des trois types de conjugaison est variable selon la 

nature du polyphénol, la dose ingérée et le tissu. Les polyphénols conjugués produits dans la 

muqueuse intestinale peuvent être ré-excrétés dans la lumière intestinale (CRESPY et al., 

2003). Selon l’importance de ce processus, très variable en fonction des molécules, 

l’absorption nette peut être fortement réduite (CRESPY et al., 2003). Compte tenu de leur 

diversité de structure, il ne semble pas exister une voie unique d’absorption des polyphénols, 

mais plusieurs mécanismes impliquant des processus de transports actifs et/ou passifs. Ainsi, 

l’implication du transporteur de l’acide monocarboxylique a été mise en évidence dans le 

transport des acides phénoliques et de l’épicatéchine gallate de la lumière intestinale vers les 

entérocytes. L’internalisation des glucosides de flavonoïdes dans l’entérocyte pourrait mettre 

en jeu des transporteurs du glucose dépendant du sodium (SGLT-1) situés sur la bordure en 

brosse (figure 11). Au sein de l’entérocyte, ces glucosides seraient alors hydrolysés par des 

glucosidases cytosoliques comme la β- glucosidase. D’autres systèmes de transports, comme 

la glycoprotéine-P (P-Gp) et le transporteur des anions organiques (OAT), semblent 

également intervenir dans l’efflux des polyphénols conjugués vers la lumière intestinale. Le 

rôle de la large famille des protéines de résistance aux drogues (MRP ou Multi drug 

Resistance-associated  Proteins) dans l’export des métabolites conjugués des polyphénols de 

l’entérocyte vers le sang a également été montré. L’intervention de la protéine BCRP1 

(Breast Cancer Resistant Protein 1) dans la ré-excrétion des glucuronides de quercétine vers 

la lumière intestinale a aussi été rapportée. 

 
 

Figure 11 : Absorption des polyphénols ingérés sous forme de glucosides et d’aglycones 

(PAQUETTE, 2015). 

Glucoside : polyphénol lié à un glucide simple (glucose), Aglycone : Composé non 

glucidique formé au cours de l’hydrolyse du glucoside, SGLT-1 : Transporteur du glucose 

dépendant du sodium. 
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4.6. Modes d’action des composés phénoliques  

Ces dernières années une importance particulière a été accordée aux propriétés anti 

oxydantes des CP,  en effet  l’homme n’est pas capable d’assurer la biosynthèse de la plupart 

des antioxydants, en particulier ceux de nature phénolique à forte activité anti-oxydante.  

En règle générale, les mécanismes d’action d’un antioxydant peuvent comprendre : 

 Le piégeage direct des ERO (espèces  oxygénées réactives) ou l’effet 

« scanvenger » ; 

 La protection des systèmes de défense antioxydants (en majorité des systèmes 

enzymatiques) ; 

 L’inhibition ou activation d’enzymes et la chélation des traces métalliques 

responsables de la production d’ERO (HALLIWELL, 1994). 

Les espèces réactives de l'oxygène (Reactive Oxygen Species ou ROS) endogènes ou 

exogènes sont une des causes potentielles de diverses maladies humaines. Leurs 

concentrations intracellulaires sont généralement régulées par les systèmes de défense 

antioxydants des cellules. Toutefois, la production de grandes quantités d’ERO peut déborder 

les systèmes de défense antioxydant intracellulaires et provoquer l'activation des neutrophiles, 

la peroxydation des lipides, la modification des protéines, ou même des altérations au niveau 

de l’ADN. Les polyphénols peuvent agir comme un tampon et capter les électrons des 

ERO, les rendant moins actives (COTELLE et al., 2001). En outre, certains composés 

phénoliques peuvent agir comme des chélateurs de métaux (ex. le fer) qui peuvent être 

impliqués dans la formation de radicaux libres (NIJVELDT et al., 2001). Les polyphénols 

peuvent aussi interférer avec les systèmes cellulaires de désintoxication tels que le superoxyde 

dismutase, les catalases, peroxydases ou le glutathion (KRINSKY, 1992). Les composés 

phénoliques peuvent inhiber ainsi les enzymes génératrices des ERO comme la xanthine 

oxydase et le nicotinamide adénine dinucléotide phosphate oxydase (KRINSKY, 1992). 

 4.6.1. Relation structure-activité anti-oxydante  

          L'activité anti-oxydante d’un CP est liée à la structure chimique de sa molécule 

(nombre et position des groupements hydroxyles dans la molécule, rattachement d'un ou 

plusieurs glucides aux groupements hydroxyles dans la molécule, forme tridimensionnelle de 

la molécule). En effet la structure des CP est la clef déterminante de leurs activités. Dans le 

cas des acides phénoliques, l’activité anti-oxydante dépend du nombre et la position des 

groupements  hydroxyles présents dans leur structure (ROBARDS et al.,1999 ; RICES-

EVANS, 2001). En effet l’activité anti-oxydante augmente avec l’augmentation du degré 

d’hydroxylation c’est le cas de l’acide gallique tri hydroxylé qui a démontré une remarquable 

activité anti-oxydante  alors que la substitution des groupement hydroxyles en position 3 et 5 

de l’acide syringique par des groupements méthoxyles réduit son activité (BALASUNDRAM 

et al., 2006). Des recherches ont démontré que  les substituants  en position  ortho- et para- 

sont plus stables que ceux en position méta- (BALASUNDRAM et al., 2006). BENDINI etal. 

(2007) ont démontré que les ortho diphénols assurent une activité anti-oxydante la plus 

significative. 

Les acides hydroxycinnamiques montrent une activité anti-oxydante plus élevée que les 

acides  hydroxybenzoїques (ANDREASEN et al., 2001). Cette activité est peut être due au 

groupement CH=CH-COOH qui cède plus facilement l’hydrogène que le groupe carboxylique 

des acides hydrobenzoїques (RICE-EVANS et al., 1996).  
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Pour les flavonoïdes la relation structure- activité est beaucoup plus complexe et ceci est 

en relation directe avec la complexité de leur structure. La disposition des structures  et la 

nature des substitutions sur le cycle B et C déterminent  l’activité anti-oxydante de ces 

derniers (BALASUNDRAM et al., 2006). De nombreuses études ont établi des relations entre 

les structures chimiques et leur pouvoir piégeur (scavenger) des radicaux libres (RICE-

EVANS et al, 1996 ; COTELLE, 1996 ; COS, 1998 ; SEYOUM et al, 2006; BENDARYR et 

al. 2013). Ces travaux ont pu conclure que les composées les plus actifs sont ceux qui 

combinent les critères suivants :  

 La structure ortho-dihydroxy  du  cycle B (groupement catéchol) qui confère la stabilité au 

radical flavonoxy et participe à la délocalisation des électrons (la substitution de ces 

groupements hydroxyles sur le cycle B par des groupements méthoxyles altère le potentiel 

redox et donc la capacité radical scavenger des flavonoïdes) (BALASUNDRAM et al., 

2006) ; 

 la double liaison entre C2 et C3 conjugués à la fonction 4-oxo sur le cycle C augmente la 

capacité radical scavenger des flavonoïdes (BALASUNDRAM et al., 2006) ; 

 la présence du groupement 3-OH combiné à une double liaison entre C2 et C3 augmente 

également la capacité radical scavenger des flavonoïdes (la substitution du groupement 3-

OH conduit à l’augmentation de l’angle de torsion et une perte de la coplanarité 

conduisant ainsi à la réduction de l’activité anti-oxydante (BALASUNDRAM et al., 

2006). 

 

 4.7. Les composés phénoliques de l’huile d’olive, grignon et des margines en particulier  

   4.7.1. L’huile d’olive  

           Les phénols de l’huile d’olive constituent comme dans le fruit un mélange complexe, 

certaines différences dans la composition chimique entre les deux sont attribuées aux séries 

d’altération chimiques  et enzymatiques de quelques phénols durant l’extraction de l’huile. 

Ces modifications incluent l’hydrolyse des glucosides par les glucosidases,  l’oxydation des 

CP par les phénols oxydases et la polymérisation des phénols libres (BENDINI et al., 2007). 

Ainsi l’huile contient les formes aglyconiques des phénols, qui sont plus liposolubles 

(VISIOLI et GALLI, 2002).Les phénols hydrophiles sont les plus abondants des antioxydants 

de l’huile d’olive vierge (SERVILI et MONTEDORO, 2002). S’étendant sur une centaine de 

CP, ils sont répartis en plusieurs classes, on retrouve  les acides phénoliques (gallique, 

protocatechuique, p-hydroxybenzoique, vanillique, caféique, syringique, p-coumarique, 

ferulique et cinnamique), les flavonoïdes, les  phényle éthyle alcool (tyrosol (p-HPEA) et 

hydroxytyrosol (3,4-DHPEA)), les sercoïridoïdes aglycone et leurs dérivés dont  l’oleuropéine 

(3,4-DHPEA-EA), le pinorésinol et le 1-acétoxypinorésinol sont deux lignanes identifiés pour 

la première fois dans l’huile lors de l’étude de BRENES et al. (2000). Les secoiridoïdes et 

lignanes en sont les plus concentrés dans l’huile (SERVILI et al., 2004). Leurs   structures 

sont consignées dans les figures 6 et 8 (BENDINI et al, 2007 ; SERVILI et al, 2009).  

4.7.2. Les grignons 

Une petite partie de la fraction phénolique est retenue dans ce sous-produit. Certains 

acides phénoliques sont identifiés, notamment les acides galliques, protocatéchiques, p-

hydroxybenzoïques, vanilliques, caféiques et féruliques (ÜNAL, 1994). 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0570178313000249#!
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        Il est à noter que les noyaux ne contiennent que de faibles concentrations en oleuropéine,  

ils sont dépourvus de flavonoïdes. Le (+)-1-pinorésinol est le prédominant  lignane dans le 

noyau (SERVILI et al., 2007) et le nüzhenide est le  principal CP caractérisé par HPLC 

couplé à la  spectroscopie de masse en utilisant  la technique dite d’ionisation electrospray 

(SILVA et al., 2010). 

   4.7.3. Les margines  

      Les margines ou eaux de végétation présentent une quantité appréciable de polyphenols 

totaux (5,5 à 12 g.L-1 de margines) (BEN SASSI et al., 2006). L’hydroxytyrosol, est le plus 

abondant des monomères phénoliques retrouvé dans les margines (FKI et al, 2005 ; DE 

MARCO et al, 2007 ; AMARAL et al, 2008). Dans la littérature la composition phénolique 

des margines varie en fonction de plusieurs paramètres (procédé de trituration, variété 

d’olives, l’âge des margines), du procédé d’extraction et des techniques d’analyses qualitative 

et quantitative des monomères phénoliques (HAMDI 1996; FKI et al., 2005 ; DE MARCO et 

al., 2007). Plus de 20 CP ont été identifiés. Dans plusieurs travaux les profils 

chromatographiques des extraits phénoliques des margine établies par HPLC ont démontré la 

présence: des acides phénoliques  (vanillique, gallique, caféique, p-coumarique, férulique), 

des alcools phényles (tyrosol, hydroxytyrosol), les dérivés de secoiridoïdes (la forme 

dialdéhydique de décarboxyméthyloleuropéine aglycone, ligstroside, verbascoside) et les 

flavonoïdes (luteoline, luteoline -7-glucoside) (FKI et al., 2005 ;  DE MARCO et al., 2007 ;  

AIT BADDI et al., 2009). La figure 12 représente les structures des principaux composés 

phénoliques retrouvés dans les margines d’olives. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Partie I                                                                                              Synthèse bibliographique  

  

34 
 

  
R = H : Acide 4-hydroxyphenyl acétique 

R = OH : Acide 3,4-dihydroxyphenyl acétique 
R1 = H, -R2 = H: Acide cinnamique 

R1 = OH, -R2 = H : Acide p-coumarique 

R1 =OH, -R2 = OH : Acide caféique 
R1 = OH, -R2 = OCH3 : Acide férulique 

  
R1 = OH, -R2 =H, -R3 = H :Tyrosol 

R1 = OH, -R2 =OH, -R3 = H :Hydroxytyrosol 

R1 = OH, -R2 =OH, -R3 = OH : 3,4- 
dihydroxyphenylglycol 

R1 = OH, -R2 =H : 4-acide hydroxybenzoique 

R1 = OH, -R2 =OH :acide protocatechuique 

R1 =OH -R2 = OCH3: acide vanillique 

 

 

 
Oleuropéine 

Figure 12 : Structures des principaux composés phénoliques retrouvés dans les margines 

d’olives. Glc: Glucose  (DERMECHE et al., 2013). 

 

        4.8. Les activités biologiques des margines et des composés phénoliques des 

margines en particulier 

Beaucoup de  chercheurs se sont intéressés aux propriétés biologiques des margines, 

notamment l’activité  anti-oxydante des composés phénoliques de ces derniers (CAYUELA et 

al., 2008 ; REDRIGEZ et al., 2009 ; KALOGERAKIS et al., 2013 ; ARAÚJO et al., 2015). 

Les composés qui partagent une structure orthodiphénolique (catécholique) possèdent une 

activité anti-oxydante. Dans les margines, plusieurs constituants phénoliques possèdent cette 

structure, à savoir l’hydroxytyrosol et l’oleuropéine qui sont parmi les constituants 

phénoliques majeurs des margines et de l’huile d’olive (TUCK et HAYBALL, 2002). Une 

évaluation in vitro des activités anti-oxydantes de ces constituants phénoliques séparés a été 
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réalisée dans de nombreux travaux. Le tableau ci-après (Tableau IX) résume les principales 

activités biologiques des quatre composés phénoliques majeurs des margines 

 

Tableau VIII: Les principales activités biologiques des composés phénoliques des 

margines 

Composés phénolique Activités Auteurs 

 

Hydroxytyrosol 

 

 

Antioxydants 

 

 

MANNA et al .(1999) 

VISIOLI et al .(2001) 

CASALINO et al. (2002) 

HAMDEN et al. (2009) 

ZRELLI et al .(2011) 

GERASOPOULOS et al.(2015) 

BEDOUHENE et al .(2017) 

Cardioprotectif et anti-

Athérogénique 

VISIOLI et al .(1997) 

VISIOLI et al.(2002) 

LEGER et al. (2000) 

Chemopréventif 

(cancer) 

DEIANA et al.(1999) 

DELLA- RAGIONE et al .(2000) 

FABIANI et al. (2002) 

BASSANI et al .(2016) 

Antimicrobien et 

Antifongique 

OBIED et al. (2007) 

YANGUI et al. (2010) 

ESMAIL et al. (2015) 

EL-ABBASSI  et al. (2017) 

Anti-inflammatoire RICHARD et al. (2011) 

Oleuropéine 

antioxydant 
AMRO et al.(2002) 

BEDOUHENE et al. (2017) 

Cardioprotectif et anti-

Athérogénique 
VISIOLI et al. (1998) 

hypoglycémiant TROVATO et al.(1993) 

Anti-hypertensif DURATE et al.(1993) 

Anti-microbien et antivirale AZIZ et al.(1998) 

Anti-inflammatoire 
LEE- HUANG et al. (2003) 

BEDOUHENE et al. (2017) 

Régulation des enzymes POLZONETTI et al.(2004) 

Oleuropéine aglycone 
antioxydant 

Antimicrobien 

AMIOT et al.(1989) 

BRIANTE et al. (2001) 

Tyrosol 

Antioxydant 

Anti-inflammatoire 

Cardioprotectif et               

Anti-athérogénique 

 

BRIANTE et al.(2001) 
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V. La contamination fongique des matrices alimentaires 

5.1. Mycotoxines et moisissures dans les matrices alimentaires 

       Les mycotoxines, produits du métabolisme secondaire des champignons filamenteux, 

sont potentiellement présentes dans toutes les denrées alimentaires susceptibles d’être des 

supports de la croissance de champignons toxinogènes. Le maïs est l’une des denrées les plus 

prédisposées à la contamination par les mycotoxines (OLDENBURG et al., 2017).Les 

groupes de mycotoxines qui se retrouvent le plus souvent dans les produits agricoles sont les 

aflatoxines, les ochratoxines, les trichotécènes, la zéaralénone et les fumonisines (KUMAR et 

al, 2008). Les champignons responsables de la contamination pendant le stockage des denrées 

sont en général des organismes saprophytes dont la croissance peut être évitée par 

modification de leur environnement hydrique : de nombreuses techniques de séchage et de 

stockage permettant de limiter le développement des champignons dans les récoltes 

(MURPHY et al, 2006). En revanche, la contamination au champ des produits récoltés dépend 

de l’association des champignons avec les plantes et repose donc sur une relation écologique 

symbiotique, commensale ou parasitique (PITT, 2006). Les champignons producteurs de 

mycotoxines les plus courants appartiennent aux genres Aspergillus, Penicillium et Fusarium 

(KABAK et al, 2006). Le genre Fusarium inclut un nombre important d’espèces pathogènes 

responsables de maladies destructives notamment chez les céréales. Quant aux champignons 

des genres Aspergillus et Penicillium, sont le plus souvent associés aux récoltes stockées, 

certaines de ces espèces peuvent aussi être pathogènes ou commensaux dans les plantes 

cultivées (PITT et al., 2000 ; MURPHY et al., 2006). Les principaux agents fongiques 

responsables de la production de mycotoxines dans les denrées agricoles dans le monde sont 

représentés dans le tableau X. 

 

Tableau IX : Les principaux agents fongiques responsable de la production de 

mycotoxines dans les denrées agricoles dans le monde (MURPHY et al., 2006). 

Mycotoxines Principaux agents 

responsables 

Denrées alimentaires 

Céréales 

à paille 

Maïs Coton Arachide Fruits à 

coque 

Trichothécènes 

et Zéaralénone 

Fusarium graminearum X X    

Fusarium culmorum X X    

Fumonisines Fusarium verticillioides  X    

Fusarium proliferatum  X    

Aflatoxines Aspergillus flavus X X X X X 

Aspergillus parasiticus X   X  

 

       Au champ, la contamination par les mycotoxines est consécutive à l’infection des plantes 

par les agents pathogènes. Il est cependant reconnu qu’il n’existe pas de relations stables entre 

niveaux de symptômes sur les organes atteints et niveaux de contamination par les toxines. 

Deux éléments expliquent ce constat. Le premier est la variabilité génétique (inter et intra-

spécifique) des agents pathogènes : un niveau de symptôme donné peut être provoqué par des 

espèces ou souches ayant des capacités de production des mycotoxines très différentes (XU et 

al, 2008). Le second correspond au fait que la production de toxines est liée à un processus 
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métabolique à multiples fonctions, dont l’existence n’est pas vitale pour l’agent pathogène, et 

dont l’activation répond à des caractéristiques de son environnement (incluant l’interaction 

avec la plante hôte) (CARY et CALVO, 2008). L’infection comme la production des toxines 

dépendent de deux grands types de déterminants agissant en interaction : les caractéristiques 

climatiques, d’une part, et les pratiques agricoles, d’autre part (CHAMPEIL et al, 2004). 

Du fait de leur production et concentration dans les produits alimentaires, les 

mycotoxines ne constituent pas une classe chimique, mais peuvent se classer selon leur voie 

de biosynthèse en trois grands groupes d’après TURNER (1971) : 

 les composés dérivés des acides aminés : l’alcaloïde de l’ergot (ergotamine), la 

requefortine, l’acide cyclopiazonique...etc. 

 les composés dérivés des terpènes : la toxine T2, fusarénone, 

diacétoxyscirpénol…etc. 

 les composés dérivés des polcétoacides (polyactétates) :les ochratoxines, les 

aflatoxines, la zéaralénone, les fumonisines, la citrinine, la patuline… etc. 

 

   Leur structure chimique est très diversifiée, ce qui explique leurs effets biologiques 

différents : cancérigène, mutagène, tératogène, œstrogénique, neurotoxique et 

immunosuppressif (AFSSA, 2009). 

 

5.2.  Facteurs influençant la production des mycotoxines dans les aliments 

5.2.1. Facteurs environnementaux  

Les facteurs environnementaux affectant la production de mycotoxine sont d'origine 

physique, chimique ou biologique (MITCHELL et al., 2004). Cependant, ces facteurs agissent 

rarement d'une façon indépendante ; en effet leurs interactions sont habituellement plus 

importantes que l’effet d’un seul facteur (LACEY, 1986). 

       Les deux facteurs physiques essentiels qui influencent sur la croissance des moisissures et 

la production de mycotoxines sont la température et l'humidité (PANAGOU et al, 2003 ;  

KOSEGARTEN et al., 2016). En effet, les champignons de champs exigent typiquement une 

haute teneur en humidité dans le substrat (22-30 %) par rapport aux champignons de stockage 

(13-18 %) (SAMSON et al., 2005). Chaque espèce ou isolat a son niveau optimal d'humidité 

ou activité de l'eau (aw) et de température pour la production de mycotoxines. Ces optima 

peuvent différer sensiblement de leurs optima pour la croissance. A côté de l'aw et la 

température, le pH peut avoir un effet critique pour la croissance fongique et la production de 

mycotoxine (GARCIA et al., 2012). La plupart des moisissures se développent sur une 

gamme de pH de 5,5 à 9 avec une aw entre 0,85 à 0,98 à une température optimale comprise 

entre 20°C et 30 °C (REBOUX, 2006). 

        Le tableau XI ci-dessous représente quelques facteurs environnementaux qui peuvent 

influencer la production de mycotoxines à différentes étapes de la chaîne alimentaire 

(HESSELTINE, 1976). 
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Tableau X: Principaux facteurs influençant la production des mycotoxines à différentes 

étapes de la chaîne alimentaire (HESSELTINE, 1976). 

 

Facteurs Au champ À la récolte Pendant le 

Stockage 

Physique 

- Humidité  

Rapidité de séchage  

Ré humidification  

Humidité relative  

- Température  

- Damage mécanique  

- Mélange de grains  

- Temps 

 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Chimique 

- CO2  

- O2  

- Nature du substrat  

- Nutrition minérale  

- Traitement chimique 

 

- 

- 

+ 

+ 

- 

 

- 

- 

- 

- 

- 

 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Biologique 

- Stress de plante  

- Vecteurs invertébrés  

- Infection fongique  

- Différences entre les variétés des 

plantes  

- Différences entre les souches 

fongiques  

- Charge en spores  

- Ecosystème microbiologique 

 

+ 

+ 

+ 

+ 

 

+ 

 

+ 

+ 

 

- 

- 

- 

- 

 

- 

 

+ 

- 

 

+ 

+ 

+ 

+ 

 

+ 

 

+ 

+ 

 

+ : effet                                    - : pas d’effet 

 

5.2.2. Influence du substrat  

       La toxinogenèse dépend de la croissance du champignon et de la composition chimique 

du substrat. En effet, les céréales et les oléagineux, plus riches en hydrates de carbone et en 

lipides, sont généralement plus favorables à la production de mycotoxines que les substrats à 

forte teneur en protéines (MAGAN et ALDRED, 2007 ;  DA CRUZ CABRAL et al, 2013).                

Ainsi, la biogénèse des aflatoxines, de l’ochratoxine A, de la stérigmatocystine et de l’acide 

pénicillique (c’est-à-dire les dérivés de la voie des polycétoacides), est plus importante dans 

les milieux riches en glucides et en lipides que dans les milieux à forte teneur en protides 

(MURPHY et al, 2006 ; SULTANA et al, 2015). La production d'aflatoxines par Aspergillus 

flavus est favorisée par certains sucres: le glucose, le mannose, le fructose et le saccharose. En 

outre, Aspergillus parasiticus ne produit pas d'aflatoxines dans un milieu peptoné riche en sel 

(PAPP et al, 2002). Mais il peut y avoir des interactions plus ou moins spécifiques entre 

certains composés d’origine végétale ou fongique. Ainsi, le fait que le soja ne se prête pas à 
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l’accumulation d’aflatoxine peut s’expliquer par la présence d’acide phytique qui complexe le 

zinc, indispensable à la biosynthèse des aflatoxines (PFOHL-LESZKOWICZ, 1999). 

         5.2.2.1. La contamination du maïs   

          Introduit dans les années 1500 en Afrique de l’Ouest, le maïs est devenu depuis, l’une 

des principales cultures de céréales d’Afrique. Il représente plus de 25 % des dépenses des 

ménages à faibles revenus en Afrique de l’Ouest. Le maïs est riche en vitamines A, C et E et il 

constitue une source abondante de glucides, minéraux essentiels et de fibres. En moyenne, le 

maïs contient 9 % de protéines. La plupart du maïs cultivé dans le monde provient des 

variétés blanches et jaunes. Le maïs blanc est le maïs préféré pour la consommation humaine 

et le jaune sert à alimenter les animaux en raison de son contenu supérieur en bêta-carotène ce 

qui permet d'obtenir des jaunes d'œufs plus solides et oranges, et donne plus de couleur à la 

viande des poulets de chair  LEO (2016).  

Les aflatoxines sont signalées dans plusieurs cultures agricoles, principalement le maïs, les 

arachides, les pistaches et les graines de coton. En effet le maïs peut être contaminé par plus 

d’une mycotoxine et en contient parfois jusqu'à cinq ou six en même temps et il est très 

facilement contaminé par l’aflatoxine (FAO, 2004). 

      La contamination du maïs est très préoccupante car cette culture joue un rôle majeur à la 

fois dans l'alimentation humaine et animale dans le mande. Il y’a quelques années, les 

aflatoxines n'avaient pas été signalées comme une source de préoccupation au niveau des 

céréales en Europe. Toutefois, des contaminations du maïs alarmantes ont été signalées en 

2003 et en 2012, respectivement pour l'Italie et l'Europe du Sud. Une très faible contamination 

par les aflatoxines a été publiée sur le blé, ce qui suggère que, jusqu'à présent, la 

contamination par les aflatoxines est moins préoccupante dans cette culture et ses produits 

dérivés (BATTILANI et al., 2016). 

        5.2.2.1.1. Le maïs  en Algérie 

Bien que considéré comme principal intrant dans la fabrication d'aliments de bétail et de 

volaille, les besoins de l'Algérie en maïs sont couverts exclusivement par l'importation. La 

production en Algérie de cette matière première, qui a pourtant bénéficié d’un programme 

d’aide national important, semble insuffisante pour satisfaire la demande locale.   

L’Argentine est le principal pays fournisseur de l’Algérie en maïs avec 3,1 millions de tonnes 

en 2014 et 2,7 millions de tonnes en 2015 suivi par le Brésil 667.560 de tonnes en 2014 et 1 

million de tonnes en 2015. Quatre pays fournissant la quasi-totalité du maïs à l’Algérie, il 

s’agit de : l’Argentine, l’Ukraine, le Brésil et les USA (ANONYME 4, 2016). 

La demande des secteurs des produits laitiers et de la viande bovine ainsi que 

l'augmentation des efforts de modernisation dans le secteur céréalier ont entraîné une 

augmentation des importations de maïs au cours des cinq dernières années. Les importations 

de maïs en 2015 / 2016 ont été principalement réalisées par le secteur privé (90 %), les 10 % 

restant sont couvert par l’office national des aliments du bétail (ONAB) (HALES, 2016). 

 Pour le maïs, une hausse des importations de 4,7 % a été enregistrée durant les trois premiers 

mois de l’année 2017 (0,94 millions de tonnes) comparativement à la même période de 

l’année 2016 (0,90 millions de tonnes) (ANONYME 5, 2017). 

 

 

 

https://www.google.dz/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwi4_LfvrrvWAhUG6xoKHRXeDRsQFggwMAI&url=http%3A%2F%2Fwww.made-in-algeria.com%2Fvitrine%2F4_contact.php%3Ftc1%3DlKmPmqqV&usg=AFQjCNEDO952OR_5edlbewfelBdZKav2SA
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5.2.3. Autres facteurs 

Les micro-organismes « de concurrence » peuvent affecter la production des 

mycotoxines sur les produits agricoles. Ils peuvent augmenter ou gêner la formation des 

mycotoxines en changeant le métabolisme de l'organisme producteur, par la concurrence vis à 

vis  du substrat et la production des composés inhibiteurs (LACEY, 1986). Les interactions 

avec d'autres microorganismes peuvent également être différentes dans les différentes 

conditions environnementales (MARIN et al., 1998 ; CAIRNS et al., 2003). 

        Plusieurs facteurs additionnels peuvent influencer la production des mycotoxines dans le 

champ. Ils peuvent s’agir des pratiques agricoles comme le labour et la rotation de récolte 

(LIPPS et DEEP, 1991), les fongicides utilisés (MOSS et FRANK, 1985), la variété de la 

plante (GOLINSKI et al., 1996) et les différences géographiques (LANGSETH et al., 1995). 

En outre la culture biologique peut poser un risque pour la production accrue de mycotoxines 

(EDWARDS, 2003). 

 

5.3.Le genre Aspergillus et la section Flavi en particulier 

       Les espèces d’Aspergillus spp. sont très répandues dans la nature et tout particulièrement 

dans le sol où ils contribuent à la biodégradation et le recyclage des matières organiques 

(SCHEIDEGGER et PAYNE, 2003 ; BLUMA et al., 2008a). Ils sont par ailleurs utilisés dans 

plusieurs domaines (agriculture, biotechnologie et santé) en exerçant des rôles bénéfiques 

comme la production de métabolites utiles (enzymes, protéines et acides). 

       En revanche, les Aspergillus sont capables de provoquer des dégâts importants, 

notamment ceux liés aux contaminations des denrées alimentaires (PITT et al., 2000). 

Plusieurs espèces du genre Aspergillus sont capables de coloniser de nombreux produits 

d’origine végétale et de produire des mycotoxines (SCHEIDEGGER et PAYNE, 2003).  

       Etant donné son importance économique extrême liée à ses effets utiles et nuisibles, 

plusieurs ouvrages ont été consacrés au genre Aspergillus en général et à sa taxonomie et sa 

phylogénie en particulier (SAMSON et al., 2006). 

        L’identification morphologique des espèces appartenant au genre Aspergillus est basée 

sur l’observation des caractères macroscopiques et microscopiques suivants: 

- L’aspect de la colonie: la couleur de la partie aérienne est le critère de base qui permet de 

distinguer les espèces du genre Aspergillus. L’autre aspect est la texture de la colonie qui peut 

être floconneuse, veloutée, etc. ; 

- l’aspect et la couleur du revers de la colonie qui peut parfois être caractéristique d’une 

espèce ; 

- la production des sclérotes (amas mycéliens durs), de forme, de taille et de couleur 

caractéristiques ; 

- la vitesse de croissance du mycélium ; 

- la taille, l’ornementation, la couleur et la forme des conidies ; 

- la forme et la taille des vésicules ; 

- la présence ou l’absence des stérigmates (métules) ; 

- la longueur des conidiophores et leur aspect. 

       Les espèces de ce genre présentent un thalle cloisonné portant de nombreux 

conidiophores longs, érigés vers le haut, non ramifiés, qui se terminent par une tête sphérique 
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appelée vésicule, de forme globuleuse. Les phialides, ou cellules conidiogènes en forme de 

bouteille, sont formées soit, directement sur la vésicule, on parle alors de tête unisériée, soit 

sur des cellules spécialisées appelées métules (stérigmates), on parle de tête bisériée (figure 

13) conidiophores sont produites en quantité très abondante. Certaines espèces d’Aspergillus 

ont la capacité de former des amas mycéliens durs, appelés sclérotes, qui aident le 

champignon à survivre dans des conditions hostiles (WICKLOW et SHOTWELL, 1983 ; 

NESCI et al., 2009). 

 

                       Figure 13 : La micromorphologie du genre Aspergillus 

www.thegourdreserve.com/mold/into.shtml. 

 

5.3.1. Aspergillus section Flavi 

       Les membres d’Aspergillus section Flavi (groupe d’A. flavus) occupent des niches 

écologiques très diverses. Les espèces de cette section peuvent être présentes dans la nature 

soit comme des saprophytes dans le sol ou comme des parasites des plantes, des insectes et 

des animaux (HORN et DORNER, 1998). Dans cette section, A. flavus et A. parasiticus 

retiennent le plus d’attention car elles sont non seulement pathogènes pour certaines plantes 

(arachides, maïs et coton), mais elles produisent aussi des aflatoxines (SMITH et MOSS, 

1986 ; SULTANA et al., 2015).  

 

 

 

 

 

http://www.thegourdreserve.com/mold/into.shtml


Partie I                                                                                              Synthèse bibliographique  

  

42 
 

        5.3. 2.Les espèces de la section Flavi et leurs mycotoxines 

       Dans la clé synoptique publiée en 1981 par CHRISTENSEN, 18 espèces ont été décrites. 

Cette clé est basée sur l’étude des caractères culturaux et morphologiques, dont la couleur des 

têtes conidiennes, la croissance à 37 °C et les dimensions des conidiophores, des vésicules et 

des conidies. De très nombreuses études ont été menées sur ce groupe. D’après SAMSON et 

al. (2006), il y’a 18 espèces appartenant à la section Flavi. 

       Ces espèces développent des couleurs allant du jaune-vert à brun (BHATNAGAR-

MATHUR et al., 2015).Les critères d’identification des espèces de la section Flavi sont 

actuellement basés sur la morphologie, le profil des mycotoxines produites et l’analyse des 

séquences de l’ADNr (SAMSON et al, 2014). Aspergillus flavus est une espèce 

génétiquement très complexe et a été subdivisée en deux catégories, selon les caractères 

morphologiques et génétiques, et le profil de production des mycotoxines (SAMSON et al, 

2006). 

       Morphologiquement, on peut distinguer deux catégories d’isolats. La première catégorie 

produit de grands sclérotes, de type « L » (Large) de diamètre supérieur à 400 μm. La seconde 

catégorie produit de nombreux petits sclérotes, de type « S » (Small), de diamètre inférieur à 

400 μm (COTTY, 1989). Selon GEISER et al  (2000) et NESCI et al (2008), A. flavus est 

divisé morphologiquement en deux groupes. Le premier groupe comprend les types « L » et « 

S » producteur d’aflatoxine B et le second groupe comprend uniquement le type « S » capable 

de produire les aflatoxines B et G. D’après HUA (2002) et NESCI et al (2008), tous les isolats 

de type « S » sont aflatoxinogènes, alors que le type « L » comprend des producteurs et des 

non producteurs. Le tableau XII résume les principales espèces d’Aspergillus section Flavi 

productrices d’aflatoxines (VARGA et al., 2003). 

 

Tableau XI: Production d’aflatoxines B et G, d’acide cyclopiazonique et d’acide kojique 

par les principales espèces d’Aspergillus section Flavi (VARGA et al., 2003). 

 

Espèce Aflatoxines Acide 

Cyclopiazonique 

Acide 

Kojique B G 

A. flavus groupe I 

A. flavus groupe II  

A. oryzae 

A. parasiticus 

A. sojae 

A. nomius 

A. bombycis 

A. tamarii 

A. caelatus 

A. pseudotamarii 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

- 

± 

- 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

- 

- 

± 

+ 

± 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

 

+ : producteur.      –: non producteur.         ± : production variable selon les souches. 
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5.4. Les aflatoxines 

    5.4.1. Propriété physico-chimiques 

          On connait, du point de vue structural, au moins 16 aflatoxines (COLE  et COX, 1981 ; 

PAPP et al., 2002) dont les principales sont l’AFB1, l’AFB2, l’AFG1, l’AFG2 et l’AFM1 

(Figure 14). Elles sont produites principalement par les espèces du genre Aspergillus dont, A. 

flavus, A. parasiticus, A. nomius et A. pseudotamarii. Les quatre principales aflatoxines 

détectées dans les produits végétaux contaminés sont l’AFB1, l’AFB2, l’AFG1 et l’AFG2. 

L'AFB1 est partiellement métabolisée en un dérivé hydroxylé, communément appelé "Milk 

Aflatoxin 1" ou aflatoxine M1 (AFM1), lors de l’ingestion de produits contaminés. Les 

aflatoxines posent un risque pour la santé humaine et animale (PARK et LIANG, 1993). Le 

Centre international de la recherche sur le cancer a classé l’aflatoxine B1 dans le groupe 1 

(cancérogène humain) et l’AFM1 dans le groupe 2 (cancérogène humain probable) (IARC, 

1993). 

 

Figure 14 : Structure chimiques des aflatoxines B1, B2, G1, G2, M1, M2 (DUTTONet 

al., 1985). 

 

      Les aflatoxines sont caractérisées au niveau moléculaire par des structures de 

coumarines bifuraniques auxquelles sont accolées des pentanones (Aflatoxine B) ou des 

lactones hexatomiques (Aflatoxine G) (ASTORECA et al., 2011). Toutes les aflatoxines se 

rattachent à l'un de ces deux types de structure et ne diffèrent entre elles que par la position de 

divers radicaux sur les noyaux. Les aflatoxines sont des molécules de faible poids moléculaire 
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(312 à 330 g/mol), très peu solubles dans l’eau (10-20 mg/litre), insolubles dans les solvants 

non polaires et très solubles dans les solvants organiques moyennement polaires à polaires 

(chloroforme et méthanol). La fluorescence intense des aflatoxines, une fois exposées à des 

longueurs d’ondes (λ = 365 nm) de la lumière ultra-violette (U.V.), a pour avantage de 

détecter ces composés à des niveaux extrêmement bas (de l’ordre du nanogramme). 

L’aflatoxine de type B (AFB = AF « Blue ») donne une fluorescence bleue et l’aflatoxine de 

type G (AFG = AF « Green »), donne une fluorescence verte (KURTZMAN et al., 1987). 

L’AFM1 donne une fluorescence bleu-mauve. Cette fluorescence fournit la base pour 

pratiquement toutes les méthodes physico-chimiques de leur détection et leur quantification. 

 Les propriétés physico-chimiques des principales aflatoxines sont résumées dans le 

tableau XII. 

 

Tableau XII: Propriétés physico-chimiques des principales aflatoxines (COLE et COX, 

1981 ; DUTTON et al., 1985 ; COLE et SCHWEIKERT, 2003) 

 

 

Aflatoxines 
Formule 

brute 

Masse 

moléculaire 

g/mol 

Point de fusion 

(° C) 

Absorption maximale à la lumière 

UV (λ max)  et  Coefficient 

d’extinction molaire (ε) dans le 

méthanol 

λ max   

(nm) 

ε 

B1 C17H12O6 312,3 

268-269 

(Cristallisation 
dans le 

chloroforme) 

265 
360-362 

12 400 
21 800 

B2 C17H14O6 

 
314,3 

 

286-289 

(Cristallisation 
dans un mélange 

de chloroforme 

et de pentane) 

265 

360-362 

12 100 

24 000 

G1 C17H14O6 
328,3 

 

244-246 
(cristallisation 

dans un mélange 

de chloroforme 
et de méthanol) 

265 
360-362 

9 600 
17 700 

G2 C17H14O7 

 

330,3 

 

237-240 

(Cristallisation 

dans une 
solution 

d’acétate 

d’éthyle) 

265 
360-362 

8 200 
17 100 

M1 C17H12O7 
328,3 

 

299 
(cristallisation 

dans une 

solution de 
méthanol) 

265 
357 

14 150 
21 250 

M2 C17H14O7 330,29 293 
264 

357 

12 100 

22 00 
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5.4.2. Facteurs influençant la production d’aflatoxines 

       La prolifération des moisissures et la synthèse des mycotoxines peuvent avoir lieu avant 

ou après la récolte, durant l’entreposage, le transport ou la transformation du produit (ATAS 

et al., 2012 ; MARIN et al., 2013). Il s’agit d’un phénomène d’une grande complexité qui 

dépend d’une combinaison des facteurs température et humidité ainsi que de l’oxygénation au 

niveau du substrat. Les stress thermique, hydrique (sècheresse) et physique (lésions causées 

par les insectes) favorisent la contamination par les moisissures et la synthèse de mycotoxines 

(DOWD, 1998 ; MARIN et al., 2013). Les conditions les plus favorables pour le 

développement d’A. flavus et la production d’aflatoxines sont : 

- Activité de l’eau (aw ) supérieure à 0,83; 

- température comprise entre 25 et 40°C ; 

- la présence d’oxygène ; 

- le développement du champignon sur des plantes stressées ; 

- la présence d’insecte et de graines abimées ; 

- le stockage en milieu chaud et humide ; 

- la Composition du substrat : en effet la composition qualitative et quantitative des 

substances nutritives (des glucides, principalement) peut influencer la production de 

mycotoxines. La présence de certaines molécules dans le substrat peut aussi influencer la 

production de mycotoxines. Ainsi l’acide phytique diminue la synthèse d’aflatoxine par 

Aspergillus parasiticus et Aspergillus flavus. En effet la présence de l’acide phytique 

complexe le zinc indispensable à la biosynthèse des aflatoxines, alors que la proline stimule 

cette production (TABUC, 2007). 

5.4.3. Biosynthèse des aflatoxines  

Les voies de biosynthèse des AFs sont longues et complexes et les réactions sont 

catalysés par des enzymes de spécificité différentes de celle du métabolisme primaire. La 

détermination des schémas métaboliques de biosynthèse de certaines mycotoxines comme les 

aflatoxines a été rendu possible grâce à l’utilisation d’inhibiteurs enzymatiques et de 

précurseurs métaboliques (BHATNAGAR et al., 2006) 

Comme le montre la figure 15, l'étape initiale dans la production du squelette polycétide 

des aflatoxines dans le schéma proposé par YU et al.(2004) implique la polymérisation 

d'unités d'acétate et de neuf malonates (avec une perte de CO2) par une polycétide synthétase 

(Pks) d'une manière analogue au processus de  biosynthèse des acides gras. L’acétyl-CoA sera 

l’unité de départ (Starter Unit) tandis que les acyl-coenzymesA, généralement le malonyl-

CoA, feront figure d’unité d’élongation (BHATNAGAR et al., 2006). 

          Les gènes impliqués dans la synthèse des AFs sont regroupés en cluster (ensemble de 

gènes regroupés en une zone de l’ADN).  La fonction de la plupart des produits des gènes 

codants pour les AFs a été déduite par des moyens génétiques ou biochimiques. Différentes 

expériences de clonage des gènes impliqués dans la biosynthèse des aflatoxines ont permis de 

situer 25 gènes dans une région de l’ADN de 70 kb du chromosome III chez A. flavus. Sur les 

25 gènes identifiés dans la voie de biosynthèse des AFs, seuls quatre gènes (norA, norB, aflT 

et ordB) dont la fonction de leur produit protéique n'ont pas encore été déterminé 

expérimentalement (BHATNAGAR et al., 2006). 
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Figure 15 : Les gènes responsables de la biosynthèse des aflatoxines chez A. flavus et A. 

parasiticus. (A) Gènes en cluster (les flèches indiquent la direction de la transcription du 

gène) et  (B) la voie de biosynthèse des aflatoxines (YU et al., 2004). 
NOR : l'acide norsolorinique; AVN : averantine; HAVN : 5’-hydroxy-averantine; AVNN : 

averufanine; AVF : averufine; VHA :versiconal hémiacétal acétate; VAL :versiconal; VERB : 

versicolorineB;VERA :versicolorineA;DMST :déméthylstérigmatocystine;DHDMST :dihydrodémét

hylstérigmatocystine; ST : stérigmatocystine; DHST :dihydrostérigmatocystine; OMST : O-
méthylstérigmatocystine; DHOMST :dihydro-O-méthylstérigmatocystine; AFB1, aflatoxine B1; 

AFB2, aflatoxine B2; AFG1 : aflatoxine G1;  AFG2 :aflatoxine G2. 
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    5.4.4. Effets toxiques des aflatoxines  

        L’effet toxique des aflatoxines sur la santé animale varient suivant l'espèce, l'âge, le sexe, 

l'état physiologique, le mode d'administration, la composition de l'alimentation. L'AFB1 est la 

plus toxique suivie, par ordre décroissant de toxicité, par l'AFM1, l'AFG1, l'AFB2 et l'AFG2. 

La toxicité des aflatoxines G1, B2 et G2 est respectivement de 50, 80 et 90 % moindre que 

celle de l'AFB1 (COLE et COX, 1981). Ainsi la DL50 par voie orale varie de 0,3 mg/kg de 

poids corporel chez le caneton et 9 mg/kg de poids corporel chez la souris. Ingérée en grande 

quantité, l’aflatoxine peut être responsable de toxicités aiguës. Elle se caractérise 

généralement par la mort rapide des animaux. Ils présentent alors un foie décoloré et 

augmenté de volume (hépatotoxicité) ; les reins présentent des signes de glomérulonéphrite et 

les poumons sont congestionnés (BROCHARD et LE BACLE, 2009).  

       Les aflatoxines sont tératogènes et mutagènes (LIANG et al., 2008 ; GEORGIADOU et 

al., 2012). L'effet tératogène est bien décrit chez les embryons de poulet pour lesquels on note 

un retard de développement, une microcéphalie, une anophtalmie, un palais fendu (bec de 

lièvre) et une déformation des maxillaires (VESELY et al., 1983 ; SUNG-HYE et al., 2008). 

       Toutefois, la propriété toxique majeure de l’AFB1 est son pouvoir cancérigène 

(DAOHONG et al., 2009). En effet, cette molécule est responsable de l’apparition 

d’hépatocarcinomes chez les hommes et les animaux (CURTIS et al., 2009). Pour cette 

raison, elle est classée dans le groupe I des molécules cancérigènes chez l’homme par l’IARC 

(IARC, 1993; REDDY et al., 2010). 

 

   5.4.5. Métabolisme et mécanisme d’action des aflatoxines 

         Lors de l’exposition orale chez les mammifères, les aflatoxines sont adsorbées au niveau 

du duodénum. Les aflatoxines sont véhiculées dans l’organisme à partir d’une fixation sur les 

protéines plasmatiques (BROCHARD et LE BACLE, 2009). Elles subissent un métabolisme 

hépatique intense principalement réalisé par l’intervention des cytochromes P450 hépatiques. 

Les autres voies de métabolisme de l’AF B1 comprennent la voie de la prostaglandine H-

synthétase et la voie de la lipo-oxygénase. Deux enzymes présentes à des concentrations 

élevées dans le tissu pulmonaire.  

        Sous contrôle des cytochromes P450, l’AFB1 est transformée dans l’organisme en 

plusieurs métabolites dont un dérivé époxyde (AFB1-8,9- époxyde), principal responsable de 

l’effet mutagène et cancérogène de l’AFB1 et AFM1, communément appelé «Milk Aflatoxin1 

» (LI et al., 2010). Les autres métabolites comprennent notamment l’AFQ1, l’AFP1, 

l’Aflatoxicol. La détoxification de l’AFB1-8,9- époxyde se fait essentiellement via la 

conjugaison au glutathion assurée par la glutathion-S-transférase (GST). Une partie de 

l’AFB1 est éliminée dans la bile sous forme conjuguée au glutathion ou de glucuro-conjugué. 

L’AFB1 est aussi éliminé par voie urinaire sous forme inchangée ou sous forme métabolisée, 

notamment AFM1, ou sous forme de dérivés conjugués ou adduits à l’ADN (BROCHARD et 

LE BACLE, 2009).L’exposition des nourrissons à l’AFM1 à partir du lait maternel a été notée 

dans les pays en développement (MAGOHA et al., 2014). 

      Les effets toxiques aigues ainsi que les effets cancérigènes et mutagènes de l’AFB1, 

implique une liaison covalente de l’AFB1-8,9- époxyde avec l’ADN, l’ARN et les protéines. 

Cela se répercute au niveau de la synthèse d’enzymes clés impliquées dans des réactions 

métaboliques essentielles (STARK, 2001). L’AFB1-8,9- époxyde a une affinité très marquée 
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pour l’ADN avec lequel il produit des adduits préférentiellement avec la guanine en position 

N7 (PAPP et al., 2002). L’AFB1 est époxydé soit en dérivé exo, soit en dérivé endo. Seule la 

forme exo se fixe sur la guanine pour donner un adduit. La présence des adduits à l’ADN est à 

l’origine de mutation. Il s’agit essentiellement de transversions G et T où la guanine est 

remplacée par la thymine.    C’est ainsi que l’on observe un effet immunosuppresseur, des 

troubles de la coagulation, une diminution de la digestion de graisses et de la cellulose ainsi 

que de la nécrose et de la stéatose hépatique (LEBLANC et SAINT-HILAIRE, 2002 ; LI et 

al., 2016). 

      Il existe des preuves suffisantes de la cancérogénicité de ses molécules chez l’homme et 

l’animal. Certains scientifiques considèrent que chez l’homme, les aflatoxines n’agiraient pas 

comme cancérogènes primaires, mais plutôt comme suppresseur des réactions immunitaires à 

médiation cellulaire favorisant le nombre de porteurs de virus de l’hépatite B(VHB). Les 

effets immunotoxiques semble être due à l’altération de la synthèse des acides nucléiques et 

de protéines accompagnée d’une diminution de la prolifération et de la production de 

cytokines. Parmi d’autres effets néfastes des AFs, on retrouve un découplage de la 

phosphorylation oxydative dans les mitochondries (BROCHARD et LE BACLE, 2009; 

PFOHL-LESZKOWICZ, 2009). 

      De nombreuses études épidémiologiques et les tests de génotoxicité ont confirmé le rôle 

déterminant des aflatoxines, en particulier AFB1 et dans une moindre mesure AFM1, dans 

l’induction du cancer hépatique. Des études plus poussées sont en cours pour en déterminer 

plus précisément les mécanismes d’action (PFOHL-LESZKOWICZ, 2009). Le risque de 

cancer lié aux aflatoxines peut être accru jusqu’à 60 fois en présence du virus de l’hépatite B 

et en cas de malnutrition (LEBLANC et SAINT- HILAIRE, 2002). Cela laisse supposer une 

sensibilité particulière des couches les plus pauvres des populations (PERAICA et al, 1999). 

En effet plusieurs mécanismes moléculaires contribuent à expliquer le risque élevé de 

développement de carcinomes hépatocellulaire lors de l’exposition simultanée au VHB et aux 

aflatoxines (CURTIS et al., 2009). D’après WILD et al (1992) une ingestion de 1,4 μg 

d’AFB1 associée au virus d’hépatite B constitue un risque de développement de cancer. 

5.4.6. Méthodes d’extraction et de caractérisation des aflatoxines 

Les mycotoxines spécifiquement les aflatoxines se retrouvent dans de nombreux 

aliments, ce qui en terme d’analyse correspond à une multitude de matrices complexes. Les 

protocoles destinés à la quantification des aflatoxines renferment systématiquement des étapes 

préliminaires de préparation des échantillons (broyage, centrifugation, extraction en milieu 

organique). Souvent longues et manuelles, ces étapes doivent être optimisées pour chaque 

type de matrice (échantillon). Dans les aliments les aflatoxines sont souvent sous forme de 

traces, exprimés souvent en ppb ou en µg/kg. Des méthodes analytiques conventionnelles et 

émergentes reposant sur les avancées technologiques récentes dans l’analyse de mycotoxines 

ont été mises au point par plusieurs chercheurs à travers le monde.  Ainsi il existe toute une 

panoplie de méthodes d’analyses ; on peut citer la chromatographie sur couche mince (CCM), 

la chromatographie liquide à haute performance (CLHP)ou la limite de détection (LOD)et de 

quantification (LOQ) rapporté par MARTINEZ-MIRANDA et al. (2015) de l'AFB1 de la 

somme des aflatoxines B1, B2, G1 et G2pour le  maïs est inférieur à 0,10 µg/kg (ppb). Cette 

dernière peut être couplée à différentes méthodes de détection qui permettent aussi bien 



Partie I                                                                                              Synthèse bibliographique  

  

49 
 

l’identification que la quantification des aflatoxines. Ces dernières années, l’analyse par 

spectrométrie de masse s’est accrue avec le développement de techniques d’ionisation dites « 

douces » : l’electrospray (ESI) et l’ionisation chimique à pression atmosphérique (APCI) qui 

permettent l’analyse de très faibles quantités d’échantillons. Ces techniques sensibles sont 

excessivement couteuses et elles  nécessitent un personnel qualifié (SAQER, 2009).  D’autres 

méthodes plus récentes appelées aussi «méthodes rapides de criblage» utilisent le principe de 

l’immunoanalyse type ELISA (enzyme-linke dimmunosorbent assay) autorisent selon leur 

configuration soit une détection de type présence ou absence (résultat qualitatif), soit une 

détection semi-quantitative ou quantitative de la mycotoxine  ou immunochimique  type LFD 

(Lateral flow devices) ou la LOD et la LOQ des aflatoxines par exemple pour le maïs est 

égale à 1 µg/kg (ppb)(ZHENG et al., 2006). Des « tigettes » immunochimiques  permettent 

une détection rapide basée sur l’interaction entre les anticorps spécifiques, immobilisés sur 

une bande de membrane et des récepteurs anticorps, qui réagissent avec l’analyte pour former 

un complexe d’analyte-récepteur (SUNG-HYE et al., 2008 ; TAN et al., 2009 ; 

HUYBRECHTS et al., 2013 ; HUONG et al., 2016). Cependant, des recherches sont en cours 

pour disposer de méthodes plus rapides et fiables et moins coûteuses pour des contrôles de 

routine sur le terrain. 

 

     5.4.7. Réglementation 

       Les aflatoxines sont  les mycotoxines  les plus réglementées. Dans le cadre du règlement 

1881/2006, 1126/2007, 105/2010CE (abrogeant le règlement 466/2001/CE et ses 

modifications) portant sur la fixation de teneurs maximales pour certains contaminants dans 

les denrées alimentaires destinées à l’homme, des teneurs maximales ont été fixées pour les 

aflatoxines B1, B2, G1, G2 sont présentées dans le Tableau XIII. 
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Tableau XIII: Teneurs maximales pour les aflatoxines  dans des denrées alimentaires 

selon les réglementations de la commission européenne (1881/2006/CE ; 1126/2007/CE ; 

105/2010/CE). 

  

Denrées alimentaires 

Teneurs maximal en 

Aflatoxines (µg/kg) 

   

B1 

 

B1+B2+G1+G2 

 Fruits séchés et produits dérivés de leur 

transformation, destines à la consommation 

humaine directe ou à une utilisation comme 

ingrédients de denrées alimentaires 

          2 4 

Toutes les céréales et tous les produits dérivés 

des céréales, y compris les produits de céréales 

transformés 

2 4 

Maïs destiné à être soumis à un traitement de 

triage ou à d'autres méthodes physiques avant 

consommation humaine ou utilisation comme 

ingrédient  de denrées alimentaires 

5 10 

Arachides destinées à être soumises à un 

traitement de tri ou à d'autres méthodes 

physiques avant consommation humaine ou 

utilisation comme ingrédients de denrées 

alimentaires 

8 15 

Arachides, fruits à coque et produits dérivés de 

leur transformation, destinée à la consommation 

humaine directe ou à une utilisation comme 

ingrédients de denrées alimentaires 

 

2 

 

4 

 

5.5. Approche de décontamination 

5.5.1. Procédés de lutte contre la production de mycotoxines et des aflatoxines en 

particulier dans les matrices alimentaires 

 Les mycotoxines posent un problème universel important et de santé publique, ainsi 

que pour l'agriculture et l’économie (KOSEGARTEN et al., 2016). La contamination par les 

aflatoxines des cultures aboutit à des effets économiques directs, tels que la perte du produit 

ou de sa valeur marchande, des problèmes de santé et les coûts associés, ainsi que des effets 

économiques indirects tels que la baisse des performances d’animaux d’élevage due à 

l’ingestion d’aliments contaminés par ces derniers, les coûts du suivie des maladies d'origine 

alimentaire, etc. l’Agence américaine des produits alimentaires des médicaments, appelé FDA  

(Food and Drug Administration) a imposé des réglementations importantes sur les niveaux de 

contamination d'aflatoxine à 20 ppb (partie par milliard, désignant une concentration 

d'aflatoxines égale à 10−9) dans les aliments et les aliments pour les animaux et 0,5 ppb dans 

le lait, l'Union européenne (UE) a fixé la limite de 2 à 4 ppb (BHATNAGAR-MATHUR et 

al., 2015). 



Partie I                                                                                              Synthèse bibliographique  

  

51 
 

       Le maïs et les céréales sont susceptibles d’être contaminés par les moisissures et les 

mycotoxines (SCHMIDT et ESSER, 1985 ; HUONG et al., 2016). Pour pouvoir lutter contre 

ces contaminations, il faut savoir à quel moment elles se développent au cours de 

l’élaboration d’un produit. Ainsi, il est possible de définir six moments privilégiés: lors de la 

culture, de la récolte, du stockage, de la transformation, de l'alimentation des animaux et enfin 

lors de la consommation par l'Homme. Les moyens de lutte pour chaque période sont 

consignés dans le tableau XIV (PFOHL-LESZKOWICZ, 1999). 

 

Tableau XIV: Les moyens de lutte pour chaque période définie contre les moisissures et 

les mycotoxines  (PFOHL-LESZKOWICZ, 1999) 

Période définie            Solutions proposées  
Au champ - créer des plantes résistantes ; 

- limiter le développement par l'emploi de fongicides ; 

- arrosage adapté ; 

- apport en minéraux. 

À la récolte - veiller à la maturité du grain ; 

- inspection visuelle pour éliminer les éléments 

abîmés ; 

- éviter les récoltes par temps humide. 

Au stockage - contrôle périodique ; 

- maintenir une bonne température ; 

- contrôler l'humidité ; 

- détruire les produits contaminés ; 

- une bonne aération des silos. 

À la transformation - contrôle mais, plus au niveau des mycotoxines que 

des moisissures. 

Dans l'alimentation 

des animaux 

- tests de contamination, puis décontamination si 

nécessaire. 

À la consommation - éliminer les aliments contaminés ; 

- cuisson des aliments. 

 

    5.5.2. Les différents modes de décontamination 

        Un procédé de décontamination des aliments destinés à l’alimentation humaine ou 

animale doit être efficace sans les rendre impropres à la consommation. Il doit être simple 

d’utilisation et peu coûteux car la décontamination peut concerner des quantités importantes. 

Le processus est d’autant plus difficile à appliquer à cause de la contamination qui est souvent 

très hétérogène. Il n’existe pas de méthode universelle qui puisse convenir pour traiter 

l’ensemble des mycotoxines. En effet les procédés de conservation (stérilisation, 

pasteurisation, lyophilisation, congélation, etc.) détruisent peu ou pas les mycotoxines 

(HARRIS et STAPLES, 1992).  

Les méthodes de détoxification connues à ce jour sont d’ordre : 

 

 Physique : La décontamination physique inclus plusieurs pratiques notamment le  

lavage, séchage, tri et séparation des poussières, des coques ou des peaux qui sont le lieu 

essentiel de la contamination (YIANNIKOURIS et JOUANY, 2002) ; 
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 Chimique : Les inhibiteurs chimiques de moisissures correspondent aux traitements à 

l’ammoniaque sous pression, addition de propionate, de formaldéhyde, d’hydrure de calcium, 

d’hydroxyde de sodium, de chlorure de sodium, hypochlorite de sodium, peroxyde 

d’hydrogène ou de tout autre inhibiteur de moisissures (YIANNIKOURIS et JOUANY, 2002 

; REDDY et al., 2009a)  

      Les fongicides sont largement utilisés dans la lutte chimique contre les champignons 

phytopathogènes, avec des résultats avérés sur l’incidence des maladies ; en revanche, les 

effets de l’application de fongicides sur la production de mycotoxines sont contradictoires et 

parfois irréguliers. Plusieurs fongicides sont utilisés spécifiquement contre des champignons 

producteurs de mycotoxines : carbendazim, hexaconazole, propiconazole,  tébuconazole ;se 

sont avérés efficaces contre  la croissance et la production de l’AFB1 de la souche Aspergillus 

flavusin situ sur les grains de riz. Cette inhibition est totale à la concentration de 1 g/kg de riz 

(REDDY et REDDY, 2010). L’application des associations mixtes de fongicides azolés : 

carbendazim-mancozeb et le prochloraz-tébuconazole se sont aussi avérés efficaces contre  la 

croissance, la sporulation et la production de l’AFB1 de la souche Aspergillus flavus, in vitro 

sur milieu YES (Yeast Extract Sucrose) et in situ sur les grains de maïs (MATEO et al., 

2017).  

Le moment de l’application des fongicides semble jouer un rôle crucial dans l’efficacité 

du traitement : pour les céréales, l’efficacité est maximale au début de l’anthèse et décroît 

rapidement avant et après ce stade (BEYER et al., 2006).Pour ce qui est des aflatoxines, 

l’effet des fongicides est plus incertain, de sorte qu’actuellement il n’y a aucune 

recommandation de fongicide pour lutter contre la contamination. 

 Microbiologique :  Le procédé de détoxification microbiologique  par le biais d’agents 

biologiques qui consiste en l’ajout de certaines bactéries comme exemple Pseudomonas 

fluorescens, Trichoderma virens et Bacillus subtilis (REDDY et al., 2009b ; BHATNAGAR-

MATHUR et al., 2015) et certaines souches de bactéries lactiques (bifidobactéries) sont 

capables de se lier et de détoxifier les mycotoxines (biodégradation) et réduire leur 

production, ces agents ont aussi un effet sur la croissance des espèces productrices 

(HASKARD et al., 2000 ; CHINAPHUTI et AUKKASARAKUL, 2008). En effet les espèces 

citées si dessus ont démontré respectivement 93 %, 80 % et 68 % de réduction de la 

croissance d’A. flavus et de 83,7 %, 72,2 % et 58 % de réduction d’AFB1 (REDDY et al., 

2009b). Des recherches sont actuellement effectuées afin de développer de nouvelles classes 

de ligands naturels des mycotoxines. Ainsi, les glucomannanes issus de la partie externe des 

parois des levures Saccharomyces cerevisiae sont capables de lier in vitro certaines 

mycotoxines (LI et al., 2010). 

 Biologique : Le statut actuel de la recherche sur les stratégies de gestion des aflatoxines 

et les possibilités futures ont été examinées de manière exhaustive.  Des progrès significatifs 

ont été accomplis pour expliquer les voies et les intermédiaires des voies de biosynthèse, les 

gènes impliqués, les  enzymes correspondantes et mécanismes de régulation des aflatoxines. 

Des études sur la  manipulation des gènes ont été largement portées sur le mécanisme de  

régulation moléculaire de la synthèse des aflatoxines à l'intérieur du  champignon. Des succès 

importants ont été obtenus dans l'identification des gènes impliqués dans la biosynthèse des 

aflatoxines notamment les aflatoxines B1, B2, G1 et G2 et la possibilité de leurs clonages 

pour  une utilisation ultérieure comme "outils moléculaires" pour identifier les agents et les 
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composés qui peuvent agir comme inhibiteurs naturels dans les voies de la biosynthèse des 

aflatoxines (YU, 2012 ; BHATNAGAR-MATHUR et al., 2015). 

        Enfin, on sait depuis longtemps que de nombreux produits naturels, notamment des 

huiles essentielles et extraits de plantes comestibles ou médicinales, ont des propriétés 

antifongiques. Ces plantes représentent une source inépuisable de composés naturels bioactifs. 

La littérature est riche en exemples d’inhibitions de la croissance ou de la synthèse de toxines 

par des produits d’origine végétale, particulièrement en ce qui concerne Aspergillus. Le 

girofle, l’ail, le gingembre, le poivre, les plantes aromatiques (menthe, sauge, laurier, origan), 

la moutarde, l’anis, le cumin et l’oignon sont des exemples de plantes produisant des 

substances antifongiques. Actuellement, ces produits ne sont pas utilisés à grande échelle pour 

protéger les cultures ; leurs utilisation pour la protection des récoltes contre les toxines de 

stockage est un peu plus répandue (REDDY et al., 2010). 

       Selon HOLMES et al (2008), les inhibiteurs de la biosynthèse des AFs agissent à trois 

niveaux: (1) modulent les facteurs physiologiques et environnementales affectant la 

biosynthèse de l’aflatoxine, (2) inhibent les circuits de signalisation des voies biosynthétiques,  

(3) inhibent directement l’expression des gènes ou l’activité des enzymes (figure 16) 

 

Figure 16: Représentation schématique des différents modes d’action potentiels des 

groupes majeurs d’inhibiteurs sur la production des aflatoxines (HOLMES et al., 2008). 
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VI. Le diabète sucré 

Il existe deux principaux types de diabète caractérisés par une mort progressive des 

cellules β du pancréas. Le diabète de type 1 connu sous le nom de diabète insulino-dépendant, 

et il est caractérisé par une production insuffisante d'insuline ce qui nécessite une substitution  

quotidienne par l’administration d'insuline. Ceci résulte d’un épuisement des cellules ß du 

pancréas qui peut être la conséquence de plusieurs mécanismes physiopathologiques dont 

l’auto-immunité…etc. Le diabète sucré ou de type 2 (DT2) connu aussi sous le nom de 

diabète non-insulino-dépendant ou d'apparition adulte et il résulte de l'utilisation inefficace de 

l'insuline par l’organisme. Plusieurs facteurs de risque sont impliqués dans le développement 

du DT2: facteurs génétiques (antécédents familiaux), obésité, mauvaise alimentation, activité 

physique insuffisante, âge avancé, glycémie élevée pendant la grossesse, hypertension et 

dyslipidémie (OTA et ULRIH, 2017). 

 

    6.1. Caractéristiques du diabète de type 2  

Le DT2 est une maladie métabolique qui survient lorsque le pancréas ne produit pas 

assez d’insuline ou que l’organisme ne peut utiliser de manière efficace l’insuline qui est 

produite. Il en résulte un état d’hyperglycémie chronique accompagné d'une perturbation du 

métabolisme glucidique, lipidique et protéique. Cette hyperglycémie chronique est associée, à 

des degrés divers, à des complications à long terme, touchant en particulier les yeux, les reins, 

les nerfs, le cœur et les vaisseaux sanguins (CHAN et LEUNG, 2015). On peut diagnostiquer 

un individu comme étant diabétique lorsque sa glycémie à jeun est ≥ 7,0 mmol/L (1,26 g/L) 

ou ≥ 11,1 mmol/L (2 g/L) à 120 minutes suivant le test de l’hyperglycémie provoquée par 

voie orale (HGPO). Une valeur d’hémoglobine glyquée (HbA1c) ≥ 6 % est également un 

critère de diagnostic de ce type de diabète (ADA,2010). 

Cette maladie représente un problème de santé publique majeur de par ses proportions 

épidémiques ainsi que l’ampleur des complications microvasculaires et macrovasculaires 

associées à l’hyperglycémie chronique. Des complications microvasculaires (rétinopathie, 

néphropathie et neuropathie) sont déjà présentes chez environ 50 % des individus au moment 

du diagnostic (RIOBO SERVAN, 2013). Au niveau macrovasculaire, le risque d’infarctus du 

myocarde (JANSSON et al., 2016), d’insuffisance cardiaque congestive, de maladies 

artérielles périphériques et d’accidents vasculaires cérébraux (AVC) est de 2 à 4 fois plus 

élevé chez les gens atteints de DT2 que chez les non-diabétiques (KELLY et al., 2014). Les 

maladies cardiovasculaires représentent doncla principale cause de décès chez les patients 

atteint dediabète (LEON et MADDOX, 2015).  Selon les projections de la fédération 

internationale du diabète (FID) 1 adulte sur 12 dans le monde est atteint de diabète, soit 425 

millions d’individus. Cette proportion atteindra probablement 1 adulte sur 10 en 2040, soit 

622 millions d’individus (FID, 2017). Le DT2 représente environ 90 % de tous les cas de 

diabète et l’augmentation de sa prévalence est reliée à l’augmentation de la prévalence de 

l’obésité à travers le monde (OMS, 2016). 

    6.2. Mécanismes de l’absorption intestinale du glucose 

Au cours d’un repas, les concentrations en glucose dans la lumière intestinale sont très 

élevées. SGLT-1 va ainsi permettre l’entrée du glucose (et du galactose) dans l’entérocyte, 

grâce au gradient électrochimique généré par le sodium fournissant l’énergie nécessaire 

(WRIGHT et al., 2011). Cependant, des concentrations intra-luminales élevées de glucose 

http://sante-medecine.journaldesfemmes.fr/faq/6920-hyperglycemie-provoquee-par-voie-orale-analyse-de-sang
http://sante-medecine.journaldesfemmes.fr/faq/6920-hyperglycemie-provoquee-par-voie-orale-analyse-de-sang
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(30-50mM) entrainent une saturation de ce transporteur. Au-delà de ces concentrations, le 

glucose est alors absorbé par le transporteur GLUT2 (KELLETT et BROT-LAROCHE, 2005)  

(figure 16). La localisation apicale de GLUT2 est en partie contrôlée par l’activation d’une 

protéine kinase C (PKC), elle-même dépendante de SGLT-1 (MORGAN et al., 2007). 

GLUT2 possède une grande capacité de transport, mais une affinité modérée pour le glucose 

(de l’ordre de 15 à 20 mmol/L et permet ainsi une absorption passive importante de glucose à 

des concentrations intra luminales élevées (KELLETT et BROT-LAROCHE, 2005).Dans 

l’entérocyte, le glucose ainsi absorbé traverse ensuite la membrane basolatérale pour passer 

dans la circulation sanguine soit directement par diffusion facilitée grâce à GLUT2, soit à 

l’intérieur de vésicules du réticulum endoplasmique(KELLETT et BROT-LAROCHE, 

2005)(figure 17). 

 
Figure 17:Régulation de l’absorption intestinale du glucose avant (A) et après un repas (B).  

Model proposé par KELLETT et BROT-LAROCHE (2005). 

 

   6.3. Modulation de l’absorption intestinale du glucose 

L'existence de deux transporteurs de glucose intestinaux SGLT-1 et GLUT2 a été 

démontrée pour la première fois en 1934 par WERTHEIMER et al. Grâce à l’action de la 

phloridzine (ou phlorizine) un flavonoïde glucoside extrait des pommes inhibiteur de SGLT-

1. Durant des épisodes de haute charge en glucose (par exemple, après un repas), les niveaux 

d'expression et d'activité de SGLT-1 et de GLUT2 sont élevés dans le cas du diabète, 

suggérant ainsi qu'ils pourraient jouer un rôle dans la pathogenèse du diabète, car 

l’hyperglycémie postprandiale est associée à un risque accru de DT2 (CHAN et LEUNG, 

2015). L'identification et la caractérisation des modulateurs ou régulateurs des transporteurs 

du glucose et leurs effets sur l'absorption de ce dernier au niveau intestinal est donc utiles 

pour le développement d'agents thérapeutiques potentiels ciblant spécifiquement ces 

modulateurs, visant ainsi l’amélioration de l'hyperglycémie diabétique au niveau de l'intestin 

grêle et de ce fait contribuer à la diminution de la charge du glucose postprandiale. En effet, il 

existe une large gamme d’hormones sécrétées par l’intestin et le pancréas qui modulent 

l’absorption intestinale du glucose. Les régulateurs potentiels identifiés et leurs mécanismes 

d’action proposés au niveau intestinal sont résumés dans le tableau XV et la figure 18.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Morgan%20EL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17272350
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Tableau XV : Résumé des facteurs régulateurs potentiels qui influencent sur l'absorption intestinale du glucose. 

 

Facteurs 

régulateurs 

 

Synthèse 

Effets sur 

absorption 

de glucose 

Implication 

du SGLT-1 

Implication 

du GLUT2 
Mécanismes proposés 

Peptidiques:  

Insuline 

les cellules β des 

îlots de Langerhans 

du pancréas 

↑↓ + ? 

 Augmentation de l’expression de SGLT-1 

(SERHAN et  KREYDIYYEH, 2010) et 
?GLUT2 in vivo chez les souris et in vitro avec 

les cellules intestinales humaines Caco2/TC7 

(TOBIN et al., 2008) ;  

 L'insuline diminue la régulation de l'activité du 

SGLT-1 chez les rats diabétiques induits par la  

streptozotocine (STZ) (KUROKAWA et 

ISHIBASHI, 1991)  et ? Inhibition de la voie de 

signalisation AMPc-PKA et expression de 

SGLT-1 chez les rats (WRIGHT et al., 1997 ; 

WILLIAMS et SHARP, 2002). 

Glucagon 

Cellules α   des îlots 

de Langerhans  du 

pancréas et dans les 

cellules-L  de 

l’intestin grêle. 

↑ + N/A 

 

 Stimulation de la libération de l’insuline, qui 

augmente l'absorption de glucose par SGLT-1 

(QUESADA et al., 2008) et augmentation du 

gradient électrochimique pour l'ion Na + 

(FOURNEL et al., 2016). 

 Elévation de l'AMPc (BATAILLE et al ., 

2004); 
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Glucagon-37 
(l'oxyntomoduline) 

synthétisé et sécrété 

par  les cellules L. 

enteroendocrine 

↑ + N/A 

 Augmentation de l’expression  des transporteurs 

intestinale du glucose. Mécanisme dépendant de 

l'AMPc (STÜMPEL et al., 1997). 

GLP-1 (glucagon-

like peptide-1) 

synthétisé et sécrété 

par  les cellules L. 

enteroendocrine 

↑ + +/? 

   La stimulation de l'absorption du glucose  

induite par le GLP-1 pourrait être médiée par des 

voies neuronales ou hormonales (SEINO et al., 

2016  )  

 dépendantes de SGLT-1 et GLUT2 (SEINO et 

al., 2016). 

GLP-2 (glucagon-

like peptide-1) 

synthétisé et sécrété 

par les cellules-L 

enteroendocrine 

↑ N/A +/ ? 

 Augmentation de l’expression de GLUT2 au 

niveau iléale  et de son activité chez le porc  

(CHEESEMAN et  O’NEILL, 1998); 

 Voie dépendante du monoxyde d’azote  ou 

l’oxyde nitrique (NO) (GUAN et al., 2003). 

GIP  (gastric 

inhibitory 

polypeptide) 

Cellules- K 

duodénales 
↓ +/ ? N/A 

 Inhibition de la motilité intestinale  

(OGAWA et al., 2011). 

 

CCK 

(Cholécystokinine) 

muqueuse du 

duodénum et jéjunal 

de l’intestin 

↓ + + 

 Réduction de l'expression de la protéine SGLT-1  

indépendant de GLUT2 (HIRSH et 

CHEESEMAN, 1998) ; 

  ?Mécanisme dépendant de l’inhibition de la 

phosphorylation de PKA (COTE et al., 2014). 

Leptine cellules adipeuses ↓ + + 

 Inhibe la translocation du SGLT-1 cytosolique au 

niveau de MBB (DUCROC et al., 2005) ; 

 Inhibition médiée par des isoformes de la  PKC  

(DUCROC et al., 2005) ; 

 Indirectement par stimulation de la sécrétion 

intestinale de CCK et de GLP1 (ANINI et 

BRUBAKER, 2003 ; GUILMEAU et al., 2003). 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ogawa%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21095180
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? Des indices potentiels non confirmés pour une enquête plus approfondie ; N/A : Non étudié ; NHE3 : L'échangeur sodium-hydrogène 3 (sodium-hydrogen 

exchanger 3) : transporteur membranaire antiport côté apical des entérocytes de l'intestin permettant l'entrée de Na+ et la sortie de H+ de la cellule ; MBB : 

Membrane intestinale en bordure en brosse

Ang II 

(Angiotensine II) 

synthétisée à partir 

de l’angiotensine I  

 plasmatique 

↓ + + 

 AngII se lie au récepteur de l’angiotensine I 

"AT1R" exprimé sur la MBB pour inhiber SGLT-

1 via un mécanisme indépendant de GLUT2 

(CASSELBRANT et al., 2015)  ; 

 Inhibition de SGLT-1 via l'inhibition de 

l'échangeur sodium-hydrogène 3  (NHE3) (CHAN 

et  LEUNG, 2015). 

Ang-(1-7) 

(Angiotensine III) 

synthétisée à partir 

de l’angiotensine II 

 plasmatique 

↓ + + 

 Ang- (1-7) inhibe SGLT-1 (mais pas GLUT2) ; 

 ? Mécanisme dépendant de l’inhibition  de la voie 

de signalisation de PKC  via son récepteur 

membranaire  "Mas"  (WONG et al., 2012). 

Non-peptidiques:  

Epinephrine(adréna

line) 

système nerveux 

central  et les 

glandes surrénales 

↑ N/A N/A 
 Action sur les β-adrénocepteurs (OYEBOLA et 

al., 2011). 

 

Norepinephrine 

(noradrénaline) 

système nerveux 

central  et les 

glandes surrénales 

↑ N/A N/A 
 Mécanisme non exploré.  

 

Niacine (vitamine 

B3  ou l’acide 

nicotinique) 

se trouve 

principalement dans 

les volailles, le foie 

de veau et les 

céréales 

↑ + + 

 Augmentation de l’absorption  intestinale du 

glucose dépendant de SGLT-1 et  GLUT2 ? voie 

dépendante de l'AMPc (WONG et al., 2015). 

Polyphénols Les plantes ↓ + + 

 Inhibition compétitive de SGLT-1 et de GLUT2 

au niveau de la  MBB (KOBAYASHI et al., 

2000 ; MARTEL et al., 2010 ; CHAN et  

LEUNG, 2015 ) 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Transporteur_membranaire
https://fr.wikipedia.org/wiki/Antiport
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ent%C3%A9rocyte
https://fr.wikipedia.org/wiki/Intestin
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ion_sodium
https://fr.wikipedia.org/wiki/Hydron
https://fr.wikipedia.org/wiki/Cellule_(biologie)
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Casselbrant%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25861809
https://fr.wikipedia.org/wiki/Syst%C3%A8me_nerveux_central
https://fr.wikipedia.org/wiki/Syst%C3%A8me_nerveux_central
https://fr.wikipedia.org/wiki/Glande_surr%C3%A9nale
https://fr.wikipedia.org/wiki/Syst%C3%A8me_nerveux_central
https://fr.wikipedia.org/wiki/Syst%C3%A8me_nerveux_central
https://fr.wikipedia.org/wiki/Glande_surr%C3%A9nale
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Figure 18:Représentation de quelques facteurs de régulation et des molécules de 

signalisation (A) et (B) impliquées dans l’absorption intestinale du glucose  (CHAN et  

LEUNG, 2015). BBM: membrane de la bordure en brosse intestinale, BLM : membrane 

basolateral; cAMP, adénosine monophosphate cyclique ; GLUT2 : transporteur du glucose 

2, PKA : protéine kinase A : PKC : protéine kinase C; SGLT-1 :co-transporteurs glucose 

sodium dépendant -1, NHE3 : L'échangeur sodium-hydrogène 3 (sodium-hydrogen 

exchanger3), CCK :Cholécystokinine, AngII: Angiotensine II ,  Ang (1-7) : Angiotensine 

III,   GLP2 : glucagon-like peptide-1,   NO : monoxyde d’azote , Mas : récepteur de Ang (1-

7). 

A 

 

B 
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 6.4. Traitements du diabète de type 2 

        Un bon contrôle glycémique du DT2 est recommandé pour retarder, voir prévenir la 

survenue et ralentir la progression des complications. Pour atteindre ces objectifs, plusieurs 

thérapies sont à notre disposition. Un régime alimentaire bien équilibré en glucides, en 

protéines et en lipides ainsi que l’exercice physique sont des composantes essentielles du 

traitement du diabète sucré (LEY et al., 2014). Encore, l’insulinothérapie occupe une place 

importante dans l’arsenal thérapeutique du diabète de type 1 (GIN et REGALLEAU, 1999) et 

du DT2 (DIRCKX, 1998). Ce dernier nécessite chez la majorité des patients et surtout 

pendant les premiers stades, une prise en charge médicamenteuse et cela par l’intervention des 

hypoglycémiants oraux qui sont classés selon leur mode d’action en trois catégories : 

- Les sulfamides hypoglycémiants corrigent le déficit de l’insulino-sécrétion par les cellules β 

du pancréas en potentialisant la réponse insulino-sécrétoire au glucose (DEY et al., 2002). 

- Les biguanides hypoglycémiants classés en deuxième lieu n’agissent pas sur la sécrétion 

insulinique, ce sont des potentialisateurs d’effets de l’insuline. Ils réduisent la glycémie basale 

et postprandiale en diminuant la production hépatique du glucose (inhibition de la 

néoglucogenèse et de la glycogénolyse et favorisant la capture et l’utilisation périphérique du 

glucose principalement au niveau musculaire (augmente la sensibilité à l’insuline) (THULÉ, 

2012). 

- Les inhibiteurs des alpha-glucosidases intestinales constituent la troisième classe des 

hypoglycémiants oraux. Ils atténuent la glycémie postprandiale par leur action directe comme 

agent inhibiteur des alpha-glucosidases intestinales en ralentissant la digestion des 

polysaccharides. L’absorption du glucose après un repas est ainsi retardée dans le temps 

(HERMANS, 1998). 

 

Les traitements pharmacologiques sont nécessaires, mais souvent restent inadéquates 

pour prévenir l’incidence et les complications du DT2. L’activité physique, la perte de poids 

et le régime peuvent prévenir le diabète et ses complications. Les plantes utilisées dans 

l’alimentation contribuent également à retarder le délai d’apparition du DT2. En effet 

plusieurs études ont montrés que  les plantes médicinales ont aussi des rôles bénéfiques pour 

diminuer les facteurs de risque associés aux complications diabétiques (GAIKWAD et al., 

2014 ; GOVERNA et al., 2018) 

 

6.5. Les composants phytochimiques à effets hypoglycémiants 

      Les plantes ont une importance capitale pour la survie de l’homme et des différents 

écosystèmes. Elles renferment une part importante des composés qui interviennent dans 

l’ensemble des réactions enzymatiques ou biochimiques ayant lieu dans l’organisme. On 

distingue ainsi deux groupes de métabolites: les métabolites primaires et les métabolites 

secondaires (AHARONI et GALILI, 2011).  Il existe plus de 200000 métabolites secondaires 

(HARVEY et al. 2015), dont plus de 200 qui présentent une activité hypoglycémiante 

(GAIKWAD et al., 2014). 

      Ainsi un certains nombres de groupes, tels que des alcaloïdes, des saponines, des 

flavonoïdes, des glycosides, des polysaccharides, des peptidoglycanes, acides aminés et 

d'autres composés obtenus à partir de diverses sources végétales, semblent avoir des effets 

hypoglycémiants importants dans le traitement du diabète notamment le DT2. Le tableau 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Aharoni%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21144730
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XVI  résume les importants phytoconstituants ayant des effets hypoglycémiants utilisés dans 

le traitement du diabète de type II. 

 

Tableau XVI : Liste des importants phytoconstituants à effet hypoglycémiant 

Phytoconstituants Noms de la plante Partie utilisée Références 

Alcaloïdes 

Berberine 
Berberis spp. 

Tinospora cordifolia 

Racines, écorces et 

tiges 
WANG et al. (2015) 

Causuarine 6-o-α- 

glucoside 

Syzygium 

malaccense 
écorces 

SHEN et CHANG 

(2013) 

Catharanthine, 

vindoline, vindolinine 

Vindogentianine 

Catharanthus roseus 
Feuilles, tiges, 

fleurs et racines. 
TIONG et al. (2015) 

Cryptolepine 
Cryptolepis 

sanguinolenta 
Racines 

AMEYAW et al. 

(2016) 

Harmane, norharmane Tribulus terrestris Fruits 
CHHATRE et 

al.(2014) 

Jatrorrhizine, 

magnoflorine, 

palmatine 

Tinospora cordifolia Tiges 

 

PATEL et MISHRA 

(2011) 

javaberine A 

hexaacetate, javaberine 

B hexaacetate, 

Talinum 

paniculatum 
Racines 

 

CATTHAREEYA et 

al. (2013) 

Lepidine et 

semilepidine 
Lepidium sativum Graines ATTIA et al. (2017) 

Glycosides 

Jamboline or antimellin Syzygium cumini Graines 
SWAMI et al. 

(2012) 

Myrciacitrines I et II ; 

myrciaphenones A et B 
Myrcia multiflora Feuilles 

MATSUDA et al. 

(2002) 

Perlargonidine 3-o-α-1 

rhamnoside 
Ficus bengalensis 

Écorce 

 

GAYATHRI et 

KANNABIRAN  

(2008). 

Vitexine, isovitexine et 

isorhamnetine 3-O-β-

D-rutinoside 

Microcos paniculata Feuilles 
 

CHEN et al. (2013) 

Polyphénols  

Acide protocatechuique 
Sansevieria 

roxburghiana 
Feuilles 

BHATTACHARJEE 

et al.(2017) 

Acide syringique 
Alpiniacalcarata 

roscoe 
Feuilles 

SRINIVASAN et al. 

(2014) 

Acide férulique 
Cimicifuga 

racemosa 
Racines  

(OU et KWOK, 

2004) 

Hydroxytyrosol et 

Oleuropeine 
Oleaeuropaea L. Feuilles 

 

JEMAI et al.(2009) 

 

Epigallocatechine-

gallate 
Camellia sinensis Feuilles 

WALTNER-LAW et 

al. (2002) 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bhattacharjee%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28533752
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Hesperidine, naringine Citrus spp. Fruit JUNG et al.(2004) 

Kaempferitrine Bauhinia forficate Feuilles JORGE et al.(2004) 

Kaempférol Jindai soybean Feuilles ZANG et al.(2011) 

Quercétine 
Phyllanthus 

emblica L. 
Fruits 

SRINIVASAN et al 

.(2017) 

Térpenoïdes et stéroïdes 

α-amyrineacetate Ficus racemosa Fruits 
NARENDER et al. 

(2009) 

Charantine 
Momordica 

charantia 
Fruits 

 NKAMBO et al. 

(2013) 

Acide corosolique,acide 

maslinique 

Lagerstroemia 

speciosa 
Feuilles 

MIURA et al. 

(2012) 

Polysaccharides 

Pectines 

 

Ficus pumila 

 

Fruits 

 

WU et al. (2017) 

Gomme 

galactomannanes 

Cyamopsis 

tetragonolobus 

 

Graines 

 

 

SAEED et al. (2012) 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2095177917301181#!
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nkambo%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24940315
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861717310834#!
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I. MATÉRIEL ET MÉTHODES 

L’étude est réalisée au sein du Laboratoire de Biochimie Analytique et Biotechnologies 

(LABAB) de l'Université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou et une partie des activités 

biologiques comme l’activité hypoglycémiante a été réalisée au sein du centre de recherche 

sur l'inflammation (CRI) Université Paris Diderot. Faculté de Médecine Xavier Bichat. 

L’analyse chromatographique de l’extrait phénolique des margines et immunologique  de 

l’aflatoxine B1 a été effectuée aux laboratoires Agrobio, Groupe Qualtech à Rennes, France.  

 

1.1. Matériel 

1.1.1. Matériel non biologique 

 Equipement et appareillage 

 Les appareils utilisés sont les suivants:  

-Chromatographie Haute Performance (THERMO FISHER SYSTEM); 

-Electrophorèse sur mini cuves verticales (HOEFFER SE 200) ; 

 -Evaporateur rotatif (IKA-DEST);  

-Spectrophotomètre UV Visible (UV-1700 SCHIMADZU, Japon) ; 

-pH mètre (HANNA-INSTRUMENTS) ; 

 -Autoclave de paillasse (PB INTERNATIONAL); 

-Hotte à flux laminaire (GELAIRE BSB4A); 

 -Etuves (MEMMERT);  

-Four pasteur (BINDER), 

 -Lampe UV 245nm-365nm (DESAGA)  

-Speed Vac Plus Vacuum Concentrato (Savant SC110A-120, Thermo Scientific) 

-Microscope photonique (MOTIC),  

-Bain-Marie (MEMMERT);  

-Centrifugeuses réfrigérée (max 28000 g, SIGMA); 

-Microcentrifugeuse à eppendorfs (MSE, Microcenter, UK) ; 

-Agitateurs (IKA, HANNA, HEIDOLPH HEI); 

-Balances de précision (Denver Instrument, Capacity (g) : 230 g );  

-Lecteur ELISA (Micro ELISA Reader (BIOTEK EL 311); 

 -Lyophilisateur (TELSTAR”, Model LyoQuest -55);  

-ACCU-CHEK (Roche Diagnostic; Meylan, France);   

-Automate voltage clamp (DVC 1000, WPI, Aston (England) linked through a MacLab 8 to 

Mac Intosh computer);  

-Ultracentrifugeuse TL-100, Beckman Coulter (France); homogénisateur (Polytron, 
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Kinematica, Switzerland),  

-Densitomètre utilisant le logiciel Image Janalysis program (National Institute of Health, 

USA). 

 

 Produits, réactifs et Consommable 

2,2-Diphenyl-1-picryhydrazyl, peroxyde d'hydrogène, réactif de Bradford, Sérum albumine 

bovine, Tween 80, acrylamide, N, N'-méthylene-bis-acrylamide, dodécyl sulfate de sodium, 

glycine, persulfate d'ammonium, réactif de Folin-Ciocalteu, composés phénoliques (acide 

caféique, hydroxytyrosl, tyrosol, acide gallique, acide cinnamique, acide coumarique, acide 

tannique et oleuropéine) Sigma-Aldrich (France). Chlorure de sodium, chlorure de calcium, 

chlorure de potassium, chlorure de magnésium, chlorure de fer, persulfate d'ammonium, 

sulfate d’ammonium, tartrate de sodium, bicarbonate de Sodium, carbonate de Sodium, 

phosphate de sodium, acétate de sodium, phosphate dipotassique, ferricyanure de potassium, 

bromure de potassium, sulfate de fer, sulfate de manganèse, sulfate de cuivre, Trizma-base. 

-Solvants : Acide acétique, acide chlorhydrique, acide trichloroacétique, acide sulfurique, 

méthanol, acétate d'éthyle, hexane, chloroforme, éthanol, glycérol, DMSO) Merck 

(Germany). 

-Milieux de culture et réactifs spécifiques utilisées pour la partie microbiologique: PDA : 

Pomme de terre, Dextrose, Agar ; CAM: milieu à base de noix de coco (Coconut Agar 

Medium) ; PDB: milieu à base de pomme de terre liquide (Potato Dextrose Broth) ; SMKY: 

Semi syntheticliquid medium. Kit ELISA (Celer AFLA B1) (MA220/MA221; Tecna R 

&D•Diagnostics-Biotechnolgy, Italy) les compositions des milieux de cultures et la référence du 

Kit ELISA (Celer AFLA B1)sont motionnées dans l'annexe 5 et 6. 

-Réactifs spécifique pour l'activité hypoglycémiante : Luminol reagent (Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, CA), anti-pan PKC (α,δ,ζ,D/μ) (Cell Signaling Technology, 

Ozyme, France), SGLT-1 rabbit antibody (Millipore, France), mouse beta-actin antibody 

(Sigma, France). 

-Consommable : Plaques CCM (20 x 20cm, 0, 20mm d’épaisseur) de gel de silice-60 254F 

(Macherey Nagel, Germany), verreries, micropipettes, micro-seringue Hamilton, filtres à 0,45 

µm, papier Whatman N°1. 

 

1.1.2. Matériel biologique 

 Matériel végétal 

o Les  margines 

Les margines ayant fait l’objet de notre étude proviennent d’une huilerie moderne 

utilisant le système d'extraction à trois phases dans la région de Kabylie située dans la wilaya 

de Tizi-Ouzou. Celles-ci proviennent de la compagne oléicole 2010/ 2011. Les margines ont 

été recueillies dans des bouteilles en plastiques, acheminées rapidement au laboratoire, ces 

dernières ont subi une macrofiltration avec une passoire (Ø des pores > 5µm) afin de se 

débarrasser des impuretés puis conservées dans des flacons en plastiques de 500 ml au 

congélateur à – 40 °C jusqu’à leurs utilisations (ESMAIL et al., 2015). 

http://www.mn-net.com/TLCStart/TLCphases/SILGTLCplates/tabid/5622/language/en-US/Default.aspx
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       Afin d’étudier les activités anti-oxydante, antifongique et hypoglycémiante des margines, 

les échantillons de margines ont subi une lyophilisation  pendant 6 h afin d’obtenir la poudre 

de margines (PM). 

o Le  maïs 

Dix kg de grains de maïs (Zea mays L.) importés d'Argentine et destinés à la 

consommation humaine ont été étudiés. Un échantillon a été recueilli en juin 2015 sur le 

marché de Tizi-Ouzou. L'échantillon a été fractionné (200 g) et placé dans des sacs en papier, 

scellés et maintenus au réfrigérateur à + 4 °C jusqu'à son utilisation. 

 

 Matériel non végétale 

o La souche fongique testée 

La souche utilisée dans les tests fait partie des moisissures appartenant au genre 

Aspergillus. Il s’agit d’une souche de références aflatoxinogène nommée  A. flavus (NRRL 

3251T fourni par le laboratoire de recherche de Biologie des systèmes microbiens (LBSM, 

ENS Kouba).  La souche est conservée à -40 °C en présence du glycérol à 20 %. Le repiquage 

de la souche est effectué sur milieu PDA inclinée et sur boite de Petri de 9 cm de Ø. 

o Les cellules Mode K 

        Établie à partir des cellules épithéliales de l’intestin grêle de jeunes souris C3H/HeJ 

fourni par l’unité cellulothèque IFR128 cell bank  du laboratoire de recherche BioSciences 

Gerland - Lyon Sud. 

o Les souris 

Les animaux d'expérience utilisés sont des souris mâles C57BL/6J âgées d'environ 4 à 6 

semaines et pesant entre 20-24 g. Elles sont fournies par le Centre d'élevage Janvier situé à Le 

Genest-St Isle (France). Tous les animaux sont  de statut sanitaire EOPS (Exempts 

d'organismes pathogènes spécifiques). Dès leur réception, les souris sont placées 

aléatoirement en groupe de 6 dans des cages standard pour une période d'acclimatation avant 

d'être utilisées dans les différentes expériences. Pendant cette période les animaux avaient un 

accès libre à l’eau et à de la nourriture standard et sont maintenues dans une animalerie à 

température constante (22 ± 2) °C. Les souris ont été traitées en accord avec les lois 

Européennes concernant l'usage d'animaux en laboratoire. (authorization protocol number: 

02133.01). 

 

1.2. Méthodes  

  1.2.1. Caractérisation physicochimique des margines  

La caractérisation physicochimique des margines issues de l’huilerie utilisant le système 

de centrifugation à trois phases est basée sur l’étude des paramètres suivants : 

L’acidité (pH), la  conductivité, la matière sèche (MS), la teneur en eau (TE), la matière 

minérale sèche (MMS), la matière volatile sèche (MVS), la matière en suspension (MES), la 

matière grasse (MG), les polyphénols totaux, les sucres totaux (ST), les sucres réducteurs, et 

les protéines totales. 

Avant de procéder au dosage des différents paramètres physicochimiques. L’échantillon de 

margine est filtré à l’aide d’une passoire et centrifugé (3000 g/min à 4 °C). Pour la 

détermination du pH, MS, TE, MMS, MVS, MES, l’échantillon de margine est utilisé sans 

subir de filtration ni de centrifugation. 
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       1.2.1.1.  Détermination du pH 

L’acidité des margines est évaluée en mesurant le pH. Ce dernier mesure la 

concentration d’une solution aqueuse en protons en déterminant ainsi le degré d’acidité ou de 

basicité de la solution (BUCK et al., 2002). 

Après étalonnage du pH mètre, l’électrode de mesure est plongée dans un bécher contenant un 

volume de 100 ml de margines bien homogénéisée et le pH  indiqué est noté (REJESEK, 

2003). 

      1.2.1.2.  Conductivité 

La conductivité est la capacité d’une solution à faire passer le courant électrique. Elle 

est exprimée par microsiemens par centimètre (µS/cm) ou en millisiemens par centimètre 

(mS/cm) (ANONYME  6, 2013). Après étalonnage du conductimètre, la sonde est plongée 

dans un bécher contenant 100ml de margines bien homogénéisées. 

La valeur donnée par le conductimètre correspond à la conductivité des margines en 

prenant en considération la température à laquelle la mesure a été faite, elle est exprimée en 

mS/cm (REJESEK, 2003). 

      1.2.1.3.  Teneur en eau et en matière sèche 

La matière sèche (MS) est constituée par l’ensemble des substances organiques et 

inorganiques, en solution ou en suspension, contenues dans les margines (AISSAM, 2003). 

Elle est déterminée selon le protocole suivant : 

Une capsule en porcelaine vide est pesée,  20 ml de margines sont introduites dans cette 

dernière et  l’ensemble est pesé. La capsule contenant les margines est incubée dans une étuve 

à 105 °C jusqu’à obtention d’une masse constante. Après refroidissement, la teneur en matière 

sèche est déterminée (RODIER, 1996). 

La teneur en matière sèche est calculée par la formule suivante : 

 

[MS] (g/l) = (M2-M0)1000/VE 

 

MS : Teneur en matière sèche (g/l). 

M0 : Masse de la capsule vide (g). 

M2 : Masse de la capsule et des margines après séchage (g). 

VE : volume de margines (ml). 

 

La teneur en eau (TE) est la proportion effective d’eau contenue dans les margines. Elle est 

déterminée par la formule suivante : 

 

TE(%) = (M1-M2)100/ (M1-M0) 

 

TE : Teneur en eau. 

M0 : Masse de la capsule vide (g). 

M1 : Masse de la capsule et des margines avant séchage (g). 

M2 : Masse de la capsule et des margines après séchage (g). 
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        1.2.1.4.  Teneur en matière minérale et en matière volatile sèche 

La teneur en matière minérale sèche ou cendres, est déterminée par perte de masse à 

partir de la matière sèche par l’incinération dans un four à moufle à 550 °C pendant 2 h 

(RODIER, 1996). 

Après calcination, il y’a obtention des cendres blanches ou grises claires. L’échantillon 

est ensuite refroidi dans un dessiccateur et pesé dès qu’il atteint la température du laboratoire.  

La teneur en matière minérale sèche est donnée par la formule suivante : 

 

[MMS](g/l) = (M3-M0)1000/VE 

 

M0 : Masse de la capsule vide (g). 

M3 : Masse de la capsule après calcination à 550 °C (g). 

VE : Volume de margines (ml). 

 

La matière volatile sèche représente la fraction organique de la matière sèche qui 

disparait au cours de la calcination de cette dernière à 550 °C. Elle est déterminée en faisant la 

différence entre les concentrations de la MS et de la MMS et représentée par la formule 

suivante : 

 

[MVS](g/l) = [MS]-[MMS] 

 

       1.2.1.5.  Teneur en matière en suspension 

La matière en suspension correspond à des particules de faibles tailles et/ou de faible 

densité, ce qui limite leur chute par gravité. Elle est obtenue soit par filtration sur une 

membrane poreuse de 0,45 µm, soit par centrifugation (2800 à 3200 g/15min). 

La teneur en MES des margines est déterminée selon le protocole suivant : 

        Après centrifugation de 100 ml de margines à une vitesse de 3200 g/15 min, le liquide 

surnageant est séparé par aspiration à l’aide d’une pipette en verre sans perturbation du dépôt, 

puis le culot déposé au fond du tube à centrifuger est transvasé dans une capsule en porcelaine 

préalablement séchée et pesée. Le tube à centrifuger est aussi rincé à l’eau distillée et  les 

eaux de lavage sont recueillis avec le culot dans la capsule puis sécher a l’étuve à 105 °C 

jusqu’à obtention d’une masse constante. Après refroidissement au dessiccateur, la capsule est 

à nouveau pesée. Les opérations de séchage sont recommencées, refroidissement et pesées 

jusqu’à stabilisation entre deux pesées successives (RODIER, 1996). 

La teneur en MES est calculée par la formule suivante : 

 

[MES] (g/l) = (M1-M0)1000/VE 

 

M0 : Masse de la capsule vide (g). 

M1 : Masse de la capsule pleine après dessiccation à 105 °C (g). 

VE : Volume de margines (ml). 
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        1.2.1.6.  Teneur en matière grasse 

La matière grasse (MG) constitue un groupe hétérogène, dont la propriété commune est 

d’être insoluble dans l’eau et soluble dans les solvants organiques. 

La teneur en matières grasses des margines a été estimée par dosage colorimétrique 

décrit par KNIGHT et al. (1972). 

           1.2.1.6.1. Estimation de la teneur en matière grasse par dosage colorimétrique 

Le dosage colorimétrique des lipides a été effectué selon KNIGHT et al. (1972), cette 

méthode utilise un réactif à base de phospho-vanilline et d'acide sulfurique (annexe 1), et une 

solution mère de lipide ou d'acide gras (0,3 mg/ml) dilué dans du chloroforme comme 

standard. 

Dans des tubes à essais nous mesurons 0,1 ml de chaque échantillon de margine ou 

étalon, auxquels on rajoute 5 ml d'acide sulfurique (H2SO4, 98 %) à l'aide d'une burette ou 

pipette graduée. Agiter puis chauffer au bain marie à 100 °C pendant 10 min. Après 

refroidissent 0,4 ml de chaque tube ont été prélevé puis on rajoute 6 ml de réactif de phospho-

vanilline (Annexe 1). Après 45 min d'incubation à température ambiante, une coloration rose 

apparait dont l'absorbance a été mesurée à 525 nm au spectrophotomètre UV visible contre un 

blanc (sans lipides). Les échantillons à doser et la gamme étalon ont été préparés de la même 

manière et dans les mêmes conditions. 

La concentration de lipides est calculée à partir de l'équation de régression de la gamme 

d'étalonnage établie avec l'acide oléique [0-300] µg/ml (annexe 1). 

 

        1.2.1.7. Teneur en polyphénols 

           1.2.1.7.1. Extraction des polyphénols 

Le protocole d’extraction des polyphénols à partir des margines est basé sur la méthode 

décrite par DE MARCO et al (2007) dont les principales étapes sont résumées dans le 

diagramme représenté par la figure 19. Il s’agit d’une extraction liquide-liquide avec un 

solvant polaire (acétate d’éthyle)  après une étape d’acidification des margines brutes avec de 

l’HCl (4 N) à pH 2 suivie d’une étape de délipidation avec un solvant apolaire (hexane) dont 

le but d’éliminer la matière grasse. L’acidification est une étape très importante pour la 

précipitation des protéines et la rupture des liaisons établies entre les composés phénoliques 

aux composants des parois cellulaires ainsi que l’hydrolyse des phénols complexes en phénols 

simples (DE MARCO et al., 2007).  
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Figure 19: Diagramme d’extraction des polyphénols à partir des margines (DE MARCO 

et al., 2007). 

 

          1.2.1.7.2. Détermination de la teneur en polyphénols 

La teneur en polyphénols a été estimée par méthode de Folin-Ciocalteu selon 

SINGLETON et ROSSI (1965), qui est basée sur la réduction en milieu alcalin de la mixture 

phosphotungstique (WO4
2-) et phosphomolybdique (MOO4

2-) du réactif de Folin par les 

groupements réducteurs des composés phénoliques, conduisant à la formation de produits de 

réduction de couleur bleue. Ces derniers présentent un maximum d’absorption à 760 nm, dont 

l’intensité est proportionnelle à la quantité de polyphénols présents dans l’échantillon (CICCO 

et al., 2009). Les solutions de l’échantillon à doser et la gamme étalon ont été préparées de la 

même manière et dans les mêmes conditions (annexe 2) : 

125 µl de chaque dilution de l’extrait phénolique de margines ont été mesurés, auxquels 

on rajoute 500 µl d’eau distillée puis 125 µl du réactif de Folin. Six minutes plus tard un 

volume de 1,25 ml de la solution aqueuse de carbonate de sodium (NaCO3) à 20 % est 

additionné au milieu réactionnel (dont la préparation est mentionnée dans l’annexe 2) puis on 

complète à 3 ml avec l’eau distillée après avoir bien agité. 

Après 60 min d’incubation à température ambiante, l’absorbance a été mesurée à 760 

nm au spectrophotomètre contre un blanc sans extrait. La quantification des composés 

10 ml de margines acidifiées à pH = 2 
 

Lavage à l’hexane (2 X 15 ml) 
 

 
 

Centrifugation (4000 g pendant 15 min) 

 
 

Extraction avec 10 ml d’acétate d’éthyle (v/v) (4X) 

Agiter pendant 3 min 

 
 

Centrifugation (4000 g pendant 10 min) 

 
 

Evaporation sous vide à 40 °C jusqu’à l’obtention d’un résidu 

sec 
 

Dissoudre le résidu sec dans 3 ml de méthanol 
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phénoliques a été faite en fonction d’une courbe d’étalonnage linéaire de la forme y = ax, 

réalisée en utilisant l’acide gallique comme référence. Les résultats seront donc exprimés en 

équivalents d’acide gallique. La concentration des polyphénols totaux est calculée à partir de 

l’équation de régression de la gamme d’étalonnage établie avec l’acide gallique (0 – 100 

µg/ml) (annexe 2). 

 

1.2.1.7.3. Séparation et  identification des composés phénoliques par  HPLC 

L'analyse des composés phénoliques après extraction a été effectuée sur un système 

HPLC-UV (Ultimate 3000, Thermo Fisher Scientific®) muni d’un  détecteur UV  à 280 nm. 

Une  colonne type phase inverse Hypurity, C18, 250 x 4,6 mm, 5 μm a été utilisée pour 

l'analyse des polyphénols.  Le système solvant utilisé est composé d’un gradient de solvant A 

(eau: acide trifluoroacétique) (90:10, v / v) et solvant B (acétonitrile: méthanol) (80:20, v / v). 

      Le gradient d’élution est réalisé selon le programme indiqué dans le tableau XVII, avec un 

débit  de 1 ml / min et le volume d'injection était de 20 μl. Les composés phénoliques ont été 

identifiés en fonction de leur temps de rétention par rapport aux standards phénoliques. 

L’échantillon est dissous dans le méthanol puis filtré avec un filtre millipores (0,45 μm). 

La teneur totale en composés phénoliques extraits des margines a été déterminée à l'aide du 

réactif  Folin-Ciocalteau (SINGLETON et ROSSI, 1965). L'absorption à une longueur d'onde 

de 760 nm a été déterminée avec un spectrophotomètre. Les données sont exprimées en 

équivalents (Eq) d'acide gallique (g d’acide gallique/ 100 g  de margine). 

 

Tableau XVII : Gradients d’élution pour l’analyse HPLC 

 

Temps (min) A (%) B (%) 

6 35 65 

9 60 40 

14 80 20 

25 100 0 

30 35 65 

 

 

        1.2.1.8.  Teneur en sucres totaux 

Les sucres totaux ont été dosés par la méthode de DUBOIS et al.(1956). Tous les sucres 

réagissent avec le phénol et l’acide sulfurique concentré et donnent une coloration jaune-

orangée stable. Dans chaque tube à essai 2 ml de la dilution de l’échantillon plus 1ml de la 

solution phénol à 5 % et 5 ml de d’acide sulfurique à 96 % avec une bonne agitation. 

Après 10 min d’incubation à température ambiante, et une autre incubation dans un bain 

marie à 30 °C jusqu’à apparition d’une couleur jaune-orangée, L’absorbance a été mesurée à 

492 nm au spectrophotomètre UV-Visible contre un blanc. Les échantillons et la gamme 

étalon sont préparés de la même manière et dans les mêmes conditions. La teneur en sucres 

totaux est calculée à partir de l’équation de régression de la gamme d’étalonnage établie avec 

une solution de glucose [0 – 50] µg/ml représenté en annexe 3. 
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        1.2.1.9.  Dosage des sucres réducteurs 

Les sucres réducteurs (en raison de leur groupement carbonyl libre C=O), en milieu 

alcalin et chaud, permettent de réduire l'acide 3,5-dinitrosalicylique (3,5-DNS) jaune en acide 

3-amino-2-hydroxy-5-nitrosalicylique (rouge orangé). 

Les sucres réducteurs ont été dosés par la méthode de MILLER (1959). Les sucres réducteurs 

(en raison de leur groupement carbonyl libre C=O), en milieu alcalin et chaud, permettent de 

réduire l'acide 2,3-dinitrosalicylique (DNS) dont la composition du réactif est donnée en 

annexe en acide 3-amino-5-nitrosalicylique. 

Le produit de la réaction au milieu basique développe une coloration jaune orangé avec 

un pic d'absorption à 540 nm. L'échantillon à doser a été dilué convenablement de façon à 

obtenir une concentration en sucres réducteurs voisine de 1 g/L. À 1 ml de cette dilution, on a 

ajouté 1 ml de réactif au DNS. Le mélange a été porté à ébullition pendant 5 min et refroidi 

homogénéisé au vortex, et la densité optique a été lue à 540 nm. La courbe d'étalonnage a été 

réalisée avec une solution de glucose de 0 à 1 g/L (annexe 3). 

 

        1.2.1.10.  Teneur en protéines 

La teneur en protéines des margines a été estimée par la méthode de Bradford dont le 

principe est la fixation du réactif de Bradford sur la protéine en formant un complexe 

(colorant-protéine) de couleur bleue (BRADFORD, 1976). 

Dans chaque tube à essai on met, 1 ml de l’échantillon et 5 ml du réactif Bradford dont 

la préparation est mentionnée dans l’annexe 4. Après 10 min d’incubation à température 

ambiante, l’absorbance a été mesurée à 595 nm au spectrophotomètre UV-Visible contre un 

blanc. Les échantillons et la gamme étalon sont préparés de la même manière et dans les 

même conditions. La teneur en protéines est calculée à partir de l’équation de régression de la 

gamme d’étalonnage établie avec la BSA [0 – 40] µg/ml (annexe 4). 

 

 

   1.2.2. Analyse du pouvoir antioxydant de la poudre et de l’extrait phénolique des 

margines 

        1.2.2.1. Test du piégeage du radical DPPH• 

La molécule de 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH•) est un radical libre stable, dont 

la solution possède une coloration violette et une absorption caractéristique à 517 nm. Quand 

une solution de DPPH• est mélangée avec une substance donneuse d’atomes d'hydrogène, 

anti-oxydante, il y’aura formation de la forme réduite (Figure 20). Ceci provoque le 

changement de la coloration violette en coloration jaune caractérisée par une bande 

d’absorption dans le visible à 517 nm (BRAND-WILLIAMS et al., 1995). 
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Figure 20 : mécanisme réactionnel d’un antioxydant avec le DPPH  

(BRAND-WILLIAMS et al., 1995) 

 

L’effet piégeur ou le pouvoir anti-radicalaire des échantillons étudiés vis-à-vis du 

radical DPPH• est évalué selon la méthode décrite par BRAND-WILLIAMS et al. (1995).Les 

mélanges réactionnels contenant 100 µl de chaque échantillon avec les concentrations 

suivante préparées dans le méthanol (10-100 µg/ml), d'échantillon et 2 ml de solution de 

DPPH• (6x10-5 MDPPH, dissous dans le méthanol, préparée le jour de l'analyse) ont été 

incubés 60 min à l'abri de la lumière. L'absorbance a été mesurée à 515 nm contre un blanc 

sans extrait. 

L'acide ascorbique et le Trolox ainsi que l'acide gallique et caféique ont été utilisés 

comme antioxydants standards. L'étude de la variation de l'activité anti-radicalaire en fonction 

de la concentration des extraits permet de déterminer la concentration qui correspond à 50 % 

d'inhibition (IC50), plus la valeur de IC50 est faible ce qui correspond aussi à une faible 

absorbance plus l'extrait est puissant vis-à-vis des radicaux libre. Les résultats sont exprimés 

en pourcentage d'inhibition du radical DPPH donné par la formule suivante : 

 

IC 50 % (DPPH•) = [(AC- AE)/AC] X 100 

Avec : IC 50 % (DPPH•): pourcentage (%) de l'activité anti-radicalaire ; 

AE: absorbance de l'échantillon ou standard testes ; 

AC: absorbance du control sans extrait. 
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La concentration efficace (EC50) qui est la concentration d’extrait, du produit brut ou 

de l’antioxydant standards responsable de 50 % d’inhibition des radicaux DPPH• présents 

dans le milieu réactionnel, est déterminée un graphique représentant le pourcentage 

d’inhibition du DPPH˙ en fonction des concentrations des échantillons testés ou des 

antioxydants standards utilisés. 

 

        1.2.2.2. Test du pouvoir réducteur de l’ion ferrique (RP) 

Cette méthode est basée sur l'aptitude des extraits à réduire de fer ferrique (Fe) en fer 

ferreux (Fe2+) établit par OYAIZU (1988). Le mécanisme est connu comme étant un 

indicateur de l'activité donatrice d'électrons, caractéristique de l'action anti-oxydante des 

polyphénols. Elle consiste à mélanger 1 ml de chaque solution de PM et d'EPM ou de 

l’antioxydant standard (Trolox, acide ascorbique) à différentes concentrations (0 -50 µg /ml) 

avec 1 ml de tampon phosphate (0,2 M, pH 6,6) et 1 ml d’une solution de ferricyanure de 

potassium [K3Fe(CN)6] à 1 %). Le mélange obtenu est incubé à 50 °C pendant 20 min, puis 1 

ml d'acide trichloroacétique (CCl3COOH) à 10% sont ajoutés pour stopper la réaction. Le 

mélange est centrifugé à 2000 g pendant 10 min. À 1 ml du surnageant sont additionnés 1 ml 

d'eau distillée et 0,5 ml de chlorure de fer (FeCl3) à 0,1 %. Le milieu réactionnel est incubé à 

température ambiante pendant 10 min. L’absorbance du mélange réactionnel est lue à 700 nm 

contre un blanc qui contient tous les réactifs sauf le FeCl3. 

L'augmentation de l'absorbance dans le milieu réactionnel indique une augmentation du 

pouvoir réducteur des extraits testés. L'étude de la variation de l'activité réductrice du fer en 

fonction de la concentration des extraits permet de déterminer la concentration qui correspond 

à 50 % d'inhibition (IC50), plus la valeur de IC50 est faible, plus l'extrait a un pouvoir 

réducteur important ; l'IC50 est un indice utilisé pour comparer est exprimer la puissance des 

capacités réductrices des substances bioactives.  

L'activité de l'extrait est comparée à celle des antioxydants synthétique (acide 

ascorbique, et le Trolox). 

Le pouvoir réducteur du fer des échantillons testés par rapport aux standards utilisés est 

calculé selon la formule suivante : 

 

Pouvoir réducteur de fer (%) = [(Ao - A1/Ao)] X 100 

 

Ao : Absorbance de FeCl3.  

A1 : Absorbance de FeCl3 en présence de l'extrait ou standard. 

 

         1.2.2.3. Test  du piégeage du radical ABTS·+ 

Cette méthode est basée sur la capacité des composés à piéger le radical-cationique 

ABTS·+, (sel d'ammonium de l'acide 2,2’-azinobis(3-éthylbenzothiazothiazoline)-6- 

sulfonique), en réagissant avec le persulfate de potassium (K2S2O8), l'ABTS forme le radical 

ABTS·+, de couleur bleue à verte. L'ajout d'un antioxydant provoque la réduction de ce radical 

et ainsi la décoloration du mélange réactionnel (figure 21). La décoloration du radical, 

mesurée par spectrophotométrie à 734 nm, est proportionnelle à la concentration en 

antioxydants. Ce test est utilisé dans beaucoup de laboratoires pour l'étude de l'activité anti-

oxydante car le radical ABTS·+ réagit rapidement avec les antioxydants et peut être utilisé sur 
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une large gamme de pH. Le radical cationique ABTS·+ est formé par arrachement d'un 

électron (e-) à un atome d'azote de l'ABTS. En présence d'un antioxydant donneur de H+, 

l'atome d'azote concerné piège un H+, conduisant à l'ABTS+, ce qui entraine la décoloration de 

la solution. 

 

 

 

Figure 21:Mécanisme réactionnel d'un antioxydant avec le radical ABTS·+ (DE 

OLIVEIRA et al., 2014). 

Le protocole utilisé est adapté selon la méthode d'ARNAO et al. (2001). Une solution 

mère d'ABTS stable est préparé en mélangeant 7,4 mM d’une solution aqueuse d'ABTS avec 

2,6 mM de persulfate de potassium. Le mélange est laissé à l'obscurité et à température 

ambiante pendant 12 heures. Pour la réaction une quantité de cette solution 0,9 ml est ensuite 

dilué avec l'éthanol (1 ml) afin d'obtenir une absorbance de 0,700 ± 0,05 à 734 nm. À 950 µL 

de cette solution, 50 µl de chaque solution PM ou d'EPM (20 µg/ml) ou standards (acide 

ascorbique et Trolox) à la même concentration sont ajoutés, après 1, 3 et 6 min on note 

l'absorbance obtenue à 734 nm, en se référant à un témoin sans extrait. Les résultats sont 

exprimés en pourcentage d'inhibition (PI) du radical ABTS•+ donné par la formule suivante : 

 

PI (ABTS•+) = [(AC-AE)/AC] X 100 

 

Avec :PI (ABTS•+) : pourcentage (%) d'inhibition (capacité du piégeage du radical)  

AE: absorbance de l'échantillon ou standard testés.  

AC: absorbance du contrôle sans extrait. 
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  1.2.3. Etude de l’activité antifongique de la poudre et de l’extrait phénolique des 

margines 

Cette partie est consacrée à l’étude de l’effet de la poudre (PM) et de l’extrait 

phénolique des margines (EPM) sur la croissance, la sporulation et la production des 

aflatoxines par Aspergillus flavus 

        1.2.3.1. Traitement des margines brutes 

Les margines sont sous forme liquide. Afin de les concentrer sous forme d’une poudre, 

elles ont subi le procédé de lyophilisation suivant : 

Une quantité de 15 ml de margines est déposé dans des plateaux en aluminium réservés à cet 

effet. Après une congélation de 24 heures, une lyophilisation a été réalisée pendant une durée 

de 6 heures jusqu'à l’obtention d’une poudre. Après grattage, la poudre de margines est 

récupérée dans des boites stériles et conservée à + 4 °C. 

        1.2.3.2. Préparation de l’inoculum 

Pour la standardisation de l’inoculum de départ, une méthode photométrique (ATWAL, 

2003 ; OMS, 2008) a été employée. A partir d’une culture de moisissure pure sur milieu PDA, 

les spores sont raclées à l’aide d’une anse, l’anse est déchargée dans 5 à 10 ml d’eau 

physiologique stérile à 0,9 % additionnée de 0,1 % de Tween-80 stérile selon la méthode de 

LOPPEZ-MALO et al. (2005). La suspension de spores est homogénéisée, l’opacité doit être 

équivalente à 0,5 Mc Farland où à une densité optique comprise entre 0,08 à 0,1 lue à 625 nm. 

La densité mesurée est équivalente à 1x108 spores/ml. L’inoculum peut être ajusté s’il est trop 

dense avec de l’eau physiologique stérile. Á partir de là, on effectue une série de dilutions afin 

d’obtenir la charge de spores voulue pour les essais. 

La densité de spores peut être aussi confirmée par comptage sur cellule de Malassez 

(OMS, 2008). 

         1.2.3.3. Tests préliminaires 

            1.2.3.3.1. Etude du pouvoir producteur d’Aflatoxines sur milieu CAM et par 

chromatographie sur couche mince 

Le criblage de la souche Aspergillus flavus productrice d’aflatoxines est réalisé par 

détection de fluorescence à 365 nm sur le  milieu de culture CAM à base de noix de coco dont 

la composition est décrite en annexe 5, selon la technique décrite par DAVIES et al. (1987) et 

FENTE et al. (2001). La souche fongique (10 µl) est ensemencée par piqure central sur milieu 

gélosé à base d’extrait de noix de coco déchiqueté (CAM), favorable à la production 

d’aflatoxines (FENTE et al., 2001). Dans le milieu CAM, les aflatoxines, combinées aux 

matières grasses de la noix de coco, donnent une fluorescence visible sous lumière UV (365 

nm) surtout sur le revers de la colonie (DAVIES et al., 1987). En effet, après 48 à 72 h 

d’incubation à 28°C, les souches productrices d’aflatoxines développent autour de la colonie 

une fluorescence bleue et verte respectivement, visible sous la lumière UV (365 nm) et un 

revers de la colonie jaune orangé visible à la lumière du jour. La confirmation de la 

production des aflatoxines est réalisée par chromatographie sur couche mince (CCM). Après 

une culture de 7 jours sur milieu CAM, 6 disques de 6 mm de diamètre (environ 0,5 g) de 

milieu colonisé par le mycélium sont découpés à l’aide d’une pipete pasteur stérilisée, pesés 

puis écrasés à l’aide d’une spatule. Les aflatoxines sont extraits avec 1 ml de méthanol dans 

des eppendorfs. La macération dure 1 à 2 heures et à l’abri de la lumière, les extraits sont 
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obtenus après centrifugation des échantillons à 14500 g pendant 15 minutes. Les surnageants 

(extraits) sont récupérés puis conservé à +4 °C.  

            1.2.3.3.2. Détection des aflatoxines par CCM 

La chromatographie sur couche  mince est une technique de séparation des constituants 

d’un mélange complexe par entrainement à l’aide d’une phase mobile (solvant) le long d’une 

phase stationnaire, en se basant sur le phénomène d’adsorption et de partage. La méthode 

utilisée pour la détection des aflatoxines par CCM est celle décrite par l’A.O.A.C (Official 

Method of Analysis). Des plaques (20 x 20 cm, 0,20 mm d’épaisseur) de gel de silice-60 254F 

ont été utilisées. Le solvant de développement est un mélange de Chloroforme/Acétone  

(90/10, v/v) (CALVO et al., 2004). Des fractions de 20 µl sont appliquées soigneusement en 

évitant d’abimer la surface de chaque plaque. Ces précautions sont importantes pour 

l’obtention d’une bonne qualité de séparation des aflatoxines. Le développement des 

chromatogrammes est effectué dans une cuve de développement (25 x 25 x10 cm) 

préalablement saturée avec le système de solvant de développement.      

Après migration, les plaques sont retirées et séchées. Les aflatoxines sont détectées en 

plaçant les plaques sous lumière UV à 365 nm (SRIVASTAVA et al., 2008). Les aflatoxines 

B apparaissent sous forme de tache bleue. Une comparaison des rapports frontaux (Rf) des 

extraits avec ceux des témoins et de l’intensité de la fluorescence des taches permet de 

confirmer la présence d’aflatoxines et d’apprécier les quantités produites.   L’observation des 

plaques sous UV  à 365 nm permet de visualiser l’aflatoxine B sous forme d’une tache bleue. 

 

         1.2.3.4. Tests antifongiques et anti-aflatoxinogènes « in vitro » 

            1.2.3.4.1.  Détermination de la concentration minimale inhibitrice, biomasse et 

nature de l’activité de la poudre et de l’extrait phénolique des margines 

La concentration minimale inhibitrice (CMI) et la biomasse ont été déterminées selon la 

méthode SRIVASTAVA et al (2008). Des quantités requises de PM et d’EPM ont été 

rajoutées séparément dans le milieu SMKY dont la composition est décrite en annexe 5de 

façon à obtenir les concentrations finales de 2, 4, 6, 8 et 10 g/L pour la PM, et des 

concentrations finales de 50, 125, 250, 400 et 500 mg/L pour l’EPM. Le volume final de 

milieu SMKY dans chaque erlenmeyer été de 25 ml. 02 gouttes de Tween-80 ont été 

additionnées au milieu. Les erlens ont été aseptiquement inoculés avec un disque de 5 mm de 

diamètre d’une culture de 7 jours d’Aspergillus flavus effectuée sur milieu PDA. Des témoins 

sans PM et sans EPM ont été effectués, les essais ont été répétés trois fois. L’incubation a été 

réalisée à 28 °C pendant 7 jours. 

La CMI correspond à la première concentration à partir de laquelle aucune croissance 

fongique n’est observée. Une substance naturelle est dite fongicide lorsqu’elle tue la 

moisissure et fongistatique lorsqu’elle inhibe sa croissance (MOHAMMEDI et al., 2010). 

Pour la détermination de la biomasse sèche par poids sec a été effectuée pour les 

concentrations testées de la PM ainsi que les EPM, le contenu des erlens est filtré avec un 

papier filtre Whatman N°01. Les mycéliums ont été lavés trois fois avec de l’eau distillée, 

séchés à 105 °C, jusqu’à poids constant  (DELGADO-VIRGEN et GUZMAN-DE-PEÑA, 

2009). 
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          1.2.3.4.2. Détermination de l’activité anti-aflatoxinogène sur milieu SMKY 

L’activité anti-aflatoxinogène a été déterminée selon la méthode de SRIVASTAVA et 

al (2008). Des quantités requises de PM et d’EPM ont été rajoutées séparément dans le milieu 

SMKY de façon à obtenir les concentrations finales de 2, 4, 6, 8 et 10 g/L pour la PM, et des 

concentrations finales de 50, 125, 250, 400 et 500 mg/L pour l’EPM. Le volume final de 

milieu SMKY dans chaque erlenmeyer été de 25 ml. 02 gouttes de Tween-80 ont été 

additionnées au milieu. Les erlens ont été aseptiquement inoculés avec un disque de 5 mm de 

diamètre d’une culture de 7 jours d’Aspergillus flavus. Des témoins sans PM et sans EPM ont 

été  effectués, les essais ont été répétés trois fois et l’incubation est réalisée à 28 °C pendant 7 

jours. 

 

              1.2.3.4.2.1. Extraction des aflatoxines à partir du milieu SMKY 

L’extraction des AFB1 a été effectuée selon la méthode de NABNEY et NESBITT 

(1965). Le contenus des erlens sont récupérés et mis dans des tubes coniques de 50 ml 

contenant 20 ml de méthanol (HUYBRECHTS et al., 2013) puis écrasés à l’aide d’une 

spatule. La macération dure 3 heures et à l’abri de la lumière. Les extraits méthanoliques 

d’aflatoxines sont obtenus après centrifugation des échantillons à 4000 g pendant  20 min et 

ont subi une évaporation sous vide à 50 °C. Les résidus sec obtenus sont redissous dont 2 ml 

de méthanol, filtrés à l’aide de microfiltres de 0,45 µm (Millex-HP Syringe Filter Unit, 

Millipore Corporation, USA) et conservés à +4 °C dans des eppendorfs pour l’analyse par 

chromatographie sur couche mince (CCM) et par la technique d’ELISA directe compétitive. 

Ces étapes sont effectuées à l’abri de la lumière. Le diagramme de ces étapes est donné par la 

figure 21. 
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Figure 22 : Diagramme d’extraction des aflatoxines à partir du milieu liquide (SMKY) 

contaminés par Aspergillus flavus 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le contenu des erlenmeyer 

+ 

20  ml de méthanol 70 %, 

Macération  pendant 3 heures 

Centrifugation  à 4000 g pendant  

20 min 

Evaporation sous vide à  50 °C 

de la phase méthanolique 

Récupération des résidus secs 

dans 2 ml de méthanol 

Conservation des extraits à +4 °C 

et à l’abri de la lumière 

Détection de l’AF B1 sur CCM à 

365 nm 

Détection de l’AF B1 par ELISA 

« compétition directe » à 450 nm 



Matériel et Méthodes 

79 
 

        1.2.3.5. Tests antifongiques et anti-aflatoxinogènes « in situ »  

           1.2.3.5.1. Tests préliminaires 

BURT (2004) a suggéré après plusieurs études effectués sur les substances naturelles 

bioactives, que les valeurs des CMIs obtenues « in vitro » doivent être affectées d’un 

coefficient correcteur allant de 2 à 100, pour qu’elles aient le même effet dans une matrice 

alimentaire. Le choix du coefficient correcteur a été établi après avoir procédé à des tests 

préliminaires. Nous avons jugé utile de multiplier les valeurs des CMIs, par un coefficient de 

2. Les tests préliminaires ont permis d’optimiser les concentrations de PM et de l’EPM à 

utiliser et enfin le choix de la matrice alimentaire à contaminer et qui est représentée dans 

cette étude par le maïs. 

 

            1.2.3.5.2.  Choix de la matrice alimentaire 

Aspergillus flavus est le principal agent de contamination du maïs (BATTILANI et al., 

2016). Les conditions spécifiques de la température, de l'humidité relative et de la teneur en 

eau présentent lors du stockage de maïs peuvent contribuer à sa détérioration rapide, suite à la 

croissance fongique. La présence des micromycètes pourrait être attribuée essentiellement à la 

contamination du maïs par des espèces d’Aspergillus (PITT et HOCKING, 2009). Ces 

dernières peuvent provoquer la décoloration des grains, le changement de leurs 

caractéristiques chimiques et nutritionnelles, la réduction de la germination et leurs 

contaminations par des mycotoxines (FRANZOLIN, 1999). 

 

         1.2.3.5.3. Traitement du maïs 

              1.2.3.5.3.1. Méthode de détermination de l’humidité 

La mesure de l’humidité de l’échantillon a été effectuée sur une prise d’essai de 10 g de 

grains de maïs ou de maïs broyé, pesée et mise dans un humidimètre infrarouge réglée à une 

température de 130 °C pendant 10 à 12 min (SULTANA et al., 2015). L’humidité en 

pourcentage (%) est affichée sur l’écran de l’humidimètre. 

             1.2.3.5.3.2. Ré-humidification du maïs 

Pour cette expérience, pour obtenir des grains de maïs ou un maïs broyé avec une 

humidité à 30%, il a été nécessaire de ré-humidifier les grains de maïs ou le maïs broyé en 

ajoutant une quantité d’eau distillée selon la formule suivante : 

 

X= 100 (Hf – Hi)/ (100 – Hf) 

 

X : Quantité d’eau distillée en ml à ajouter pour 100 g de maïs. 

Hf : Humidité finale du maïs (30 %) 

Hi : Humidité initiale du maïs 

 

Les grains de maïs ont été trempés dans de l'eau distillée stérile pendant environ 24 h, à 

température ambiante (25 °C). Le maïs doit reprendre l'apparence et la consistance d'un maïs 

naturellement humide (SULTANA et al., 2015). 

            1.2.3.5.3.3. Broyage et stérilisation du maïs 

Les grains de maïs ont été broyés à l’aide d’un broyeur électrique jusqu'à leur réduction. 

L’échantillon  de  maïs  broyé,  a  été  conditionné  dans  des bocaux en  verre  fermés 

hermétiquement est autoclavés à une température de 120 °C pendant 20 min. 
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Cette stérilisation a pour but d’éviter des signes de contamination (SULTANA et al., 2015). 

 

          1.2.3.5.4. Effet antifongique et anti-aflatoxinogène de la poudre et de l’extrait 

phénolique des margines sur le maïs broyé et contaminé par Aspergillus flavus 

Dans cette expérience le choix s’est porté sur une humidité de 30 % (HESSELTINE et 

al., 1976), l’humidité initiale des grains de maïs était de 11,5 %. Afin d’atteindre cette 

humidité, des concentrations appropriées de PM et d’EPM ont été préparées dans de l’eau 

distillée stérile de façon à obtenir les concentrations 8, 12, 16 et 20 g/kg  pour la PM, et des 

concentrations finales 250, 500, 800 et 1000 mg/kg pour l’EPM et rajoutées aux grains de 

maïs broyés (15 g) dans des conditions stériles et placés dans des boites de Petri stériles de 9 

cm de diamètre. 

Des piqures centrales ont été faites pour le dépôt de 100µl d’une suspension de spores 

contenant 106 spores/ml d’A. flavus (NRRL 3251T). Des témoins sans PM et d’EPM ont été 

effectués et incubés à 28 °C pendant 7 jours. Le diamètre des colonies de la croissance 

fongique ont été mesurés chaque jour. L’estimation du pourcentage d’inhibition par rapport 

aux témoins sans PM ou d’EPM est déterminé selon la formule suivante décrite par LI et al 

(2016): 

 

% d’inhibition = { DT (mm)-DP (mm)]} x100 

 

DP : Diamètre des cultures traitées avec la poudre et les extraits phénoliques des margines. 

DT : Diamètre des cultures témoins non traitées avec la poudre et les extraits phénoliques des 

margines. 

 

La CMI a été définie comme la concentration de poudre ou d’extrait phénolique des 

margines qui a inhibé le développement du mycélium sur le maïs. 

 

1.2.3.5.4.1. Extraction des aflatoxines à partir du maïs broyé 

En vue d’une confirmation de la production des aflatoxines par CCM, les cultures de 

maïs ont subi une extraction au méthanol selon les directives du fournisseur du kit Celer 

AFLA B1 (annexe 6). Les contenues des boites de Petri (15 g) sont fragmentés à l’aide d’une 

spatule du centre vers la périphérie, ensuite introduit dans des tubes coniques de 50 ml, 

l’extraction des aflatoxines est réalisée par l’addition de 20 ml de méthanol/eau  (70/30). 

Après une macération de 3 heures à température ambiante et à l’abri de la lumière, le mélange 

est centrifugé à 4000 g pendant 20 min. Les extraits méthanoliques d’aflatoxines ont subit une 

évaporation sous vide à 50 °C. Les résidus sec obtenus sont redissous dont 2 ml de méthanol, 

filtrés à l’aide de microfiltres de 0,45 µm  (Millex-HP Syringe Filter Unit,Millipore 

Corporation, USA) et conservés à +4 °C dans des eppendorfs pour l’analyse par 

chromatographie sur couche mince (CCM) et par la technique d’ELISA directe compétitive. 

Ces étapes sont effectuées à l’abri de la lumière. Le diagramme du protocole est donné par la 

figure 23. 
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Figure 23 : Diagramme d’extraction des aflatoxines à partir de la poudre de maïs 

contaminée par Aspergillus flavus selon le kit ELISA « compétition directe »  Celer 

AFLA B1 test kit 

 

 

 

 

 

Le contenue des boites de Petri  

+ 

20  ml de méthanol 70 % 

Addition de 4 g de NaCl 

Macération  pendant 3 heures 

Centrifugation  4000 g pendant  

20 min 

Evaporation sous vide à  50 °C 

de l’extrait méthanolique 

Récupération des résidus secs 

dans 2 ml de méthanol 

Conservation des extraits à +4 °C 

et à l’abri de la lumière 

Détection de l’AF B1 sur CCM à 

365 nm 

Détection de l’AFB1 par ELISA 

« compétition directe » à 450 nm 
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       1.2.3.6. Détermination des aflatoxines B1 par le test d’ELISA type « Compétition 

Directe » 

           1.2.3.6.1. Principe du test ELISA compétition directe 

Dans ce type de tests, l'antigène à doser (étalon ou échantillon) entre en compétition 

avec une quantité connue d'Ag marqué par une enzyme pour se lier avec les anticorps 

spécifiques fixés sur la plaque ou la barrette de microtitration. On observe alors une relation 

inversement proportionnelle entre le signal de DO obtenu et la quantité d'Ag contenu dans 

l'échantillon. Ainsi, plus il y a d'Ag dans l'échantillon plus le signal DO est faible car l'affinité 

de l'anticorps est plus grande vis à vis de l'Ag libre que vis à vis de l'Ag marqué. 

Les étapes de l'ELISA  type compétition directe sont résumées dans la figure 24. 

 

 

Etape 1 : Echantillons ou solutions étalon (  ) 

doivent être mélangés en quantité adéquate et 

homogène avec le conjugué enzymatique. 

Etape 2 : Le mélange échantillons ou solutions 

étalon (  ) et conjugué enzymatique (   ) sont 

alors introduits dans les tubes ou micro-puits dont 

les parois sont recouvertes d'anticorps. Ils vont alors 

entrer en compétition pour se lier aux anticorps fixés 

sur les parois du tube ou du micro-puits. 

Ces anticorps sont spécifiques de la molécule à 

détecter et sont responsables de la grande spécificité 

du test. 

 

 

Etape 3 et 4 (incubation et lavage): Après une 

période d'incubation, les tubes ou micro-puits 

subissent plusieurs lavages. A l'issue de ces lavages, 

seules les molécules et/ou conjugué enzymatique, 

qui sont liées aux anticorps resteront fixées sur les 

parois. Le lavage permet d'éliminer certains 

interférents qui peuvent influencer sur le résultat du 

test au moment de la détection. 

  

 

 

 

Etape 5 et 6 : Ajouter le substrat et le chromogène 
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Etape 7 : Durant l'incubation, l'enzyme va catalyser 

la conversion des molécules du substrat (S) qui à 

son tour va  réagir avec les molécules du 

Chromogène (C) dont la couleur vire de l'incolore 

au bleu.  

Chaque molécule d'enzyme catalyse la conversion 

de milliers de molécules de substrat en produit 

réagissant avec le chromogène. 

 

 

 

Etape 8 (ajout de la solution stop): Après une 

étape d'incubation, une solution stop est ajoutée. La 

réaction de conversion est arrêtée immédiatement et 

la couleur vire du bleu au jaune. La densité Optique 

(DO) de la solution est alors mesurée à 450 nm. 

L’intensité de la couleur est inversement 

proportionnelle au niveau de la contamination. 

           

 Echantillon (-)       Echantillon              Echantillon                  Niveau de contamination  

                              moyennement             hautement                         de l’échantillon 

                                contaminé (+)           contaminé (+++) 

Etape 9: la révélation 

 

Figure 24 : Résumé des étapes de l'ELISA type «Compétition Directe» (ANONYME 7, 

2011). 
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             1.2.3.6.2. Protocole du dosage de l'aflatoxine B1 par test ELISA «Compétition 

Directe» 

Après l'extraction et la filtration des échantillons contaminés par Aspergillus flavus à 

partir du milieu liquide SMKY et de la matrice alimentaire représentée par le maïs, on 

procède à  la détermination de l'AFB1 selon les instructions de la fiche technique fournie avec 

le kit de test Celer AFLA B1 (annexe 6) et résumées dans la figure 25.  Les solutions standard 

utilisées pour la réalisation de la courbe d'étalonnage contiennent de l’AFB1 aux 

concentrations suivantes: 0, 1, 5, 20 et 40 ppb. Le dosage a été effectué dans des microplaques 

en plastique muni de barrettes avec des 8 micropuits chacune revêtues d'anticorps anti-

aflatoxines B1. Dans les puits de prémélange, l'aflatoxine marquée aux enzymes ainsi que les 

solutions standard, ou les échantillons ont été mélangés puis transférés dans la plaque de 

microtitration contenant les barrettes revêtues d'anticorps anti-aflatoxines B1 comme suit :  

Cinquante microlitres d’échantillon ont été déposés dans des puits et 100 μl de (AFB1-HRP) 

ont été ajoutés à chaque puits de prémélange. 100 μl de chaque puits de prémélange ont été 

transférés immédiatement dans le micro-puits revêtu d'anticorps anti-aflatoxine B1 

correspondant et incubé pendant 10 min à température ambiante (25 °C). Après l'incubation, 

les puits ont été vidés  de leurs contenus et en  tapotant la microplaque vigoureusement contre 

un papier absorbant. Trois cycles de lavage ont été effectués  avec du PBS-Tween (0,01 M). 

Cent microlitres de substrat (tétraméthylbenzidine, TMB) ont été ajouté dans les puits et 

laissés dans l'obscurité pendant 5 min. L'enzyme a transformé le chromogène incolore en un 

produit bleu. L'addition de la solution stop (50 μl d'acide sulfurique 2 M) a conduit à un 

changement de couleur du bleu au jaune. L'intensité de la couleur est inversement 

proportionnelle à la concentration d'AFB1 dans l'échantillon, qui a été mesurée à 450 nm à 

l’aide d’un lecteur de microplaques ELISA (Biotek EL 311). La courbe d’étalonnage a été 

tracée par le logiciel BioTek™ Gen5™ logiciel de collecte et d’analyse des données  et les 

densités optiques des échantillons ont été comparées avec la courbe d’étalonnage pour 

calculer les concentrations d'AFB1 en ppb (annexe 7). 
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Figure 25: Résumé du protocole du dosage de l'AFB1 extrait à partir du milieu SMKY 

et du maïs contaminés par Aspergillus flavus selon le kit ELISA «compétition directe» 

Celer AFLA B1. 

 

 

Prendre 50 µl de chaque standard ou échantillon dans 

les puits de la plaque d'ELISA 

 

Ajouter 100 µl de l'enzyme conjugué (Ag marqué  

AFB1-HRP) 

 

Prendre 100 µl de chaque mélange (standard et 

échantillon avec le conjugué) dans les micropuits de la 

microplaque revêtus d'anticorps anti-AFB1 

Incuber pendant 10 min à température ambiante 

Lavage de la microplaque (3X) 

Ajouter 100 µl de la solution de développement (substrat) 

 

Agiter la microplaque 

Incuber à température ambiante et à l'abri de la 

lumière pendant 5 min 
 

Ajouter 50 µl la solution stop 

Agiter la microplaque 

Lecture de l'absorbance à 450 nm 
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        1.3.7.3. Expression des résultats 

Pour permettre de calculer plus facilement les concentrations en AFB1 en ppb, les 

données sont d'abord transformées de manière à exprimer l'intensité du signal sur une échelle 

de 0 à 100 %  (figure 26). La valeur de la DO du premier point en ppb correspond au standard 

(0 ppb) (absence d'AFB1) ce qui correspondant à 100  %  d’Ag marqués et les autres valeurs 

des DO obtenues des standards (1, 5, 20 et 40 ppb) ou des échantillons (les extraits d’AFs 

sans ou avec différentes concentrations de PM et d’EPM sont exprimées en % de cette valeur 

(B/B0%). Selon l'équation suivante : 

 

(B/B0)%= DO standard ou échantillon (B) /DO standard 0 ppb (B0) X 100 

 

On reporte ensuite l'intensité du signal B/B0 (échelle linéaire) en fonction de la 

concentration en AFB1 en ppb (échelle semi-logarithmique) selon la figure 26. 

 

 

 

Figure 26 : Représentation du signal B/Bo (échelle linéaire) en fonction de la 

concentration en AFB1 (échelle semi-logarithmique)(ANONYME2, 2011). 

Le haut de la courbe est un plateau correspondant à la valeur du signal en l'absence d'Ag 

non marqué avec l’enzyme (AFB1). La valeur c : correspond à la concentration 50 % de 

fixation de l'AFB1 (Agnon marqué) et le conjugué enzymatique (l'Ag marqué avec l’enzyme). 

a: signal maximum, d: signal minimum, b: terme relatif à la pente au point d'inflexion. La 



Matériel et Méthodes 

87 
 

concentration en µg/kg (ppb) correspondant au pourcentage d'activité de chaque échantillon, 

peut-être lue directement sur la courbe étalon. Il est important que la valeur de B/Bo s'inscrive 

dans la portion 20-80 %. Suivant le degré de contamination et la matrice, on peut également 

être amené à diluer l'extrait pour avoir un signal compris entre 20 et 80 % d'activité, dans ce 

cas il faudra tenir compte de cette dilution supplémentaire et multiplier le résultat par ce 

dernier facteur. 

La courbe de titration de l’AF B1 est donnée en annexe 8. 

 

   1.2.4. Etude de l'activité hypoglycémiante de la poudre et de l'extrait phénolique des 

margines  

         1.2.4.1. Recherche de la toxicité de la poudre et de l'extrait phénolique des 

margines 

La recherche de la dose létale 50 (DL50) est une façon pratique de caractériser et de 

classer la toxicité d'une substance. Celle-ci désigne la dose d'une substance qui peut causer la 

mort de 50 % d'une population animale dans des conditions d'expérimentation précises 

(LAPOINTE, 2004). De ce fait, la mesure de la DL50 peut établir un classement pour ces 

substances (tableau XVIII). 

Tableau XVIII: Echelle de classification des substances toxiques chez les rongeurs selon 

HODGE et STENER (FRANK, 1992). 

 

DL50 Indice de toxicité 

Jusqu'à 1 mg/kg Extrêmement toxique 

1 à 50 mg/kg Hautement toxique 

50 à 500 mg/kg Modérément toxique 

500 à 5000 mg/kg Légèrement toxique 

5000 à 15 000 mg/kg Presque pas toxique 

Plus de 15 000 mg/kg Relativement inoffensif 

 

Cependant, la DL50 a une valeur très limitée, car il ne concerne que la mortalité et ne 

donne aucune information sur les mécanismes enjeu et la nature des lésions. Il s'agit d'une 

appréciation grossière et préliminaire qui peut être influencée par plusieurs facteurs tels que 

l'espèce animale, le sexe, l'âge, le moment de traitement, etc. (LAPOINTE, 2004). 

La DL50 de la PM et de l'EPM n'est pas connue dans la littérature consultée ainsi la recherche 

d'une éventuelle toxicité de la PM et de l'EPM est nécessaire. L'administration de la PM et 

l'EPM a été effectuée par gavage orale aux doses suivantes: 0,5 ; 2 ; 4 ; 6 ; 8 g/kg et de 10 ; 25 

; 250 ; 500 ; 1000 mg/kg respectivement et solubilisées dans de l'eau bidistillée; sont 

administrés par voie orale à 11 groupes ; chaque groupe est composé de 3 souris non 

diabétiques, le 11ème groupe servant de contrôle (recevant de l'eau physiologique). 

Les souris sont mises en observation continue pendant une durée de 72 h concernant les 

symptômes de toxicité, le changement de comportement et la mortalité (LITCHFIELD et 

WILCOXON, 1949). 
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        1.2.4.2. Test de tolérance au glucose 

Le test de tolérance au glucose appelés aussi hyper Glycémie Provoquée par voie Orale 

aussi (HGPO) ou Oral glucose tolerance test (OGTT) est un test simple, utilisé en routine 

clinique. Après une nuit de jeun, des échantillons de sang, sont prélevés à 0, 30, 60 et 120 min 

après une charge orale de glucose pour la détermination des concentrations de glucose 

sanguin. La tolérance au glucose est reflétée par l'efficacité de l'organisme à faire diminuer la 

glycémie après une charge en glucose. 

Comme le test l'indique les souris doivent être à jeun (16 heures). En effet la veille du 

test les souris sont privées de nourriture et une grille métallique est placée au fond de la cage 

pour éviter le phénomène de la coprophagie). Les expériences ont étaient réalisées sur une 

série de huit groupes de souris chaque groupe est composé de 6 souris non diabétiques 

conscientes. Les souris ont été gavées avec une solution de D-glucose (1g/kg de poids 

corporel) en absence et en présence de la PM et les EPM respectivement avec les 

concentrations suivantes : 0,5 ; 2 ;  4 g/kg et de 10 ; 250 ; 500 mg/Kg de poids corporel. Le 

volume total d'injection par gavage était de 250 µl et la quantité de glucose était calculée en 

fonction du poids de chaque animal, le septième (recevant de l'eau distillée) et le huitième 

groupe (recevant la solution de glucose 1g/kg) servent de contrôles. Le sang était prélevé par 

dissection caudale de l'animal pour déterminer la glycémie, avant le gavage pour t=0 puis à 5, 

10, 15, 30, 60 et 120 min. La glycémie est calculée par un appareil adapté (Accu-Check 

performa). La glycémie est donnée en mg/dl après dépôt d'une goutte de sang sur une 

bandelette par capillarité. Chaque souris était marquée au niveau de la queue à l'aide d'un 

marqueur. 

 

      1.2.4.3. Test de provocation in vitro en chambre d'Ussing 

o Définition et principe d'utilisation de la chambre d'Ussing 

Une chambre d'Ussing est un montage permettant de mesurer un courant comme 

indicateur d'un transport ionique à travers un épithélium. Cet outil scientifique porte le nom 

de son inventeur Hans Ussing (1911 - 2000). Ce physiologiste danois inventa dans les années 

1950 un système permettant d'isoler deux compartiments par un épithélium : le compartiment 

luminal et le compartiment basal. Le but de cette chambre était de pouvoir quantifier de façon 

électrique un passage ionique à travers un épithélium sous diverses conditions. Les premières 

expériences furent réalisées par Ussing avec un échantillon d'épithélium de peau de 

grenouille. La chambre d'Ussing est constituée de deux demi-chambres (C). L'échantillon est 

placé entre ces deux demi-chambres (taille du fragment 0,1 à 0,5 cm2) (S), les deux faces du 

tissu, déterminent un compartiment muqueux (lumière intestinale) et un compartiment séreux 

(circulation sanguine) sont baignées dans des solutions tampons avec pression, température et 

osmolarité contrôlées et spécifiques pour chaque type de tissus étudiés. Afin d'assurer la 

survie de l’échantillon, celui-ci est maintenu en conditions physiologiques, avec un milieu 

nutritif et un apport en O2 (95%) et en CO2 (5%), (a). L’O2 assure la respiration cellulaire et le 

CO2 le maintien du pH. Le principe est le suivant : le passage d'ions à travers l'épithélium 

génère une différence de potentiel qui est enregistrée par deux électrodes sensibles au voltage 

(A et A’) placées de chaque côté de l'épithélium. Cette différence de potentiel est ensuite 
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annulée par l'application d'un courant (B et B’), nommé courant de court-circuit (Short-circuit 

current, SCC), de manière à maintenir à zéro le voltage de part et d'autre de l'épithélium. 

L'intensité du courant nécessaire à appliquer pour maintenir la différence de potentiel à zéro 

est mesurée par un ampèremètre (M). Une fois dans ces conditions, toute variation de 

potentiel est retranscrite par une variation de l'intensité du courant à appliquer (figure 27). 

 

 

Figure 27: Représentation schématique de la chambre d'Ussing (USSING  et ZERAHN., 

1951).a : arrivée du carbogène, A et A' : électrode de mesure, B et B’ : électrode de travail, C 

: solution physiologique, D : alimentation continue, W: régulateur potentiométrique, 

M:micro-ampèremètre, P : millivoltmètre. 

Cette technique permet simultanément d’étudier et d’évaluer dans des conditions in 

vitro suffisamment réalistes, non seulement le passage des molécules au travers des tissus 

épithéliaux, mais aussi de suivre certaines fonctions physiologiques de la muqueuse, telles 

que sa capacité à réguler les flux d'ions au travers de la membrane. La possibilité de réaliser la 

mesure simultanée de deux paramètres distincts (les flux ioniques transmembranaires et le 

flux d'absorption d'une molécule d'intérêt) permet en premier lieu de contrôler la viabilité du 

tissu vivant pendant l'expérience, grâce au contrôle continu des paramètres électriques 

caractéristiques de la viabilité membranaire. En second lieu, elle contribue souvent à 

expliquer les modalités de passage transépithélial de la substance considérée.  

 

 Solution de Krebs-Ringer Bicarbonate (KRB) : La solution nutritive utilisée dans 

notre étude était une solution de Krebs-Henseleit (KRB). Il s'agissait d'une modification de 

la solution de Ringer. Elle fut développée dans les années 1930 par HANS KREBS et 

KURT HENSELEIT dans le but de maintenir un tissu dans les conditions physiologiques le 

temps de l'expérience. Cette solution, équilibrée avec un flux gazeux à 95 % d'O2 et 5 % de 
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CO2, présentait un pH de 7,4, pH conforme de l'environnement cellulaire. Elle contenait des 

ions sodium (Na+), chlorure (Cl-), potassium (K+), calcium (Ca+), du sulfate de magnésium 

(MgSO4), des ions bicarbonate (HCO3
-), phosphates (PO4

2-), et du glucose. Les quantités 

utilisées sont celles décrites dans le tableau XIX. 

Tableau XIX : Composition de la solution Krebs-Ringer Bicarbonate (KRB) 

Composition Concentration en mM 

NaCl 117 

KCl 4,7 

CaCl2 2,1 

MgSO4 1,2 

KH2PO4 1,2 

NaHCO3 24,8 

Glucose 10 

 

La stimulation de la capacité de transport de l'épithélium peut être réalisée de différentes 

manières. L'accessibilité des côtés apical et basolatéral du tissu intestinal permet une 

stimulation pharmacologique directe de l'épithélium au niveau basolatéral, notamment via 

l'ajout exogène d'un agoniste des récepteurs cholinergiques, le carbachol (choline chloride 

carbamate) (Cch). La présence de récepteurs muscariniques sur les cellules épithéliales 

(KOZAK et al., 1998) permet une action directe du Cch sur l'épithélium, lorsqu'il est ajouté 

du côté basolatéral, faisant de cette molécule un outil pharmacologique intéressant pour 

étudier la capacité de transport épithélial de l'intestin (TAPPER et al., 1978) 

En effet certains produits de référence comme le carbachol, phloridzine et le glucose 

utilisés dans notre expérience servent au cours d'une expérience sur Chambre d'Ussing à tester 

la viabilité du tissu. Leurs effets et mécanismes d'action étant connus, ils sont utilisés pour 

agir sur les transporteurs cellulaires et donc induire des mouvements ioniques mesurables 

électriquement (tableau XX). 

Tableau XX : Caractéristiques des produits agissant sur les paramètres électriques de 

l'épithélium intestinal 

Produit Lieu d’application Mécanisme d’action Effet sur Isc 

Carbachol Côté Séreux 
Sécrétion de Cl- 

dépendante du Ca2+ 
↑ Isc 

Glucose 
Intestin grêle côté 

muqueux 

augmentation de l'entrée 

de Na+ par le co-

transporteur 

glucose/Na+(SGLT-1) 

↑ Isc 

Phloridzine Côté muqueux 
Inhibition du co-

transporteur SGLT-1 
↓ Isc 
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o Enregistrement du courant de court-circuit (Isc) 

Les électrodes de courant et de voltage étaient branchées sur un amplificateur de voltage 

clamp (figure 28). L'appareil est connecté à une interface traduisant le signal électrique en 

signal informatique, elle-même reliée à un ordinateur (MacLab ; MacIntosh computer). 

L'amplificateur utilisé est un DVC 1000 voltage-clamp amplifier (DVC 1000; WPI, Aston, 

England). 

 

 

 

 

 

Figure 28: Photo originale du montage éléctrophysiologique de la chambre d’Ussing 

 

Légendes : 1: amplificateur DVC 1000, 2: station d’enregistrement, 3: chambre d’Ussing, 4: 

montage du tissu dans la cassette,  5: électrodes sensibles au voltage, 6: logiciel de traitement 

du signal. 

 

o Préparation des souris et montage de fragments de jéjunum de souris en chambre 

d'Ussing 

Les souris sont maintenues à jeun pendant une durée de 16 heures. Elles sont tuées par 

une overdose de pentobarbital. L'abdomen est ouvert et le segment jéjunal entier est prélevé 

délicatement de la cavité abdominale, vidé de son contenu par deux à trois rinçages avec une 

solution de Ringer froide (annexe 8). Le segment jéjunal est ensuite incisé selon le bord 
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mésentérique puis découpé en fragments qui sont maintenus dans du Ringer froid et oxygénés 

par un courant de carbogène (CO2 : 5 % ; O2 : 95 %). Les fragments sont montés entre deux 

chambres de lucite dont l'ouverture détermine la surface de la muqueuse intestinale. Le 

volume de la solution  KRB (pH 7,4) contenant 10 mM/1 de glucose (contrôle positif) déposé 

dans chaque compartiment de la chambre est de 4 ml. Le système est maintenu à 37 °C et 

oxygéné par un courant de carbogène. Après montage de tissus, environ 40 min sont 

nécessaire pour stabiliser les paramètres éléctrophysiologiques de base. Le KRB seule 

(vecteur) ou contenant de la PM avec les concentrations de (15, 30, 60, 125 mg/ml) ou de 

l’EPM avec les concentrations de (1, 10, 100, 1000 µg/ml) sont ajoutées au compartiment 

muqueux 2 min après l'ajout de glucose. Le carbachol (100 µM/l) (côté Séreux) et la 

phloridzine (500 µM/l) (côté muqueux) sont ajoutés à la fin de chaque expérience en qualité 

de contrôles positif et négatif respectivement. Les propriétés physicochimiques du carbachol 

et de la phloridzine ainsi que leurs références sont mentionnées en annexe 8. 

Les résultats obtenus sont exprimés en intensité du courant de court-circuit Isc (μA/cm2) 

 

         1.2.4.4. Analyse des membranes cellulaire avec le Western blot 

Afin de répondre à cet objectif, le scraping des entérocytes intestinal des souris a été 

effectué et la lignée cellulaire Mode-K a été utilisée dans le but d'étudier l'effet de la PM et de 

l'EPM sur l'expression du transporteur membranaire principalement SGLT-1 et l'absorption 

du glucose et une des voie de signalisation impliquant la protéine kinase-C (PKC). 

          1.2.4.4.1. Etude de l'effet de la poudre et de l'extrait phénolique des margines sur 

l'expression du transporteur membranaire principalement SGLT-1 et de la protéine 

kinase-C (PKC) sur les cellules intestinale des souris testés 

             1.2.4.4.1.1. Protocole du traitement des souris par la poudre et l'extrait 

phénolique des margines et d'isolation de la membrane intestinale de souris (Le 

scraping) pour le Western blot 

Dans notre expérience, les souris ont été gavées avec du glucose 1 g/kg en absence et en 

présence de la poudre de margines (PM) 4 g/kg et d'extrait phénolique de margines (EPM) 

500 mg/ml. Le contrôle (recevant de l'eau distillée). Le choix des concertations testées ont été 

établies selon les résultats obtenus lors du test de l'OGTT. 

Après 15 min de traitement les souris sont sacrifiées (euthanasie par dislocation 

cervicale) et le jéjunum  mesurant 30 cm est prélevé à l'anus (la coupe se fait  au niveau du 

duodénum (angle de Treitz) qui est un ligament en suspension). Après l'avoir lavé au tampon 

PBS froid contenant des inhibiteurs de protéase, on découpe le tube intestinal pour le poser à 

plat. Ce travail se réalise sur une plaque en verre placée sur de la glace afin de stopper les 

réactions enzymatiques. Une fois le tube ouvert on aplati à l'aide d'une pince et on prélève la 

muqueuse intestinale (scraper 15 cm du jéjunum) avec deux lames en verre comme représenté 

dans la figure 29. 
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Figure 29: Représentation du prélèvement de la muqueuse intestinale (le scraping). 

 

Les échantillons sont ensuite récupérés dans des eppendorfs en présence d'une solution 

tampon de RB++ PI (RIPA  Buffer + Phospatase Inhibitor) froide (annexe 9) et ont subi une 

lyse et homogénéisation à l'aide d'un Torax suivie d’une sonification à l'aide d'un sonicateur 3 

fois pendant 15 sec, cette opération est effectuée dans un bac remplie de glace. 

Après une première centrifugation à 400 g pendant 10 min à + 4 °C, effectuée dans le 

but d'éliminer les particules indésirables, les surnageants récupérés ont subi une 

ultracentrifugation à 100 000 g pendant 45 min à + 4 °C. Les culots ont été resuspendus dans 

du tampon RB++ PI et complémenté avec du tampon Laemmli5X (annexe 9), placés dans un 

bain marie en ébullition pendant 3 min. Les échantillons sont congelé à -20°C jusqu'à leurs 

utilisations. 

Les teneurs en protéines ont été suivies par analyse Western blot. L'actine est utilisée 

comme marqueur de dépôt afin de normaliser les expériences (contrôle interne) et la 

concentration de la protéine-cible est indexée à celle de l'actine. L'expérience est répétée  trois 

fois pour chaque concentration testée. 

            1.2.4.4.2. Etude de l'effet de la poudre et de l’extrait phénolique des margines sur 

l'expression du transporteur membranaire principalement SGLT-1 et de la protéine 

kinase-C (PKC) sur la lignée cellulaire Mode-K 

               1.2.4.4.2.1. Description de la lignée Mode-K 

 La lignée cellulaire Mode-K, a été établie à partir de cellules épithéliales de l'intestin 

grêle de jeunes souris C3H/HeJ, après immortalisation par transfert de l'oncogène T du 
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rétrovirus simiens SV40 (VIDAL et al., 1993). Ces cellules adhérentes sont d'haplotype H-2k 

et présentent toutes les caractéristiques morphologiques et phénotypiques des entérocytes. 

Avec un temps de dédoublement de 24 heures (figure 30). 

 

 

 

Figure 30: Photo originale de la morphologie de la lignée cellulaire Mode-K, en 

microcopie optique phase inverse, contraste en phase,  grossissement X20, culture en 

passage 24. 

               1.2.4.4.2.2. Entretien de la lignée 

Les cellules Mode-K sont cultivées à 37 °C (atmosphère humide, 5 % de CO2) en 

présence de milieu de culture RPMI 1640 (annexe 10) contenant 8 % (volume/volume) de 

sérum de veau fœtal (SVF) décomplémenté, 2 mM de L-glutamine, 100 U/ml de pénicilline, 

100 µg/ml de streptomycine et 0,25 µg/ml d'amphotéricine B. Lorsqu'elles arrivent à 

confluence, ces cellules sont trypsinées, centrifugées et ensemencées à une densité moindre 

dans de nouvelles flasques de culture. Les cellules Mode-K sont cryoprésevées dans l'azote 

liquide après avoir été remises en suspension dans une solution de SVF 10% DMSO. 

               1.2.4.4.2.3. Passage de la lignée cellulaire Mode-K 

 Le passage des cellules doit se faire sous la hotte et il consiste à l'aspiration de l'ancien 

milieu de culture et lavage des cellules avec du PBS. Puis, 0,3 ml de la trypsine EDTA sont 

additionnés et les cellules sont incubées pendant 5 min à 37 °C. Après détachement des 

cellules de la surface de la boite de culture, un volume de 1,7 ml du milieu de culture RPMI 

1640 est ajouté et une homogénéisation est pratiquée pour bien séparer les cellules encore en 

agrégats. Après comptage et dilution convenable, les cellules sont transférées dans un 

nouveau flasque en plastique stériles. Une homogénéisation est pratiquée pour répartir 

uniformément les cellules. 

                 1.2.4.4.2.4. Comptage des cellules 

La détermination du nombre cellulaire est une étape nécessaire qui précède chaque 

expérience. La méthode du bleu de trypan a été utilisée pour faire le dénombrement des 

X20 
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cellules Mode-K. Cette méthode permet de distinguer entre les cellules vivantes, et les 

cellules mortes. Pratiquement, un volume  de 50 µl de la suspension cellulaire est mélangé 

avec 450 µl de la solution du bleu de trypan 0,1 % (une dilution à 1/10ème). La solution 

obtenue est incubée pendant 5 min à température ambiante. Le nombre de cellules vivantes et 

mortes est déterminé directement par comptage en cellule de Malassez après coloration au 

bleu de Trypan. Les cellules vivantes, dont la membrane est intacte, sont imperméables aux 

colorants vitaux comme le bleu de Trypan, alors que les cellules mortes, qui ont perdu 

l'intégrité de leur membrane cytoplasmique, se colorent en bleu. Les cellules sont comptées à 

l'aide d'un microscope photonique au grossissement X 40. Le nombre de cellules est 

déterminé selon la formule suivante: 

Concentration cellulaire par millilitre (Cellules/ml) = nombre de cellules par carré (10 

carrés) X facteur de dilution x 104 

 

                    1.2.4.4.2.5. Traitement de la lignée cellulaire Mode-K par la poudre et 

l'extrait phénolique de margines pour le Western blot 

                       1.2.4.4.2.5. 1. Test de toxicité des cellules Mode-K  

La veille de l'expérience, les cellules ont été ensemencées dans un flasque en plastique 

stérile de 25 cm2à une densité de 0,5 millions de cellules/flasque avec 5 ml de milieu RPMI 

SVF- dépourvue de sérum de veau fœtal (Le milieu est composé de sodium pyruvate, HEPES, 

du milieu MEM NE aa (avec acides aminés non essentiels) (annexe 9), B mercaptoéthanol, 

antibiotiques (pénicilline et streptomycine). Elles ont été incubées dans une étuve à 37 °C en 

atmosphère humide contrôlée à 5 % de CO2. 

Pour tester la toxicité de la PM et de l’EPM, les cellules Mode-K ont été ensemencées à 

une densité de 280 000 cellules par 1,5 ml de milieu RPMI SVF- par insert de plaques de 6 

puits. Puis traités avec différentes concentrations de PM (0, 20, 40, 60, 100 mg/ml)  ou 

d’EPM (0, 20, 40, 60 et 100 µg/ml) et incuber pendant 30 min. Après 30 min d’incubation les 

cellules ont été lavée et décrochées des inserts avec 1,5 ml de tampon PBS (1X) salin froid ([-

]CaCl2 ; [-]MgCl2) (annexe 10) et en présence d’un milieu dissociant (Tryp LE Experss) 

(annexe 10) dans chaque puits. Des aliquotes de 50 µl de chaque suspension obtenue ont été 

ajoutées à un volume de  450 µl de colorant bleu de Trypan (0,1 %), et les cellules qui n'ont 

pas absorbé le colorant ont été comptées comme des cellules vivantes. Le pourcentage des 

cellules viables en présence de la PM et de l’EPM a été calculé par rapport au nombre total de 

cellules présentes.  

 

                     1.2.4.4.2.5.2. Protocole du traitement de la lignée cellulaire Mode-K par la 

poudre et l'extrait phénolique des margines pour le Western blot 

Pour le Western blot, les cellules ont été ensemencées à une densité de 280 000 cellules 

par 1,5 ml de milieu RPMI SVF- par insert de plaques de 6 puits (12 mm de diamètre et 0,4 

µm de porosité), les puits sont traités comme suit : un control négatif avec des cellules non 

traités (sans PMA, sans PM et sans EPM), cellules traités avec le PMA seule avec une 

concentration de 10 ng/ml final (contrôle positif), des cellules traitées avec les PM et l'EPM 

seules à une concentration de 30 mg/ml et de 10 µg/ml respectivement, et des cellules traitées 



Matériel et Méthodes 

96 
 

avec le PMA en présence de la PM et des EPM aux même concentrations déjà testées. Les 

concentrations testées de la PM, EPM et de PMA ont été préparées dans le milieu RPMI SVF-

. Après 30 min d'incubation à 37 °C, les puits ont été lavés avec le tampon PBS (1X) salin 

froid ([-]CaCl2 ; [-]Mg Cl2) avec des inhibiteurs de phosphatases et des anti-protéases. Dans 

des eppendorfs les cellules ont été lysées et homogénéisées par sonication 3 fois pendant 15 

sec, puis centrifugées à 400 g pendant 10 min à + 4 °C afin d'éliminer les impuretés et une 

ultracentrifugation à 100000 g pendant 45 min à + 4 °C. Les culots obtenus sont resupendus 

dans du tampon PBS avec 50 µl de Laemelli à 5X dans un rapport de 1 pour 4 (50 µl dans 200 

µl de PBS) et placés dans un bain marie en ébullition à 100 °C pendant 3 min. Après 

refroidissement, les échantillons sont congelés à – 20°C pour le Western blot.  

Il est à noter que le PMA (Acetatemyristate de phorbol (phorbol-12-myristate-13-

acétate)) est un activateur ou stimulant chimique des protéines kinases (PKC) de façon 

spécifique en se substituant à leur ligand physiologique, le diacylglycerol (DAG). 

1.2.4.4.3. Analyse des protéines 

Afin de déposer la même quantité de protéines sur le gel de séparation, un dosage des 

protéines dans chaque lysat est effectué par la méthode de Bradford (Biorad, Hercules, CA, 

USA). 

 

1.2.4.4.4. Western blotting 

 Electrophorèse  

30 µl des échantillons (les protéines intestinales de souris et les protéines des cellules 

Mode- K) ainsi que 5 µl des marqueurs de poids moléculaires (10 à 250 kDa) (annexe 11) ont 

été déposés dans les puits et séparés en fonction de leur poids moléculaires sur un gel de type 

SDS-PAGE 10 % (voir annexe11). La migration électrophorétique a été effectuée à 150 volts 

pendant 1 heure. 

 Electro-transfert  

Après migration, les protéines ont été transférées sur une membrane de nitrocellulose 

(Invitrogen) grâce à l'application d'un champ électrique (70 volts pendant 75 minutes). Après 

le transfert, les membranes ont été saturées par une solution de blocage contenant du lait à 5 

% dans du TBST (Tris-buffered saline (TBS) avec 0,1 % de Tween-20) pendant 1 heure à 

température ambiante. 

 Immuno-détection et révélation  

Après 5 lavages successifs au TBS-T 1X, les membranes ont été incubées toute une nuit 

à 4 °C avec l'anticorps primaire. L’anticorps est dilué dans du TBS-T 1X suivant les 

instructions du fournisseur (les différents anticorps primaires utilisés ainsi que les dilutions et 

les fournisseurs sont récapitulés dans l’annexe  12). Suite à l'incubation, les membranes ont 

été lavées 5 fois TBS-T 1X puis incubées pendant 1 heure à température ambiante avec 

l'anticorps secondaire couplé à une peroxydase. Après rinçage, les membranes ont été 

incubées avec un révélateur fourni par le kit (Western Blotting, Luminol reagent, Santa Cruz 

Biotechnology) pendant 1 min, la révélation des bandes à été effectuée par 

chimiluminescence. La visualisation du marquage a été réalisée grâce à l'utilisation d'une 
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caméra (Ultimate sensitivity- Advenced camera technology), reliée à un logiciel de traitement 

de l'image (Fusion 7). Les bandes ont été quantifiées par densitomètrie (Image J analysis 

program (National Institute of Health, USA). Alternativement, les membranes ont été aussi 

incubées avec un anticorps secondaire conjugué à la phosphatase alkaline les bandes ont été 

révélées  avec le NBT/BCIP reagents dans le tampon carbonate (0,1 mM NaHCO3, 1 mM 

MgCl2, pH 9,8). 

Il est à noter que l'actine est utilisée comme marqueur de dépôt afin de normaliser les 

expériences du fait que, sa concentration est la même au niveau de toutes les cellules (contrôle 

interne). Ainsi, la concentration de la protéine-cible est indexée à celle de l'actine. Cette 

pratique permet la correction par rapport au taux de protéines totales sur la membrane, en cas 

d'erreur ou de transfert incomplet. 

 

   1.2.5. Analyse statistique des résultats 

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne ± écart type. Les analyses 

statistiques ont été réalisées en utilisant le test de variance ANOVA. Le test ANOVA à un 

seul facteur suivie du test de Tukey’s, ont été aussi utilisés pour les comparaisons multiples 

pour les différentes activités (anti-oxydante, antifongique et hypoglycémiante) de la poudre et 

de l’extrait phénolique des margines. Le test ANOVA à deux facteurs suivie du test de 

Bonferroni, ont été utilisés pour déterminer les différences significatives entre les moyennes 

des groupes dans l’OGTT pour l’activité hypoglycémiante. Les valeurs de p inférieur à 0,05 

(p<0,05) sont considérées statistiquement significatives. La comparaison des moyennes et des 

variances est déterminée grâce au logiciel Graphpad Prism version 5.0. 



 

3ème Partie : 

Résultats et discussion 
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II. Résultat et discussion  

2.1. Caractérisation physicochimique des margines  

       Les résultats de la caractérisation physicochimique des margines issues de l’huilerie 

moderne utilisant le système de centrifugation à trois phases sont regroupés dans le 

tableau XXI. 

 

Tableau XXI : Caractérisation physicochimique des margines provenant d’une huilerie 

moderne 

 

Paramètre Margines 

pH (25° C) 4,88 ± 0,09 

Conductivité (mS/cm) 12,2 ± 0,13 

MS (%) 11,85 ± 1,50 

TEE (%) 88,73 ± 0,21 

MMS (g/100g) 09,91 ±1,03 

MVS (g/100g) 90,09 ± 2,36 

MES (g/100 g) 28,94 ± 0,25 

Matière grasse (g/100 g) 1,11 ± 0,08 

Polyphénols (g/100 g) 5,29 ± 1,67 

Sucres totaux (g/100 g) 11,39 ± 2,12 

Sucres réducteurs (g/100 g) 3,69 ± 0,90 

Protéines (g/100 g) 1,04 ± 0,06 

 

Les valeurs du tableau représentent la moyenne de trois essais ± écart type. 

2.1.1. Le pH  

       La valeur enregistrée est de 4,88 ; elle se situe dans la limite de la fourchette de 

l’intervalle de (4,7 – 5,7) cité par ZBAKH et EL ABBASI (2012), cette valeur acide est 

proche de celle trouvée par ESMAIL et al. (2014) pour les margines issus de deux régions 

(Ouazzane et Fès Boulman) situées au Maroc et qui est de l’ordre de 4,65 et 4,77 

respectivement.  

Ces résultats montrent que les margines étudiées sont des effluents  acides. L’acidité des 

margines selon la littérature est peut être due à la présence des acides organiques comme les 

acides phénoliques (HAMDI, 1993) et les acides gras comme l’acide palmitique, l’acide 
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oléique, l’acide linoléique et l’acide arachidonique (AMARAL et al., 2008 ; ASFI et al., 

2012), ainsi qu’à la fermentation des sucres (HAMDI, 1991) et les réactions d’auto-oxydation 

et de polymérisation qui transforment les alcools phénoliques en acides phénoliques 

(ESMAIL et al., 2014). 

     2.1.2. La conductivité  

       La conductivité des margines dépend de leur teneur en sels minéraux (ZBAKH et EL 

ABBASSI, 2012). Les résultats obtenus pour les margines issues de l’huilerie moderne sont 

de l’ordre de [12,2 ± 0,13] mS/cm. Ces résultats sont proches des résultats obtenus par 

DANELLAKIS et al. (2011) pour des margines issues d’une huilerie localisée à Patras(Grèce) 

qui est de 11,28 mS/cm et supérieur par rapport aux résultats obtenus par ACHAK et al. 

(2008) pour des margines de la région de Marrakech (Maroc) qui est de l’ordre de 8,4 mS/cm.  

       AISSAM (2003) et ACHAK et al. (2011) ont mentionné que cette différence en 

conductivité des margines est due à la richesse naturelle des olives en sels minéraux et  à 

l'ajout du sel lors du stockage des olives avant leurs trituration. L’ajout du sel à raison de 5 

kg/100 kg d’olives lors du stockage conserve la qualité du fruit tout en inhibant le 

développement de microorganismes, surtout les moisissures. 

2.1.3. Teneur en eau et en matière sèche  

La teneur en eau dans les margines étudiées est de l'ordre de [88,73 ± 0,21] % (tableau 

XIX), cette dernière se situe dans l’intervalle de [83-94] % pour les margines issus d’une 

huilerie moderne en Tunisie (NOUBIGH et al., 2007). 

Les taux d'humidité élevés des margines s'explique par l'eau existant habituellement 

dans les olives d'une part, et d'autre part, par l'eau ajoutée au cours du processus d'extraction 

d'huile d'olive (PROCIDA et CECCON, 2006). 

La teneur moyenne en matière sèche (MS) pour les margines issues de l'huilerie 

moderne sont de l'ordre de [11,85 ± 1,50] % qui est équivalente 118,5 g/L de margines 

(tableau XIX). Cette valeur est proche de celle trouvée par ESRA et al. (2001) pour des 

margines issues d'une huilerie située à Istanbul (Turquie) qui est de [78,2 ± 13,6] g/L, et 

supérieure par rapport à la valeur citée par DANELLAKIS et al. (2011) pour des margines 

issues d'une huilerie située à Patras (Grèce) qui est de [64,68 ± 1,03] g/L et par rapport à celle 

trouvé par ACHAK et al. (2007) qui est de [56,75 ± 2,51] g/L. 

Les variations de la teneur en matière sèche peuvent être dues à des paramètres 

climatiques et géologiques, à des variations botaniques, au stade de maturation de l'olive et au 

procédé d'extraction de l’huile (EL-ABBASSI et al., 2011). 

2.1.4. Teneur en matière minérale et en matière volatile sèche  

La teneur moyenne des margines étudiées en matière minérale sèche (MMS) est de 

l'ordre de [09,91 ± 1,03] g/100g de poudre de margines qui est équivalente à 11,75 g/L 

(tableau XIX). Cette valeur est proche de celle trouvée par MEKKI et al. (2007) pour des 

margines tunisiennes qui est de [10 ± 0,43] g/L, et supérieure par rapport à la valeur trouvée 

par ACHAK et al. (2009) pour les margines de la région de Marrakech (Maroc) qui est de 

l'ordre de [5,29 ± 0,05] g/L. Cette différence est expliquée par le degré de maturation et la 

variété des olives (EL-ABBASSI et al., 2011). 
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La teneur des margines en matière volatile sèche (MVS) est de l'ordre de [90,09 ± 2,36] 

g/100g de poudre de margines, qui est équivalente à 106,76 g/L de margines (tableau XIX). 

Cette valeur est plus élevée de celle trouvée par HAMDI (1993) pour des margines issues 

d'une huilerie localisée à Sfax (Tunisie) qui est de l'ordre de 55 g/L, et de celle rapportée par 

SABBAH et al. (2009) pour des margines de la région de Marrakech (Maroc) qui sont de 

l'ordre de [11 ± 1, 12] g/L. Cette différence est due aux conditions climatiques, méthodes 

d’extraction de l’huile d’olive ainsi qu’au temps de stockage des olives avant leur trituration 

(EL-ABBASSI et al., 2011). 

     2.1.5. Teneur en matière en suspension  

Les margines étudiées sont riches en matière en suspension (MES), la teneur est de 

l'ordre de [28,94 ± 0,25] g/100 g et elle est équivalente à 34,3 g/L de  margines (tableau XIX). 

Cette valeur est proche de celle rapportée par ESRA et al. (2001) pour des margines issues 

d'une huilerie moderne à Istanbul (Turquie) qui est de l'ordre de [27,6 ± 5,1] g/l et supérieure 

à celle rapportée par FIESTAS ROS DE URSINOS et BORJA (1992) pour des margines 

d’origine espagnole qui est de l’ordre de 9 g/L.  

La différence dans la teneur en (MES) est peut être due à des paramètres climatiques et 

géologiques, à des variations botaniques, au stade de maturation de l'olive et au procédé 

d'extraction d'huile (EL-ABBASSI et al., 2011). 

    2.1.6. Teneur en matière grasse  

La teneur moyenne en matière grasse (MG) résiduelle présente dans les margines 

étudiées est de l'ordre de [1,11 ± 0,08] g/100g de poudre de margines (tableau XIX), elle est 

équivalente à 1,32 g/L de margines. Cette valeur est très inferieure de celle trouvée par 

BILKA et al. (2009) en utilisant la méthode gravimétrique pour des margines issues d'une 

huilerie moderne à trois phases localisée à Patras (Grèce) qui est de l'ordre de [10,78 ± 1,39] 

g/L. En général le taux de lipides dans les margines varie de 0,03 % à 4,25 % (DERMECHE 

et al., 2013). 

La différence dans la teneur en matière grasse est en relation avec la qualité, le degré de 

maturation des olives et le mode de trituration (AMARAL et al., 2008). 

    2.1.7. Teneur en polyphénols  

Les margines sont caractérisées par la richesse en composés phénoliques, la teneur 

enregistrée pour les margines étudiées est de l'ordre de [5,29± 1,67] g/100g de poudre de 

margines, ce qui est équivalent à 6,27 g/L de margines (tableau XIX). Cette valeur dépasse 

largement la limite de la législation environnementale qui est de 0,5 ppm  (0,5x10-3) g/L pour 

les polyphénols (PINTO et al, 2005). Cette teneur est proche de celle trouvées dans la région 

de Tadla-Azilal (Maroc), des margines issues de l’extraction de l’huile  des olives au stade de 

maturité noires de la plaine de la région et qui de l’ordre de [5,17 ± 0,057] g/L et avec le 

même procédé d’extraction. Alors que des valeurs supérieures ont été trouvées  pour les 

margines issues de l’extraction de l’huile des olives noires de la montagne dans la même 

région et qui est de l'ordre de [8,90 ± 0,728] g/L, avec le même procédé d’extraction 

(LEOUIFOUDI et al., 2015). 

Une concentration de l’ordre de [4 ± 0,6] g/L  a été trouvée par  EL-ABBASSI et al. 

(2011) pour les margines de la région de Marrakech (Maroc) et avec le même procédé 

d’extraction. 



Résultats et discussion 
 

101 
 

Cependant la concentration de polyphénols trouvés dans notre étude reste supérieure par 

rapport à celle trouvée par DE MARCO et al. (2007) pour les margines de la  province 

Benevento (Italie) qui est de l'ordre de 2,5 g/L de margines. 

Cette variation de la teneur en polyphénols dépend de plusieurs facteurs qui sont : les 

conditions climatiques et géographiques (ZIOGAS et al., 2010), l'état physiologique et l'âge 

de la plante (DELEONARDIS et al., 2008), la température des olives avant et durant le 

broyage influence sur la solubilisation des polyphénols (CAPONIO et CATALANO, 2001), la 

variété de l'olivier, les conditions de culture et le degré de maturation des olives (FIESTAS 

ROS DE URSINOS et BORJA, 1992 ; ZIOGAS et al., 2010). En général, la teneur en 

polyphénols,  varie entre 0,63 % à 5,45 % (ZBAKH et  EL ABBASSI, 2012 ; DERMECHE et 

al., 2013).  

        2.1.7.1. Résultats de l’analyse du profil chromatographique de l’extrait phénolique 

des margines 

 La composition des temps de rétention des composés retrouvés dans l’EPM avec ceux 

des différents standards a permis de mettre en évidence huit composés phénoliques 

représentés par le chromatogramme  en annexe 13.  Les temps de rétentions, concentrations et 

proportions (%) des composés phénoliques identifiés dans l'extrait phénolique des margines 

sont représentés par le tableau XXII. 

 

Tableau XXII: Temps de rétention, concentration et proportion (%) des composés 

phénoliques identifiés dans l'extrait phénolique des margines 

 

Composés phénoliques 

Tamps de 

retention 

(min) 

Concentration 

(g en EAG*/100 g  

margines) 

Proportion  

(%) 

Acide gallique 5,99 0,337 ± 0,040   6,37 ± 0,22 

Hydroxytyrosol 7,82 2,869 ± 0,012 54,23 ± 0,22 

Tyrosol 9,50 0,253 ± 0,050   4,78 ± 0,39 

Acide p-coumarique 10,50 0,506 ± 0,010 

 

  9,56 ± 0,12 

Acide protocatechuique 23,10 0,759 ± 0,044 14,35 ± 0,57 

Oleuropéine 41,12 0,046 ± 0,017   0,87 ± 0,36 

Acide vanillique 45,98 0,084 ± 0,021   1,58 ± 0,10 

Acide caféique 50,48 0,064 ± 0,007   1,21 ± 0,12 

Polyphénols totaux / 5,290 ± 1,670          100 

 

*GAE: équivalent en acide gallique. Les valeurs du tableau représentent la moyenne de trois 

essais ± écart type. 
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La composition phénolique rapportée des margines dans la littérature est fortement 

variable en comparaison avec les différents travaux. En effet la fraction phénolique des 

margines se caractérise par une complexité importante, comme l'ont démontré BLANCO et 

al. (2003), qui ont identifié 20 composés phénoliques dans les margines par HPLC-MS-MS. 

Les classes prépondérantes de phénols hydrophiles identifiés comprennent les acides 

phénoliques, les alcools phénoliques, les dérivés sécoiridoïdes, les flavonoïdes (luteolin, 

luteolin-7-glucoside) et les lignanes cités par DERMECHE et al. (2013). Dans notre étude 

l'hydroxytyrosol représente le pic le plus élevé avec une proportion de l'ordre de [54,23± 0,22] 

%, ces résultats concordent avec les données de plusieurs travaux sur la caractérisation des 

extraits polyphénoliques des margines par HPLC UV à 280 nm et HPLC couplée à la 

spectrométrie de masse à 280  nm (DE MARCO et al., 2007 ; ELABBASSI et al., 2012 ; 

LEOUIFOUDI et al., 2015). ELABBASSI et al.(2012) ont identifiés six pics par HPLC UV à 

280 nm : l’acide gallique, l’hydroxytyrosol-4-β-glucoside, l’hydroxytyrosol, le tyrosol, l’acide 

caféique, l’acide p-coumarique et l’ oleuropéine aglycone. La valeur de l’hydroxytyrosol et du 

tyrosol rapporté par ELABBASSI et al.(2012) et de 3,76 g/L et 2,49 g/L en équivalent de 

Tyrosol/L de margines (Tyr E/L de margines) respectivement. Les proportions de 

l’hydroxytyrosol et du tyrosol dans cette étude  est de 54,65 % et de 6,32 % respectivement 

avec une teneur en polyphénols totaux (PPT) égale à 6,11 ± 0,2 g/L de margines pour les 

margines marocaine issus d’une huilerie moderne à trois phase et avec le même protocole 

d’extraction. Les concentrations de l’hydroxytyrosol et du tyrosol trouvées dans notre étude  

restent élevés par rapport aux résultats retrouvés par DE MARCO et al. (2007) pour les 

margines  issus d’une huilerie moderne à trois phase de la province de Benevento (Italy) et 

avec le même protocole d’extraction et qui sont de 1,224 g TyrE/L de margines pour 

l’hydroxytyrosol et de 0,208 g TyrE/L de margines pour le tyrosol. 

En effet VISIOLI et al. (2002) a rapporté que l'hydroxytyrosol est un composé 

phénolique majeur dans les margines. Parmi eux, l'hydroxytyrosol (3, 4-

dihydroxyphényléthanol, HT) se distingue comme un composé à forte valeur ajoutée qui est 

due à son activité anti-oxydante et qui est bénéfique pour la santé humaine. En plus des 

composés identifiés d'autres composés phénoliques sont aussi rencontrés dans la composition 

phénolique des margines comme l'acide sinapique, l'acide syringique, le verbascoside, 

l'apigenine, la quercetine, la naringenine, la rutine, la vanilline et les formes aglycones de 

l'oleuropéine (3,4–DHPEA-EA, 34-DHPEA-EDA) (LEOUIFOUDI et al., 2015). 

L’acide protocatechuique  (APC) un acide phénolique simple, chimiquement connu 

sous le nom d'acide 3,4-dihydroxybenzoïque a été aussi retrouvé en quantité appréciable dans 

les margines étudiés avec une proportion de [14,35 ± 0,57] %.  Isolé pour la première fois à 

partir de pigments d’écailles d'oignons (Allium cepa). L’acide protocatechuique est l'un des 

composés le plus largement distribués et communs de plusieurs plantes, présents non 

seulement dans l'alimentation humaine comme dans le son, le riz brun et  l’oignon et  

également retrouvé dans de nombreux fruits et fruits secs, tels que les prunes, les raisins et les 

noisettes. De nombreuses plantes et épices contiennent aussi de l’APC tels que l’anis étoilé 

(Illicium verum), la mélisse (Melissa officinalis L.), le romarin (Rosmarinus officinalis L.) et 

la cannelle (Cinnamomum aromaticum). L'APC est considéré comme un composant actif de 

certaines plantes médicinales traditionnelles chinoises (LI et al., 2011).Ce composé bioactif  

est connu pour ses propriétés biologiques et ses activités pharmacologiques, agissant comme ; 
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antioxydant, antibactérien, anticancéreux, antiulcéreux, antidiabétique, antivieillissement, 

anticoagulant, antiviral, anti-inflammatoire, analgésique, anti-athérosclérotique, 

cardioprotecteur,  hépatoprotecteur, neurologique et néphroprotecteur(ABIDA KALSOOM et 

al., 2015). 

 

     2.1.8. Teneur en sucres totaux et sucres réducteurs  

La teneur moyenne en sucres totaux présente dans les margines est de l'ordre de [11,39 

± 2,12] g/100g de poudre de margines (tableau XIX), cette teneur est équivalente à 13,50 g/L 

de PM. Cette valeur se situe dans l'intervalle de (10 à 80) g/L cité par PROCIDA et 

CECCON, (2006). Elle est inférieure à celle rapportée par DANELLAKIS et al. (2011) pour 

les  margines issues d'une huilerie localisée à Patras (Grèce) qui est de l'ordre de [41,65 ± 

0,07] g/L et par LEULMI (2011) pour les margines issues d'une huilerie située dans la région 

de Jijel (Algérie) qui est de 39,91 g/L. Cette valeur dépasse légèrement l'intervalle cité par 

ZBAKH et EL ABBASSI (2012) qui est de 1,3 à 8,79 g/L, ce qui prouve la richesse des 

margines étudiées en sucres totaux. Cette teneur élevée en sucres totaux peut être expliquée 

par l'absence d'une fermentation pendant le stockage (HAMDI, 1991).  

         La teneur moyenne en sucres réducteurs dans les margines étudiées est de l'ordre de 

[3,69 ± 0,90] g/100g (tableau XIX), équivalente à 4,38 g/ L de PM. Cette valeur est proche de 

celle trouvée par ESRA et al.( 2001) pour les margines issues d'une huilerie moderne à trois 

phases située à Istanbul (Turquie)  qui est de l'ordre de [4,7 ± 1,8] g/L.  

Les glucides présents dans les margines sont essentiellement représentés par les 

composants pariétaux, en particulier la cellulose et les pectines, ces dernières jouent un rôle 

important dans la texture des olives et représentent environ 0,6 % du poids de la pulpe fraîche 

(GALANAKIS et al., 2010a ; OBIED et al., 2005). De nombreux travaux ont montré que les 

margines sont très riches en sucres simples. Les sucres simples les plus fréquents dans les 

margines sont, en particulier, le raffinose, le saccharose, l'arabinose, le xylose, le glucose, le 

mannose et le fructose (GALANAKIS et al., 2010a ; OBIED et al., 2005). Dans notre 

laboratoire l’étude menée par NADOUR et al.(2015) sur les polysaccharides contenues dans 

les margines local de Tizi-Ouzou (Kabylie) a conduit à leur extraction et la caractérisation 

biochimique de cette fraction. Cette étude a confirmé la présence dans les margines des 

constituants de la paroi cellulaire de l’olive comme les pectines, les hémicellulose et la 

cellulose avec un rendement de 20,51 g/100g de matière sèche. Les hydrolysats acides des 

extraits polysaccharidiques obtenues ont été caractérisés par chromatographie à haute 

performance échangeuse d’anions (HPAEC). Cette dernière a révélé la présence d’une 

composition hétérogène en monosaccharides. Le glucose est le monosaccharide majeur. 

D’autres oses neutres et acides ont été identifiés comme : le rhamnose, le galactose, 

l’arabinose, le mannose,  le xylose et l’acide galacturonique. L’acide glucuronique et le 

fucose apparaissent comme des monosaccharides mineurs. 

 

2.1.9. Teneur en protéines  

La fraction protéique des margines est représentée essentiellement par les acides aminés 

libres avec un pourcentage variant entre 1,2 et 2,4 %. Les plus abondants sont la proline, la 
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glycine, l'acide aspartique et l'acide glutamique (CAPASSO et al., 2002). 

La teneur en protéine obtenus dans notre étude est de l'ordre de [1,04 ± 0,06] g/100g 

(tableau XIX), cette fraction est équivalente à 1,24 g/ L de margines. Cette valeur est 

inférieure à celle trouvé par ASFI et al. (2012) pour les margines issues de Kalamata une ville 

située au sud de la Grèce qui est de l'ordre de [2,67 ± 0,75] g/L, et supérieure à celle trouvée 

par LOPES et al. (2009) pour les margines portugaises qui est de l'ordre de 0,30 g/L. 

 

2.2. Le pouvoir antioxydant de la poudre et de l’extrait phénolique des margines  

    2.2.1. Test de piégeage du radical DPPH• 

Les profils de l'activité anti-radicalaire représentés dans la figure 31 ont révélé que 

l’EPM testé et la PM possèdent une activité dose dépendante, provoquant ainsi la réduction du 

radical DPPH• en sa forme non radicalaire DPPH-H. l'activité anti-radicalaire est classée 

comme suit : EPM >Trolox> Acide ascorbique > PM> Acide caféique > acide gallique. 

Comme le montre le tableau XXIII, l'EPM présente une activité anti-oxydante puissante avec 

une IC50 de 25 ± 0,01 µg/ml qui est plus basse que celle des standards utilisés, trolox et acide 

ascorbique avec des IC50 de 65 µg/ml et 80 µg/ml respectivement et des CP purs utilisés ; 

acide gallique et l’acide caféique avec des IC50 de 89 µg/ml et 86,8 µg/ml respectivement. 

Parmi les composés présents dans les margines, il a été trouvé que les composants ortho-

dihydroxylés aromatiques présentent une plus grande activité anti-radicalaire sur le radical 

libre du DPPH, en particulier l'hydroxytyrosol (HT) et 3,4 - dihydroxyphénylacide acétique 

(FKI et al., 2005). FKI et al. (2005) ont prouvé que les margines pourraient être une source 

naturelle de substances utiles, notamment les polyphénols qui ont une action puissante sur le 

piégeage des radicaux superoxydes. 
 

Pour mieux caractériser le pouvoir anti-radicalaire avec le DPPH, deux paramètres sont 

introduits et présentés dans le tableau XXI et la figure 32:  

 La concentration effective à 50% (EC50)  qui prend en considération la 

concentration de DPPH dans le milieu réactionnel, [EC50 = IC50/ (mg de DPPH/ml)]. 

La valeur de chaque EC50 exprime la concentration de l’extrait adéquate pour réduire 

50 % de DPPH en solution (LOZENE et al., 2007). 

 Le pouvoir anti-radicalaire (ARP)  est inversement proportionnel à L’IC50, 

(ARP=1/EC50). 

L’analyse statistique par ANOVA à un facteur suivie du test de Tukey’s comparaison 

multiples, de ces résultats a révélé une différence hautement significative  entre l’activité anti-

radicalaire de l’EPM par rapport au trolox et l’acide ascorbique (p<0,05) (figure 32). La PM a 

révélé une activité anti-radicalaire comparable à celle des standards utilisés (trolox et acide 

ascorbique). En effet le de test de Tukey’s comparaison multiples, de ces résultats  n’a montré 

aucune différence significative entre l’activité anti-radicalaire de  la PM et le trolox et entre la 

PM et l’acide ascorbique (p>0,05) (figure 32). Les résultats du test statistique de Tukey’s 

comparaison multiples des différentes substances testées sont résumés dans l’annexe 14. 
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Figure 31:Pourcentages de réduction du radical DPPH• en présence des différentes 

concentrations des standards et de la poudre et de l’extrait phénolique de margines. 

 

Tableau XXIII : Activité anti-radicalaire de la poudre et de l’extrait phénolique des 

margines 

Echantillon IC50 (µg/ml) EC50 (µg/ml) ARP 

 

Acide gallique 

Acide caféique 

PM 

Acide ascorbique 

Trolox 

EPM 

 

89  ± 0,010 

      86,8 ± 0,005 

83  ± 0,070 

80  ± 0,047 

         65 ± 0,02 

         25 ± 0,01 

 

2,23± 0,005 

2,17 ± 0,005 

2,08 ± 0,001 

     2 ± 0,002 

1,62 ± 0,012 

        0,60 ± 0,02 

 

 

0,45 ± 0,033 

0,46 ± 0,006 

0,48 ± 0,006 

0,50 ± 0,046 

0,61 ± 0,006 

1,66 ± 0,073 

 

 

Les valeurs représentent la moyenne de trois essais± l'écart type. 
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Figure 32 : Pouvoir anti-radicalaire de la poudre et de l’extrait phénolique des 

margines, des standards (acide ascorbique et trolox) et des acides phénoliques (acide 

gallique et acide caféique).***Les résultats sont exprimés en moyennes de 3 essais ± écart 

type. Différence significative par rapport aux standards, P <0,01. ns: Différence non 

significatif (p>0,05). 

 

    2.2.2. Test du  pouvoir réducteur de l’ion ferrique (RP) 

Par ce test, la capacité de l’EPM à transformer le fer ferrique en fer ferreux a été 

évaluée. Ce mécanisme est connu comme un indicateur de l’activité donatrice d’électrons, 

caractéristique de la capacité anti-oxydante. Le ferricyanure de potassium est réduit en 

ferrocyanure par les polyphénols. En effet la combinaison des ions ferriques avec le 

ferrocyanure conduit à la formation d’un complexe d’une couleur verte qui absorbe dans l’UV 

à 700nm. Il existe une relation de proportionnalité entre les DO mesurées et l'activité anti-

oxydante (ALAM et al., 2013). Le pouvoir réducteur du fer par la PM et l'EPM est illustré par 

la figure 33. L'EPM a présenté une activité anti-oxydante très significative et dose dépendante 

avec une IC50 de 11,90  ± 0,01 µg/ml (P<0,05) en comparaison avec celle des standards 

utilisés (Trolox et l’acide ascorbique) avec des IC50 de 20,40 ± 0,08 µg/ml et 13,38 ± 0,03 

µg/ml respectivement (tableau XXIV).  

Pour une concentration minimale évaluée à 20 µg /ml de chaque échantillon testé, le 

pouvoir réducteur de l’ion ferrique se distingue et qui peut être classé comme suit : EPM (84 

%) > acide ascorbique (74,73 %)>  PM (52 %)>Trolox (49 %). 

L’analyse statistique par ANOVA à un facteur suivie du test de Tukey’s comparaison 

multiples, de ces résultats a révélé une différence hautement significative entre la capacité de 

réduction du fer de l’EPM par rapport au trolox et significative par rapport à l’acide 

ascorbique (P<0,05). La PM a révélé une capacité de réduction du fer comparable à celle du 

trolox (P>0,05) et une différence hautement significative à celle de l’acide ascorbique 
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(p<0,05). Les résultats du test statistique de Tukey’s comparaison multiples des différentes 

substances testées sont résumés dans l’annexe 14. 

 

 
Figure 33:Le pouvoir réducteur du fer en présence des différentes concentrations de la 

poudre et de l’extrait phénolique des margines et des standards (acide ascorbique et 

trolox). Les résultats sont exprimés sur une moyenne de 3 essais. 

 

Tableau XXIV : Pouvoir réducteur des ions ferriques exprimés en IC50 (µg/ml) en 

présence de la poudre et de l’extrait phénolique des margines et des standards 

 

 

Echantillon 

 

IC50 (µg/ml) 

 

 

EPM 

 

Acide ascorbique 

 

PM 

 

Trolox 

 

11,90 ± 0,01 

 

13,38 ± 0,03 

 

19,23 ± 0,04 

 

20,40 ± 0,08 

 

2.2.3. Test du piégeage du radical-cation ABTS•+ 

L’activité anti-oxydante de la PM et de l’EPM est déduite de leur capacités à inhiber le 

radical ABTS•+comparativement aux antioxydants de référence : acide ascorbique et le trolox. 

La figure 34  illustre les courbes représentatives de cette activité. Cette activité se traduit par 

la diminution de la DO initiale du radical ABTS•+ dans le milieu réactionnel et qui est de 

0,700 en présence des différents échantillons testés. En effet à la même  concentration de 20 

µg/ml et après 6 min de la réaction de l’EPM a révélé une activité anti-radicalaire de 
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l’ABTS•+et peut être classé comme suit : acide ascorbique (86 %) > EPM (80 %) >Trolox (62 

%)> PM (55 %) (Figure 35). 

 

 

Figure 34 : Evolution de l’activité anti-radicalaire de l’ABTS•+ en présence des 

standards (acide ascorbique et Trolox), de la poudre et de l’extrait phénolique de 

margine au cours du temps. Les résultats sont exprimés en moyennes de 3 essais. 
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Figure 35: Pourcentage du piégeage du radical ABTS•+ par la poudre et de l’extrait 

phénolique de margine par rapport aux standards (acide ascorbique et le Trolox) après 

6 minutes de la réaction.*Les résultats sont exprimés en moyennes de 3 essais ± écart type. 

Différence significative par rapport aux standards, P <0,05. 
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L’analyse statistique par ANOVA à un facteur suivie du test de Tukey’s comparaison 

multiples, de ces résultats a révélé une différence hautement significative  entre l’activité anti-

radicalaire de l’EPM par rapport au trolox et significative entre l’EPM par rapport à l’acide 

ascorbique (P<0,05). La PM a révélé une activité anti-radicalaire très significative à celle du 

trolox (P<0,05) et une différence hautement significative à celle de l’acide ascorbique 

(P<0,05). Les résultats du test statistique de Tukey’s comparaison multiples des différentes 

substances testées sont résumés dans l’annexe 14. 

La capacité anti-oxydante des molécules bioactives  peuvent être évaluées soit in vivo 

sur des modèles animaux soit in vitro en utilisant des tests qui miment leur action dans les 

conditions physiologiques (ALAM et al., 2013). 

Pour les tests in vivo, les échantillons à tester sont généralement administrés aux animaux 

soumis à l'essai (souris, rats, etc.) avec un schéma posologique défini tel que décrit par la 

méthode utilisée. Après une période de temps spécifiée, les animaux sont habituellement 

sacrifiés et du sang ou des tissus sont utilisés pour le test. Parmi les tests utilisés on cite : la 

capacité réductrice du fer du plasma et la mesure de l’activité de la superoxyde dismutase 

(SOD)(ALAM et al., 2013). 

Dans la littérature l'activité anti-oxydante in vitro des extraits naturels a été largement 

discutée (ALAM et al., 2013). Ces méthodes impliquent la présence d'espèces oxydantes 

comme les radicaux libres ou les complexes métalliques oxydés en présence d'un extrait qui 

contient des antioxydants capables d'inhiber la génération de radicaux. Ces derniers peuvent 

agir selon deux mécanismes majeurs : soit par transfert d'atomes d'hydrogène comme dans le 

cas du piégeage des radicaux peroxydes par les méthodes TRAP et ORAC, soit par transfert 

d'électron comme dans le cas du pouvoir réducteur de l'ion ferrique (RP ou FRAP), soit en 

utilisant les deux mécanismes comme dans le cas du DPPH• et de l'ABTS". Les méthodes 

basées sur le transfert d'atomes d'hydrogène mesurent la capacité globale d'un antioxydant à 

inhiber les radicaux libres par donation d'un atome d'hydrogène alors que les méthodes basées 

sur le transfert d'électrons mesurent la capacité d'un antioxydant à transférer un électron qui 

réduira les métaux, les radicaux et même les carbonyles.  

Compte tenu de la complexité des processus d'oxydation il n'existe pas de méthode 

unique qui permettrait de refléter le profil antioxydant d'un extrait naturel. La combinaison de 

plusieurs tests est nécessaire pour évaluer cet effet (ALAM et al., 2013). Dans la littérature 

beaucoup de travaux sur l'activité anti-oxydante des extrait naturels des plantes ont établis la 

relation entre la teneur des composés phénoliques des margines et leur activité anti-oxydante. 

En effet la capacité de l'activité anti-oxydante des margines et de l'EPM semble être 

influencée par leur teneur en polyphénols totaux (DE MARCO et al., 2007). Ces observations, 

selon lesquelles les composés phénoliques joueraient un rôle antioxydant très important, ont 

été confirmées par plusieurs auteurs (VISIOLI et al., 2001 ; DE MARCO et al., 2007 ; EL 

ABBASSI et al., 2012 ; LEOUIFOUDI et al., 2015) en utilisant divers tests sur l'activité anti-

oxydante in vivo et in vitro. L'étude de l'activité anti-radicalaire effectuée par LEOUIFOUDI 

et al. (2015) en utilisant le test du piégeage du radical DPPH· a démontré que l'extrait 

phénolique des margines avec une concentration en polyphénols totaux de 8,9 ± 0,728 g/L de 

margines provenant de l'extraction d'olives des zones montagneuses du Maroc, était plus actif 

que celui provenant de l'extraction d'olives issues des plaines avec une concentration en 

polyphénols totaux de 5,17 ± 0,057g/L de margines. Les IC 50 sont de l'ordre de 12,1 ± 5,6 
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µg/ml et 157,7 ± 34,9 µg/ml respectivement. Les résultats de notre étude effectuée avec le 

même test ont montrés un haut pouvoir de piégeage du radical DPPH·de l’EPM avec une 

IC50 de 25 ± 0,01 µg/ml  que celle trouvée par EL ABBASSI et al. (2012) pour les margines 

marocaines issues d’une huilerie moderne à trois phase, avec le même protocole d’extraction 

et avec le même test (DPPH·) l’IC50 est de 169 ± 5,2 µg/ml. 

D'autres études ont montrées que l'activité anti-oxydante ne dépend pas seulement de la 

concentration des polyphénols, mais également de la nature et la structure des antioxydants 

dans l'extrait. En effet le motif d'hydroxylation du cycle aromatique joue un rôle fondamental 

sur la puissance de l'antioxydant (FKI et al., 2005).  La présence de deux groupes hydroxyle 

en position ortho dans l'hydroxytyrosol et l'acide caféique qui sont présents dans les margines, 

leur confère une activité anti-oxydante élevée, tandis que les composés phénolique possédant 

un seul groupe hydroxyle, tel que le tyrosol, l'acide p-coumarique et l'acide p-

hydroxyphénylacétique, montrent une activité anti-oxydante inférieure (DEMARCO et al., 

2007; FKI et al., 2005). Ainsi, l'effet antioxydant des polyphénols n'est pas seulement dose-

dépendant mais également structure-dépendant (BALASUNDRAM et al., 2006). Toutefois il 

est important de mentionner dans cette étude dans le cas des margines brutes ou PM que la 

teneur en composés phénoliques totaux n'est pas toujours corrélée avec l'activité anti-

oxydante, mais également à la présence d’autres constituants à potentiel antioxydant 

(NADOUR et al., 2015). En effet l’étude menée par NADOUR et al. (2015) de la fraction 

polysaccharidique issue des margines locale de Tizi-Ouzou(Kabylie) a démontré une grande 

capacité à piéger plusieurs espèces radicalaires telles que le radical hydroxyle avec le test du 

piégeage du radical hydroxyle et le radical DPPH.par le test du DPPH. Les IC50 obtenues 

sont de l’ordre de 158,70 ± 4,03 µg/ml et de 89,43 ± 2,65 µg/ml respectivement 

comparativement à l’acide ascorbique utilisé comme standard dans les IC50 sont de l’ordre de 

28,03 ± 1,50 µg/ml et de 28,45 ± 0,75 µg/ml respectivement. L’activité anti-oxydante des 

polysaccharides des margines s’expliquent par la présence de nombreux groupes hydroxyles 

libres dans la structure des polysaccharides et très probablement par la présence de CP 

résiduels. 

2.3. Etude microbiologique in vitro et in situ 

   2.3.1. Résultats du test in vitro 

      2.3.1.1. Criblage de la production d’aflatoxines de la souche testée sur milieu CAM et 

par chromatographie sur couche mince 

Dans le milieu CAM, les aflatoxines (AFs), combinées aux matières grasses de noix de 

coco, donnent une fluorescence visible sous UV (365 nm) surtout sur le revers du mycélium. 

En effet, après 5 jours d’incubation à 28 °C, la souche test productrice d’aflatoxine B  

développe autour du mycélium une fluorescence bleue, visible sous lumière UV à 365 nm et 

un revers de la colonie jaune orangé visible à la lumière du jour. La production des AFs a été 

confirmée par CCM après développement de la plaque de l’extrait d’AF par le biais du 

système solvant (Chloroforme/Acétone : 90/10, v/v) et la visualisation de cette dernière sous 

UV à 365 nm. Des taches bleues apparaissent sur la plaque correspondent aux AFB. 

Rappelons qu’Aspergillus flavus produit les AFs (B1 et B2). 
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     2.3.1.2. Concentration minimale inhibitrice, biomasse et nature de l’activité de la 

poudre et de l’extrait phénolique des margines 

Une diminution de la croissance du mycélium fongique en présence des concentrations 

croissantes de PM et l’EPM a été observée dans la présente étude après 7 jours d’incubation 

sur milieu SMKY (figure 36 et figure 37). 

 

 
 

Figure 36: Inhibition de la croissance d’A. flavus par la poudre de margine après 7 jours 

d’incubation à 28 °C sur milieu SMKY 

 

 
 

Figure 37: Inhibition de la croissance d’A. flavus par l’extrait phénolique après 7 jours 

d’incubation à 28 °C sur milieu SMKY 

 

L’inhibition complète de la croissance mycélienne a été établie à partir de la biomasse 

du mycélium. Cette inhibition totale correspond à la concentration minimale inhibitrice (CMI) 

qui est de 10 g/L pour la poudre  de margines (tableau XXV et figure 36) et de 500 mg /L 

pour l’EPM (tableau XXVI et figure 37). L’étude statistique a démontré, que cette diminution 

du poids du mycélium est très hautement significative  avec Pvalue < 0,001. 
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Tableau XXV: Capacité d’inhibition de la poudre de margine de la biomasse du 

mycélium (g) de la souche toxigénique A. flavus dans le milieu SMKY 

 

Concentration 

Poudre de margines (g/L) 
Biomasse du mycélium (g) 

Pourcentage 

de réduction (%) 

 

 

0 
  0,26  ± 0,05* 

 

0 

 

 

2 

 

0,18  ± 0,03 

 

30,8 

 

 

4 

 

0,14  ± 0,02 

 

46,2 

 

 

6 

 

0,10  ± 0,01 

 

61,5 

 

 

8 

 

0,06  ± 0,01 

 

76,9 

 

10 0,00 ± 0,00 
 

100 

 

 

*Les résultats sont exprimés en moyennes de 3 essais ± écart type. Différence significative 

par rapport au contrôle, P<0,05. 

 

Tableau XXVI: Capacité d’inhibition de l’extrait phénolique des margines de la 

biomasse du mycélium (g) de la souche toxigénique A. flavus dans le milieu SMKY 

 

Concentration 

Extrait phénolique 

(mg/L) 

Biomasse du mycélium (g) Pourcentage 

de réduction (%) 

 

 

0 

 

 0,26  ± 0,05* 

 

0 

 

 

50 

 

0,22  ± 0,01 

 

15,4 

 

 

125 

 

0,19  ± 0,01 

 

23 

 

 

250 

 

0,13  ± 0,00 

 

50 

 

 

400 

 

0,12  ± 0,00 

 

69,2 

 

 

500 

 

0,00  ± 0,00 

 

100 

 

 

*Les résultats sont exprimés en moyennes de 3 essais ± écart type. Différence significative 

par rapport au contrôle, P<0,05. 
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La PM et l'EPM ont exercé une activité antifongique remarquable aussi bien sur la 

croissance du mycélium que sur la sporulation. Cette activité puissante est en relation avec 

l'interaction des différents constituants actifs des margines, pour ce qui est de l'EPM, l'activité 

est due aux polyphénols totaux (ESMAIL et al., 2015). 

           Jusqu'à l'heure actuelle, aucune étude n'a été réalisée sur l'activité antifongique de la 

PM obtenue par lyophilisation, alors que des études ont été réalisé sur l’activité 

antibactériennes des margines marocaine concentrés par évaporation dans une étuve à 103 °. 

Cet avec la méthode de diffusion en milieux solides Muller Hinton (MH) et sabouraud (SB) 

sur des bactéries à l’origine d’infection urinaire gram+ et gram- (Staphylococcus aureus 

ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25921,  Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae,  

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Acinetobacter sp) et contre une souche de levure à 

l’origine d’infection vaginale (Candida albicans) (ESMAIL et al., 2015). Pour les EPM issus 

d’une huilerie à trois phases de la région de la Kabylie, des études ont été effectués sur 

l’activité antifongique de deux souches fongiques pathogènes Aspergillus flavus et 

Aspergillus parasiticus avec la méthode de contact direct sur milieu CAM (SENANI et MATI 

MOULTI, 2012). Beaucoup d'études ont été faites sur l'activité antifongique des huiles 

essentielles (H.E)  (LI et al., 2016). Les travaux de SRIVASTAVA et al (2008) sur les huiles 

essentielles ont montré une inhibition totale de la croissance du mycélium d'Aspergillus flavus 

sur milieu SMKY à des concentrations de 1000 ppm (mg/L) avec l'huile essentielle 

Cinnamomum camphora et Alpinia galanga, une autre étude réalisée par TATSADJIEU et al 

(2008) a montré une inhibition incomplète de la croissance mycélienne sur milieu SMKY à 

des concentrations de 1000 ppm avec les huiles essentielles suivantes Plectranthus 

glandulosuset Ocimum gratissimum. Le poids sec du mycélium était de [0,502 ± 0,00] g pour 

Ocimum gratissimum et de [0,503 ± 1,14] g pour Plectranthus glandulosus, alors qu'il est de 

[0,00 ± 0,00]g dans notre étude (100 % d'inhibition) pour les concentrations de 500 mg/L 

(500 ppm) d'EPM et de 10 g/L pour la poudre de margines. 

 

       2.3.1.3. Test anti-aflatoxinogène 

Parallèlement au test de mesure de la biomasse réalisé sur milieu SMKY, un autre test 

complémentaire a été effectué sur le même milieu afin de mesurer les potentialités 

antifongiques que possèdent la PM et l'EPM sur la production des aflatoxines par A. flavus, 

connue par ces immenses potentialités à produire des mycotoxines dont les plus toxinogénes 

sont les aflatoxines B1 (LI et al., 2016). La CCM n'a révélé aucune production d'aflatoxines 

pour les concentrations testées de 8 g/L et 10 g/L pour la poudre de margines et pour les 

concentrations testées de 400 mg/L et 500 mg/L pour l’EPM par rapport au témoin (figure 

38). Ce résultat est dû, soit à l'inhibition totale de la production d'aflatoxines par les 

concentrations utilisées, soit à la très faible quantité d'aflatoxines produites non détectées par 

CCM. En effet l'AFB1 peut être mesurée par cette technique à des concentrations comprises 

au mieux entre 5 et 10 µg/kg (AFSSA, 2009). Les spots obtenus au niveau du témoin sur le 

chromatogramme de la figure 38 confirment la présence de production d'aflatoxines par la 

souche testée par rapport aux concentrations testées. 
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Figure 38: Photographie du chromatogramme obtenu sur les extraits d’aflatoxines de la 

culture d’A. flavus sur milieu SMKY en présence ou absence de la poudre et de l’extrait 

phénolique de margines (révélation à l’UV à 365 nm). Les flèches précisent  l’absence de  

fluorescence. 

 

TATSADJIEU et al (2008) a rapporté que l'inhibition de la production d'aflatoxine ne 

peut être attribuée à une insuffisance de croissance, en effet, la baisse de la production de 

l'aflatoxine B1 n'est pas en relation avec la croissance du mycélium. 

Les travaux de SARIVASTAVA et al. (2008) sur les huiles essentielles (HE), ont 

montré que la croissance mycélienne d'Aspergillus flavus enregistrée de [0,28 ± 0,01] g en 

présence d'une concentration de 750 ppm de l'huile essentielle de C. camphora a permis 

d'enregistrer une absence totale de production d'aflatoxine B1 par rapport au témoin avec une 

croissance mycélienne de [0,54 ± 0,01] g. Dans notre étude la concentration de 250 mg/L  

(ppm) d'EPM a permis une réduction de la production d'aflatoxines avec une croissance 

mycélienne de [0,13 ± 0,005] g et une absence totale de production d'AFB avec une 

croissance mycélienne de [0,08 ± 0,005] g par rapport au témoin qui est de [0,26 ± 0,005]g. 

MOHAMMEDI et al (2010), a aussi enregistré un effet inhibiteur de biomasse et de la 

production d'AF et qui est dose-dépendant avec l'HE de Thymus Fontanesii récoltés dans la 

région nord-ouest de l'Algérie. Ces résultats enregistrés expliquent une relation de 

proportionnalité entre la réduction de la biomasse et la production des aflatoxines 

(SARIVASTAVA et al., 2008). 
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  2.3.2. Résultat du test in situ 

      2.3.2.1. Choix de la matrice alimentaire  

La prédominance du genre Aspergillus dans la flore contaminant les céréales a été mise 

en évidence dans les études réalisées par RIBA et al. (2008) en Algérie, et par TAHANI et al 

(2008) au Maroc. Par ailleurs, TABUC (2007) et SREENIVASA et al. (2011) dans leur étude 

sur la flore prédominante au niveau des céréales produites dans le sud-est de la Roumanie,  du 

Vietnam et Karnataka (Inde) respectivement confirment que le genre Aspergillus est le 

contaminant majeur du maïs avec une grande prévalence de l’espèce d’Aspergillus flavus avec 

un pourcentage de 53,52 % et 46,2 %. La figure 39 illustre la croissance d’Aspergillus flavus 

in situ sur des grains de maïs humidifiés à 30 % et après 7 jours d’incubation à 28 °C. 

 

 

 
 

Figure 39: Croissance de la souche Aspergillus flavus (B) sur des grains de maïs 

humidifiés à 30 % et après 7 jours d’incubation à 28 °C. (A) représente des grains de 

maïs non contaminés par Aspergillus flavus, humidifiés à 30 % et après 7 jours 

d’incubation à 28  °C.  

       2.3.2.2. Humidité 

       D’après les résultats obtenus par l’humidimètre à infrarouge, la valeur moyenne obtenue 

est de 11,50 ± 0,97 %. SULTANA et al. (2015) a rapporté que l’humidité initiale du maïs est 

de 11,10 %, ce résultat est semblable à celui trouvé dans notre étude. 

 

       2.3.2.3. Effet antifongique et anti-aflatoxinogène de la poudre et de l’extrait 

phénolique des margines sur le maïs broyé et contaminé par Aspergillus flavus 

          2.3.2.3.1.  Test antifongique  

       La figure 40 consigne les résultats obtenus sur l’effet de la PM et l’EPM sur la croissance 

d’Aspergillus flavus in situ après une incubation de 7 jours. 

 

13 mm 13 mm 

A B 
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Témoin 

  
8 g/kg 

 

250 mg/ kg 

  
12 g/kg 

 

500 mg/kg 
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Figure 40: Effet de la poudre et de l’extrait phénolique des margines sur la croissance 

d’Aspergillus flavus sur le maïs broyé humidifiés à 30 % et après une incubation de 7 

jours à 28 °C. 

 

La figure 40 montre une inhibition de la sporulation à partir de 12 g/kg pour la PM et 

800 mg/kg pour l’EPM. 

Les résultats obtenus in situ montrent bien une diminution du diamètre de croissance 

d’Aspergillus flavus avec la PM et l’EPM (figure 40). Cette diminution indique une activité 

antifongique importante. En effet aucune croissance n’a été observée aux concentrations de 20 

g/Kg pour la PM et à une concentration de 1 g/kg pour l’EPM. 

L’analyse de variance ANOVA a démontré que les concentrations 8 g/Kg de la PM et 

de 250 mg/kg de l’EPM n’ont pas d’effet inhibiteur sur la croissance d’Aspergillus flavus 

(Pvalue>0,05), alors que les autres concentrations ont un bon effet inhibiteur (Pvalue<0,05). 

Les pourcentages d’inhibition d’Aspergillus flavus de la PM et de l’EPM sont consignés dans 

les tableaux XXVII. 

 

  
16 g/kg 800 mg/kg 

 

  
20 g/kg 

 

1000 mg/kg 

Poudre de margine Extrait phénolique des margines 
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Tableau XXVII: Pourcentages (%) d’inhibition de la poudre et de l’extrait phénolique 

de margines sur la souche A.flavus après 7 jours d’incubation à 28 °C sur  maïs broyé. 

 

 

/ : Absence d’inhibition pour le témoin sans EPM et sans PM.  

*Les résultats sont exprimés en moyennes de 3 essais ± écart type. Différence significative 

par rapport au contrôle, P<0,05. 

 

D’après les résultats obtenus avec la PM et l’EPM, le pourcentage d’inhibition a atteint 

au bout du septième jour une valeur de 100  % pour une concentration de 20 g/Kg en présence 

de la PM et aussi pour une concentration de 1000 g/kg pour l’EPM. Des résultats similaires 

ont été rapportés par BLUMA et al (2008), un pourcentage d’inhibition de 100 % est obtenu à 

une concentration de 1000 ppm (mg/kg) en présence de 5 huiles essentielles : Pimpinella 

anisum L, Peumus boldus, Hedeoma multiflora, Syzygium aromaticum L et Lippia turbinate. 

 

               2.3.2.3.2. Test anti-aflatoxinogénique 

 La chromatographie sur couche mince de la PM a permis de séparer plusieurs spots, 

apparus sous formes de taches colorées après révélation sous lumière UV à une longueur 

d’onde de 365 nm. Les spots correspondant à l’aflatoxine B donnent une fluorescence bleue 

(figure 41). 

Traitement Concentration Diamètre (mm) 

 

m) 

Inhibition (%) 

 

 

Concentration de 

l’EPM en (mg/kg) 

0 79 ± 0,88* / 

250 79 ± 0,44              0 

500 65 ± 0,04 17,7  

800 38 ± 0,71 51  

1000             00 ± 00            100  

 

 

Concentration de PM 

en (g/kg) 

 

 

0     79 ± 0,88* / 

8 80 ± 0,04 0 

12 67 ± 0,44 15,2 

16 39 ± 0,04 50,6  

20 00 ± 00            100 
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Figure 41: Photographie du chromatogramme obtenu des extraits d'aflatoxines de la 

culture d'A. flavus sur la poudre de maïs en présence ou en absence de la poudre et de 

l'extrait phénolique de margines (révélation à l'UV à 365 nm) 

Sur le chromatogramme de la figure 41 nous avons observé l'effet de la PM et l'EPM sur 

la production d'aflatoxines. En effet, l'apparition d'un spot à la concentration de 8 g/Kg et une 

diminution progressive de celui-ci pour les concentrations 12 g/Kg et  16 g/kg jusqu'à une 

disparition complète de la tâche à la concentration de  20 g/kg pour la PM. Le même effet a 

été aussi observé pour l’EPM pour les concentrations de 250, 500 mg/kg  jusqu'à une 

disparition complète de la tâche à la concentration de 800 mg/kg et 1000 mg/kg. L’étude 

réalisée par contact direct de cinq types d'huiles essentielles sur des grains de maïs contaminés 

par Aspergillus flavus par BLUMA et ETCHEVERRY (2008),afin d'inhiber la production 

d'aflatoxine in situ a montré que l'huile essentielle Pinpinella anisum L. (anis) n'a aucun effet 

inhibiteur sur la production d'aflatoxine B1, alors que les huiles : Hedeoma multiflora Benth 

(thym des montagnes) et Syzygium aromaticum L. (Clou de girofle) ont un effet inhibiteur à la 

concentration de 1000 ppm (mg/kg), les huiles :Lippia turbinate (poleo) et Pêumus boldus 

Mol (boldus) ont un effet inhibiteur 2000 (mg/kg). Les résultats de cette étude ont démontré 

que nos produits sont très actifs contre la production de l’aflatoxine B1et à de faibles 

concentrations. 
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  2.3.3. Effet de la poudre et de l’extrait phénolique des margines sur la germination du 

maïs 

La PM et l'EPM ont un effet inhibiteur sur la germination du maïs (figure 42) 

 
Germination du maïs témoin en absence de la PM et de l’EPM 

  
Inhibition de la germination en présence 

de la PM 

Inhibition de la germination en présence 

de l’EPM 

 

Figure 42: Effet de la poudre et de l’extrait phénolique des margines sur la germination 

des grains de maïs après humidification à 30 % et incubation pendant 7 jours à 28 °C 

par apport au témoin sans PM et EPM. 

 

       La germination du maïs est une phase physiologique qui correspond à la transition de la 

phase de vie latente de la graine sèche à la phase de développement de la plantule. Le 

processus de germination commence dès que la graine sèche est hydratée. Cette germination a 

un effet négatif sur la durée de conservation ainsi que sur la valeur nutritionnelle (BEWLEY, 

1997). La PM ainsi que l’EPM ont exercé un effet inhibiteur de la germination des graines à 

13 mm 

13 mm 13 mm 
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de faible concentration, 8 g/Kg pour la poudre et à 125 mg/Kg pour l’EPM. Le même fait a 

été rapporté par  MEKKI et al.(2008). 

 

   2.3.4. Effet de la poudre et de l'extrait phénolique des margines sur la production de 

l'aflatoxine B1 par le test ELISA compétition directe 

      2.3.4.1. Effet de la poudre et de l'extrait phénolique des margines sur la production 

de l'aflatoxine B1 sur milieu SMKY par le test d'ELISA compétition directe 

Parallèlement aux tests d'activité effectués sur la croissance de la souche fongique un 

autre test complémentaire a été effectué afin de mesurer les potentialités de la PM et de l'EPM 

sur la production d'AFB1 par Aspergillus flavus. Cette souche est connue pour ces immenses 

potentialités à produire des mycotoxines dont les plus toxinogènes sont les AFs. La 

production de l'AFB1 est mesurée après une durée d'incubation de 7 jours et les résultats sont 

donnés dans le Tableau XXVIII. 

Tableau XXVIII : Teneur et pourcentage de production de l'AF B1 en présence de la 

poudre et de l'extrait phénolique des margines sur milieu SMKY 

Traitement Concentration 
Teneur en AFB1 

(ppb) 

Inhibition de la 

production de 

l’AFB1 

(%) 

 

 

 

PM (g/L) 

 

 

0 130,68  ± 0,46* / 

4 110,10 ± 0,13 15,73 

6        60 ± 0,23 54,07 

8    0,00 ± 0,00 100 

10    0,00 ± 0,00 100 

 

 

 

EPM 

(mg/L) 

 

0 130,68 ± 0,46* / 

125 90,56 ±  0,83 30,68 

250 8,00 ± 0,24 93,87 

400 0,00 ± 0,00 100 

500 0,00 ± 0,00 100 

 

/ : Absence d’inhibition pour le témoin sans EPM et sans PM.  

*Les résultats sont exprimés en moyennes de 3 essais ± écart type.*Les résultats sont 

exprimés en moyennes de 3 essais ± écart type. Différence significative par rapport au 

contrôle, P<0,05.La limite de quantification (LQ) estimée pour la méthode est de 1 ppb pour 

le maïs. 

 

Les résultats enregistrés expliquent une relation proportionnelle entre les biomasses et 

les aflatoxines, qui est dose-dépendante. En effet l'augmentation de la concentration de la PM 

et de l'EPM dans le milieu de culture SMKY, induit une réduction de la biomasse mycélienne 



Résultats et discussion 
 

122 
 

accompagnée d’une baisse dans la production de l'AFB1 jusqu'à son inhibition totale aux 

concentrations de 10 g/L et 500 mg/L pour la PM et l'EPM respectivement. La PM ainsi que 

l'EPM ont montré une activité remarquable aussi bien sur la croissance que sur la production 

de l'AFB1 sur milieu SMKY. Les pourcentages de réduction de l'AFB1 est de100 % pour les 

concentrations maximales de 8 g/L, 10 g/L pour la PM et de 400 mg/L, 500 mg/L pour 

l’EPM. 

L’analyse statistique par ANOVA à un facteur suivie du test de Tukey’s comparaison 

multiples, de ces résultats a révélé une différence hautement significative  entre l’activité anti-

aflatoxinogène des différentes concentrations testées (125, 250, 400 et 500 mg/L) d’EPM par 

rapport au témoin sans EPM sur milieu liquide (SMKY) (P<0,05). La PM a révélé une 

activité anti-aflatoxinogène très significative à la concentration de 4g /L par  rapport au 

témoin sans PM  et une différence hautement significative à celle du témoin sans PM des 

autres concentrations testées (6, 8 et 10 g/L) de PM (P<0,05). Les résultats du test statistique 

de Tukey’s comparaison multiples des différentes substances testées sont résumés dans 

l’annexe 14. 

 

2.3.4.2. Effet de la poudre et de l'extrait phénolique des margines sur la production 

de l'aflatoxine B1 sur le maïs broyé par le test d'ELISA compétition directe 

Les résultats enregistrés expliquent une relation proportionnelle entre les biomasses et 

les aflatoxines, qui est dose-dépendante. En effet l'augmentation de la concentration de la PM 

et de l'EPM dans le milieu de culture SKMY, induit une réduction de la biomasse mycélienne 

accompagnée par une baisse dans la production de l'AFB1 jusqu'à son inhibition totale aux 

concentrations de 20 g/kg et 1000 mg/kg pour la PM et l'EPM respectivement. Les substances 

végétales ou naturelles exercent une action directe et indirecte sur la biosynthèse des AFs. La 

PM ainsi que l'EPM ont démontré une activité remarquable aussi bien sur la croissance que 

sur la production de l'AFB1 sur le maïs broyé. Les pourcentages de réduction de l'AFB1 est 

de 100% pour les concentrations maximales de 20 g/kg pour la PM et de 1000 mg/kg pour 

l'EPM. La production de l'AFB1 est mesurée après une durée d'incubation de 7 jours et les 

résultats sont donnés dans le Tableau XXIX. 

L’analyse statistique par ANOVA à un facteur suivie du test de Tukey’s comparaison 

multiples, de ces résultats a révélé une différence hautement significative  entre l’activité anti-

aflatoxinogène des différentes concentrations testées (250, 500, 800 et 1000 mg/kg) d’EPM 

par rapport au témoin sans EPM sur le maïs broyé (P<0,05). La PM a révélé une activité anti-

aflatoxinogène une différence hautement significative à celle du témoin sans PM des  

concentrations testées (12, 16 et 20 g/L) de PM (P<0,05). À faible concentration 8g /kg la PM 

n’a montré aucune inhibition de production d’AFB1 par rapport au témoin (P>0,05).Les 

résultats du test statistique de Tukey’s comparaison multiples des différentes substances 

testées sont résumés dans l’annexe 14. 
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Tableau XXIX: Teneur et pourcentage de production de l'AF B1 en présence de la 

poudre et de l'extrait phénolique des margines sur maïs broyé 

Traitement Concentration 
Teneur en AFB1 

(ppb) 

Inhibition de la 

production de 

l’AFB1 

(%) 

 

 

 

PM 

(g/Kg) 
 

 

0 360,01 ± 0,12* / 

8 520 ± 1,13ns 0 

12 130,26 ± 0,70 63,82 

16 6,75 ± 0,81 98,13 

20 0,00 ± 0,00 100 

 

 

 

EPM 

(mg/Kg) 
 

0 360,01 ± 0,12* / 

250    140,00 ± 0,45 61,11 

500   6,00 ± 0,40 98,33 

800   0,00 ± 0,00 100 

1000   0,00 ± 0,00 100 

/ : Absence d’inhibition pour le témoin sans EPM et sans PM. *Les résultats sont exprimés en 

moyennes de 3 essais ± écart type. Différence significative par rapport au contrôle, P <0,05. 

ns : Différence  non significatif (p > 0,05). La LQ estimée pour la méthode est de 1 ppb pour 

le maïs. 

 

L’ELISA est une méthode de détection assez simple pour un personnel avec un peu 

d'entrainement, rapide et moins couteuse que l'HPLC. En effet, les délais pour une 

chromatographie liquide couplée avec une spectrométrie de masse sont de 15-20 jours voir 

même plus lorsque qu'il s'agit de plusieurs échantillons, alors que faire un test ELISA prend 

quelques heures (1 heure 30 min minimum). L’étape d'extraction ne demande pas un matériel 

de laboratoire très sophistiqué. En outre, les résultats obtenus sont visuels, les plaques de 

lecture permettant d'obtenir des données quantifiées et d'améliorer les limites de détection 

(HUYBRECHTS et al., 2013). 

Même si les analyses par chromatographie sont plus sensibles et spécifiques que 

l'ELISA, TAKAGI et al. (2011) ainsi que LIU et al. (2013) ont montré qu'il y avait une bonne 

corrélation entre l’ELISA et l'HPLC. Il est donc possible d'utiliser ce test comme une 

alternative à l'HPLC. Cependant la possibilité de présence de réactions croisées est élevée 

lorsqu'il s'agit d'une matrice alimentaire. En effet les molécules chimiquement proches de la 

mycotoxine recherchée peuvent être dosées en même temps que cette dernière. Elles sont à 

l'origine de la surestimation des résultats donnés par un kit. C'est pourquoi il est préférable 

d'utiliser ces kits en complément des méthodes chromatographiques. Ainsi, si un échantillon 

est positif après analyse rapide, il est bon de le valider par chromatographie à haute 

performance (WACOO et al., 2014). 
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De nombreux chercheurs ont tenté de tirer parti des propriétés phytotoxiques et 

antimicrobiennes des margines en les utilisant en agriculture comme bio-pesticide pour la 

protection des cultures à la place des herbicides, insecticides,  fongicides chimiques contre de 

nombreuses maladies qui touchent les plantes et qui affectent les cultures (YANGUI et al., 

2010, LARIF et al., 2013, ESMAIL et al., 2015). Le présent travail est la première étude 

montrant les effets protecteurs des margines sous forme de PM et de son extrait 

polyphénolique contre la souche aflatoxinogène A.flavus. Des réductions significatives de la 

croissance mycélienne et de la synthèse d'AFB1 ont été démontrées. 

La flétrissure verticillienne est une maladie cryptogamique causée par des champignons 

du genre Verticillium qui pénètrent dans les végétaux par leurs racines est l'une des maladies 

des plantes les plus destructrices au monde et il est difficile pour les producteurs de trouver 

des moyens efficaces de lutter contre ce fléau. Certains chercheurs ont suggéré l'incorporation 

des margines dans le sol comme une alternative écologique aux fumigants pour la protection 

des cultures contre, l’espèce Verticillium dahliae Kleb, ce champignon tellurique  provoque 

chez ses diverses plantes hôtes des symptômes de jaunisse et de flétrissement verticillien. 

L'activité protectrice des margines a été démontrée à travers une expérience en pot sur une 

culture de tomates dans des conditions de terrain (YANGUI et al., 2011). Cela pourrait être 

attribué à l'effet direct de composés fongicides tels que l'hydroxytyrosol ou à l'induction de 

mécanismes de réponse immunitaire dans la plante. Le traitement expérimental du sol inoculé 

avec Rhizoctonia solani (6 g / kg dw de sol) par les margines provenant d'une huilerie 

moderne avec un système de centrifugation à trois phases localisés dans la région de 

Messinia, dans le sud de la Grèce, peut également inhiber la croissance de Rhizoctonia solani 

s'il est appliqué à fortes doses (400 ml / kg d.w. de sol) (KOTSOU et al., 2004), alors qu’ 

aucune activité antifongique des margines provenant de l’extraction des olives des deux 

régions  Mission et Frantoio (Australie) n'a été trouvée contre Candida albicans et Aspergillus 

niger à une concentration de 5 mg / disque par la méthode de diffusion sur disque (OBIED et 

al., 2007). Cependant l’expérience menée par VAGELAS et al. (2009) sur des graines de 

tomates a montré la possibilité de l'application des margines filtrées par vaporisation sur les 

fruits et légumes infestés de moisissures et d’inhiber la sporulation de Botrytis et Penicillium 

spp et aussi la croissance du mycélium des pathogènes du sol Fusarium oxysporum f. sp. Et 

lycopersici. Dans cette expérience, vingt-et-une graines de tomates ont été incubés en 

présence d’une suspension de  spores (106 spores / ml) de deux espèces fongiques, Fusarium 

oxysporumf. sp. et  de lycopersici pendant 10 min et vingt-et-une graines de tomates ont été 

incubés dans les mêmes conditions mais avec des spores traités préalablement avec des 

margines (5 ml spores / 100 ml de margines). 

Un grand nombre de composés et d’extraits de sources naturelles, y compris les plantes, 

les bactéries, les microalgues, les champignons et les actinomycètes ont été testés pour leur 

capacité à inhiber les champignons fongiques toxinogènes sur la croissance et / ou production 

d’AF.  

Des efforts considérables ont été déployés pour trouver des agents de lutte biologique 

potentiels ainsi que de nouveaux métabolites inhibiteurs. Génomique, protéomique et 

métabolomique. Des études ont révélé de nouveaux mécanismes inhibiteurs de la production 

d'AF par des composés bioactifs provenant de sources naturelles. 
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 Diverses huiles essentielles et autres extraits de plantes (vitamines, caroténoïdes, 

bétacarotène, alfa-carotène, lycopène, acide ascorbique, curcumine, polysaccharides, plusieurs 

flavonoïdes et composés phénoliques) ont été rapportées comme inhibiteurs de la production 

d'AFs en particulier l'AFB1 et de la croissance des mycéliums des espèces d'Aspergillus dans 

les denrées alimentaires (BLUMA et ETCHEVERRY, 2008c ; HOLMES et al., 2008 ; MA et 

al., 2014 ; PANDEYet al., 2016). Cependant, il n'y a pas de littérature significative disponible 

sur la bio-efficacité de la PM et l’EPM sur la croissance d’A.flavus et la production d'AFB1. 

La biosynthèse des AFs dépend fortement des conditions chimiques et physiques de 

croissance, à savoir la composition du substrat, la température, le pH, l'activité de l'eau et la 

combinaison particulière de différents paramètres qui peuvent être complètement inhibés ou 

activés par la biosynthèse de ces aflatoxines (HAHLBROCK et SCHEEL, 1989). De plus, la 

biosynthèse des aflatoxines est établie par la conversion de l'acétate en acide norsolorinique 

(NOR) par des synthases (Fas) et une polycétidesynthase (PksA) impliquées dans la synthèse 

du polycétide (polyketide) à partir de l’acétyl-CoA (précurseur issu du métabolisme primaire) 

(CRAWFORD et al., 2008). La synthèse de l’AFB1 à travers la voie de polycétide implique 

plus de 25 gènes. Au moins 16 réactions  consécutives catalysées par des enzymes sont 

nécessaires pour compléter la synthèse d’AFB1 à partir de NOR (BHATNAGAR et al., 

2006). 

LIANG et al (2015) ont démontrés l’activité antifongique du cinnamaldéhyde 

(composant principal de l'essence de cannelle), du citral (le constituant majeur de 

l'huile de citronnelle) et de l'eugénol (constituant majeur retrouvé dans le clou de girofle)sur la 

croissance et la biosynthèse de l'AFB1. La croissance d'Aspergillus flavus et la production 

d'AFB1 ont été complètement inhibées par la concentration de 0,80 mmol / L de 

cinnamaldéhyde et 2,80 mmol / L de citral. Cependant, à une concentration plus faible, le 

cinnamaldéhyde (0,40 mmol / L), l'eugénol (0,80 mmol / L) et le citral (0,56 mmol / L) 

réduiraient significativement la production d'AFB1 avec des taux d'inhibition de 68,9 %, 95,4 

% et 41,8 % respectivement. Alors qu'aucun effet sur la croissance fongique n’a été observé. 

Les niveaux d'expression de 5 gènes clés (aflR, aflT, aflD, aflM et aflP) dans la biosynthèse 

de l'AFB1 ont été évalués par PCR en temps réel. La PCR en temps réel a montré des 

réductions significatives de leurs expressions. Ces résultats suggèrent que la réduction de la 

production d'AFB1 par le cinnamaldéhyde, l'eugénol et le citral à de faibles concentrations  

peut être due à leur régulation négative du niveau de la transcription des gènes impliqués dans 

la biosynthèse de l’AFB1. 

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires synthétisés via la voie de 

biosynthèse des phénylpropanoïdes. Ces composés sont des éléments constitutifs des 

structures des parois cellulaires, servant de défense contre les pathogènes (HAHLBROCK et 

SCHEEL, 1989). Ces composés non seulement inhibaient la biosynthèse de l'AFB1, mais 

réduiraient également la production d'acide norsolinique (NOR), le premier précurseur 

d'aflatoxine stable (FERREIRA et al., 2013). Il est clair que les composés phénoliques 

inhibent une ou plusieurs étapes précoces plutôt que tardives de la voie de biosynthèse de 

l’AFB1 (FERREIRA et al., 2013). 

Il a été établi que l'augmentation du stress oxydatif dans les cellules fongiques 

déclenche la synthèse de l'AF (JAYASHREE et SUBRAMANYAM, 2000).Ainsi, une 

diminution du stress oxydatif des cellules fongiques causée par des antioxydants ajoutés de 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Cannelle_(%C3%A9corce)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Huile_essentielle
https://fr.wikipedia.org/wiki/Citronnelle
https://fr.wikipedia.org/wiki/Clou_de_girofle
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manière exogène pourrait être l'une des raisons possibles de la diminution de la production 

d'AF (KOVAČ et al., 2017). 

Les phénylpropanoïdes comprennent des phénols simples et les flavonoïdes tels que les 

flavones, les flavonols, les coumarines, chromones et biflavonoïdes. La plupart de ces 

composés sont connues pour leur pouvoir antioxydant, mais l'activité anti-oxydante n'est pas 

toujours positivement corrélée avec l'inhibition de la biosynthèse des AFs. L’activité anti-

oxydante peut être importante pour le mode d'action de ces groupes de composés, mais il 

semble probable que des facteurs supplémentaires peuvent être requis pour l'inhibition de la 

synthèse des AFs. Ceux-ci peuvent inclure leur biodisponibilité et leur absorption, leur 

mobilité intracellulaire et leur interaction avec des enzymes spécifiques, des métabolites et/ou 

des voies de signalisation (HOLMES et al., 2008 ; KOVAČ et al., 2017). 

         Les auteurs suggèrent que les similitudes structurales entre les coumarines et la structure 

des AFs peuvent entraîner une inhibition compétitive des enzymes impliquées dans leur 

biosynthèse (HOLMES et al., 2008 ; KOVAČ et al., 2017). 

HITOKOTO et ses collaborateurs (1980) ont signalé des cas où la formation d'AFs était 

inhibée alors que la croissance des colonies fongiques était apparemment normale, justifiant la 

nécessité d'étudier à la fois le potentiel d'inhibition de la croissance fongique et le potentiel 

d'inhibition de la production de toxines. Le mécanisme par lequel cette dernière inhibition se 

produit n'est pas très clair. Les AFs sont synthétisés de manière extra-mitochondriale à partir 

de l'acétylcoenzyme-A pendant une période d'utilisation rapide du glucose (HSIEH et 

MATELES, 1970). D'après TATSADJIEU et al. (2009), les huiles essentielles de L. rugosa 

du Cameroun peuvent restreindre le catabolisme des hydrates de carbone chez A. flavus en 

agissant sur certaines enzymes clés, ce qui peut entraîner une diminution de sa capacité à 

synthétiser l'AFB1. De plus, le nombre et la position des substitutions des acides phénoliques  

ont une influence sur leur potentiel antimicrobien contre divers micro-organismes 

(NAZZARO et al., 2013).  

Selon FARAG et al. (1989) et NYCHAS (1995), la présence des groupes OH 

phénoliques capables de former des liaisons hydrogène avec les sites actifs des enzymes 

cibles contribue à augmenter leur activité antimicrobienne. 

MEKKI et al. (2009) ont rapporté que les propriétés phytotoxiques et antimicrobiennes des 

margines sont associées à sa composition en composés phénoliques. Certaines études ont 

démontré des activités bactéricides et fongicides intéressantes des margines et en particulier 

de ses monomères phénoliques, tels que l'hydroxytyrosol et le tyrosol (YANGUI et al., 2009). 

        En effet les extraits phénoliques des margines enrichies en hydroxytyrosol ont présentés 

des activités fongicides puissantes contre diverses espèces phytopathogènes avec une 

concentration minimale d'inhibition comprise entre 7,18 et 57,4 mg /L (YANGUI et al., 

2010).  
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2.4. Activité hypoglycémiante de la poudre et de l'extrait phénolique des margines 

    2.4.1. Etude de la toxicité (Test d'innocuité) 

Selon les résultats obtenus du test d'innocuité, aucune perturbation n'a été observée et 

aucun cas de mortalité n'a été enregistré pour toutes les doses testées pendant 72 heures ce qui 

prouve qu’il n’existe aucune toxicité remarquable jusqu'à la dose de 8 g/kg et 1000 mg/kg 

pour la PM et l’EPM respectivement. 

    2.4.2. Effet de la poudre et de l'extrait phénolique des margines sur la tolérance au 

glucose  

         2.4.2.1. Effet de la poudre de margines sur la tolérance au glucose 

Les résultats de l'évaluation de la tolérance au glucose chez les souris traitées par la PM 

en présence et en absence du glucose sont illustrés dans la figure 43 et rassemblés dans le 

tableau XXX. 

L'administration de 1 g/kg du glucose a provoqué chez les groupes de souris à jeun un 

état d'hyperglycémie une heure après gavage de la solution glucosée. En parallèle, une 

régulation de la glycémie est observée après le pic (15 min). Ce qui est remarquable est 

l'amélioration de cette régulation chez les souris traitées. En comparant la glycémie, point par 

point, des différences significatives et hautement significatives doses dépendantes ont été 

notée pour  les concentrations de 2 g/kg (p<  0,05) et 4 g/kg (p<0,001) de PM testées en 

présence du glucose. Le pic de glycémie à 15 min a été nettement réduit en présence des 

margines à 4 g/kg de poids corporel par rapport à la réponse témoin glucose 1g/kg. 
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Figure 43: Evolution de la tolérance au glucose chez les souris traitées par la PM en 

présence du glucose (1 g/kg). Les valeurs obtenues  représentent la moyenne de six essais ± 

écart type. 
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Tableau XXX : Variation de la glycémie chez les souris traitées en fonction du temps et 

de la dose de la poudre de margines. 

 

 

Temps 

 

 

Souris traités 

 

0 min 

 

15 min 

 

30 min 

 

60 min 

 

120 min 

Témoin normal  

(eau distillée) 
   86 ± 0,08 85 ± 0,08 80 ± 0,02 85 ± 0,05 83 ± 0,03 

       Témoin 

hyperglycémique 

(1 g/kg de 

glucose) 

90 ± 0,66 316 ± 0,66 280 ± 1,55 190 ± 1,00 143 ± 1,11 

Margine (PM) 

 0,5 g/kg en 

(mg /dl) 

88 ± 0,88ns 312 ± 0,44ns 270 ± 0,44ns 180 ± 0,88ns 140± 1,33ns 

Margines (PM) 

 2 g/kg 

(mg /dl) 

90 ± 0,88ns 287 ± 1,00* 250 ± 2,44ns 170 ± 1,55 133 ± 1,11ns 

Margines (PM) 

4 g/kg 

(mg /dl) 

89 ± 0,44ns 225 ± 0,55*** 208 ± 0,88*** 155 ±0,66ns 110 ± 0,66ns 

 

Les valeurs de la glycémie sont données en mg/dl et représentent la moyenne de six essais  ± 

écart type. Groupes comparés au groupe témoin (Glucose 1g/kg). ANOVA à deux facteurs 

(Bonferroni post-tests) :  ns >0,05 ; *p<  0,05 ; **p<  0,01 ; ***p<0,001. 

 

         2.4.2.2. Effet de l'extrait phénolique des margines sur la tolérance au glucose 

Les résultats de l'évaluation de la tolérance au glucose chez les souris traités par l'EPM 

en présence et en absence du glucose sont illustrés dans la figure 44 et rassemblés dans le 

tableau XXXI. 

L'administration de 1 g/kg du glucose a provoqué chez les groupes de souris à jeun un 

état d'hyperglycémie une heure après gavage de la solution glucosée. En parallèle, une 

régulation de la glycémie est observée après le pic (15 min). Ce qui est remarquable est 

l'amélioration de cette régulation chez les souris traitées. En comparant la glycémie, point par 

point, des différences hautement significatives et dose dépendantes ont été notées pour  les 

concentrations de 250 mg/kg (p<0,001) et 500 mg/kg (p<0,001) d’EPM testés en présence du 

glucose. Le pic de glycémie à 15 min a été nettement réduit en présence de l’EPM à 250 

mg/kg et à 500 mg/kg de poids corporel par rapport à la réponse du témoin (glucose 1g/kg).  
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Figure 44 : Evolution de la tolérance au glucose chez les souris traitées par l'extrait 

phénolique des margine (EPM) en présence du glucose (1 g/kg). Les valeurs obtenues  

représentent la moyenne de six essais ± écart type. 

 

Tableau XXXI : Variation de la glycémie chez les souris traitées en fonction du temps et 

de la dose d’extrait phénolique de margines. 

 

Temps 

 

 

Souris traités 

 

0 min 

 

15 min 

 

30 min 

 

60 min 

 

120 min 

Témoin normal  

(eau distillée) 
   86 ±0,08 85 ± 0,08 80 ± 0,02 85 ± 0,05 83 ± 0,03 

Témoin 

hyperglycémique 

(1 g/kg de 

glucose) 

91 ± 0,66 316 ± 0,66 280 ± 1,55 190 ± 1,00 143 ± 0,11 

          EPM 

 10 mg/kg en 

(mg /dl) 

88 ± 1,11ns 300 ±0,11ns 269 ± 0,44ns 179 ± 0,88ns 135 ± 0,33ns 

          EPM 

 en 250 mg/kg 

(mg /dl) 

89 ± 0,88ns 256 ± 0,44*** 231 ± 1,22** 160 ±1,55ns 116±0,11ns 

EPM 

 en 500 mg/kg 

(mg /dl) 

90 ± 0,66ns 219± 0,01*** 197 ±0,66*** 144 ± 0,88** 

 

93±0,77** 

 

Les valeurs de la glycémie sont données en mg/dl et représentent la moyenne de six essais  ± 

écart type. Groupes comparés au groupe témoin (Glucose 1g/kg). ANOVA à deux facteurs 

(Bonferroni post-tests) : ns>0,05 ; **p<  0,01 ; ***p<0,001. 
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Les résultats de l’OGTT ont montré un effet hypoglycémiant remarquable de la PM et 

de l'EPM chez  les souris traitées. En effet une réduction dose dépendante de la glycémie a été 

observée après 15 min du gavage par rapport au témoin. La PM (4 g/kg) et les EPM (500 

mg/kg) ont réduit le pic glycémique à 225 ± 0,55 mg/dl et 219 ± 0,01 mg/dl, respectivement 

d'une manière hautement significative (p<0,001) en comparaison avec la glycémie du groupe 

témoin (glucose 1g/kg) après 15 min du gavage et qui est de 316 ± 0,66 mg/dl. En effet, à 

partir de 15 min après le gavage, la PM et de l’EPM ont freiné l'augmentation de la glycémie 

en l'empêchant ainsi d'atteindre le pic glycémique obtenu avec le témoin glucose 1 g/kg. Le 

retour au niveau basal de la glycémie s'observe à 120 min suivant le pic glycémique. L’EPM a 

réduit la glycémie d’une manière très significative (p< 0,01) de 143 ± 0,11 mg/dl  à 93 ± 0,77 

mg/dl. Pour la PM une réduction non significative (p>0,05) de  la glycémie a été observé et 

qui est de l’ordre de 143 ± 0,11 mg/dl à 110 ± 0,66 mg/dl. 

Plusieurs travaux effectués sur l’activité hypoglycémiante des extraits naturels de 

différentes plantes médicinales sur des souris et/ ou des rats de laboratoires ont démontrés le 

même effet (KEBIECHE 2009 ; MEDDAH et al., 2009 ; JUAREZ-REYES et al., 2015).  Les 

auteurs de ces travaux ont suggérés afin d’expliquer ce phénomène, une utilisation très active 

du  glucose administrés par voie orale (OGTT) par les tissus périphériques.  

En effet les travaux de KEBIECHE (2009) sur l'effet des flavonoïdes sur le diabète 

expérimental et l'hépatotoxicité chez les rats males de souche Wistar ont démontré que l'effet 

hypoglycémiant des extraits flavonoïdiques de la plante Ranunculus repens. L  est suivie par 

une élévation de la tolérance des tissus au glucose ce qui pourrait expliquer l'élévation 

significative de la teneur hépatique en glycogène chez les rats prétraités avec les flavonoïdes 

par rapport aux témoins non traités. KEBIECHE (2009) a rapporté que ce stockage massif de 

glycogène dans le foie peut se produire suite à une internalisation intense de glucose dans les 

hépatocytes.  

Le passage du glucose du sang vers les tissus périphériques, en l'occurrence le foie en 

présence des substances phénoliques et/ou insuliniques est susceptible d'être facilité par 

différents effets, parmi ces effets, une activation de la glycogénogenèse et une potentialisation 

de l'effet insulinique ont été signalés par CHAGAS et al. (2015) et une activation du 

transporteur de glucose (GluT) a été signalé par HAJIAGHAALIPOUR et al. (2015). 

 

   2.4.3. Résultat du test de provocation in vitro en chambre d'Ussing 

Après 40 min le temps nécessaire pour la stabilisation des paramètresélectro-

physiologiques de base. Le D-glucose (10 mmol/l), et le carbachol (100 µM/l) sont 

respectivement utilisés pour induire des mouvements ioniques dans le compartiment muqueux 

et du côté séreux respectivement. En effet après l’ajout du glucose, la tension trans-épithéliale 

augmente rapidement en moins de 10 min jusqu'à atteindre sa valeur de stabilisation sous 

forme de plateau (figure 45 A). La valeur obtenue est de 6,2 mV. Le carbachol induit lui aussi 

une augmentation mais en forme de pic dont la valeur maximale est 2,4 mV depuis la valeur 

stabilisée après l’ajout du glucose. La phloridzine (500 µM/1) ajoutée dans le compartiment 

muqueux a un effet inverse à celui du glucose puisqu'elle provoque une diminution rapide 

trans-épithéliale qui se stabilise en moins de 5 min à sa valeur de repos (figure 45 B). 
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Figure 45 : Mesures de la tension trans-épithéliale du Glucose/Carbachol (A) et du 

Glucose/Phloridzine (B) en (mV). Les mesures sont réalisées sur l'intestin de souris obtenue 

en chambre d’Ussing d'une surface de 0,5 cm2. 

L'ajout du carbachol ou la stimulation électrique du tissu intestinal de souris induit une 

augmentation du courant de court-circuit équivalente à celle obtenue dans d'autres études 

(YANG et al., 2003 ; MEDDAH et al., 2008), suggérant là encore que l'intégrité tissulaire est 

préservée. La durée de l’incubation du tissu intestinal dans la chambre d’Ussing est un 

paramètre qui doit être également pris en compte. En effet, ce paramètre est déterminant dans 

la préservation de la perméabilité et la viabilité du tissu intestinal et qui est chez la souris 

limité à environ 3 heures de temps (CLARKE, 2009). 

A 

B 
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La PM et l’EPM inhibent l'entrée du D-glucose par les récepteur sodium dépendant 

SGLT-1 qui représente le récepteur majeur du glucose au niveau de l’intestin. En effet 

l'introduction de la PM et de l'EPM du coté muqueux de la muqueuse jéjunale induit une 

importante inhibition dose dépendante du courant de court-circuit (Isc), comme le montre les 

figures 46 et 47. Le taux maximal d'inhibition a atteint une valeur moyenne de 80 ± 3,9 % et 

de 98 ± 0,5 % pour les doses de 60 mg/ml et de 100 µg/ml pour la PM et d'EPM 

respectivement. L'inhibition du transport de D-glucose en réponse à la PM et de l'EPM pour 

les doses de 60 mg/ml et de 100 µg/ml correspond à une diminution de A-Isc de 43 µA / cm2 

à 4 µA / cm2 pour la PM  et de 1,33 µA / cm2 pour l’EPM. 
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Figure 46 : Courant de court-circuit (Isc) induit par le glucose en absence ou en 

présence de concentrations croissantes de PM [15, 30, 60, 120] mg/ml et mesuré en 

chambre d'Ussing sur des fragments jéjunaux de souris. Les résultats sont exprimés en 

(µA/cm) et sont représentés en moyenne ± écart type. L’histogramme représente la moyenne 

de 3 expériences pour chaque concentration de PM. (*: Signification par rapport au contrôle 

(glucose 10 mM), P<0,05). 
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Figure 47: Courant de court-circuit (Isc) induit par le glucose en absence ou en présence 

de concentrations croissantes d'EPM [1, 10, 100, 1000] µg/ml et mesuré en chambre 

d'Ussing sur des fragments jéjunaux de souris. Les résultats sont exprimés en (µA/cm) et 

sont représentés en moyenne ± écart type. L’histogramme représente la moyenne de 3 

expériences pour chaque concentration d’EPM. (*: Signification par rapport au contrôle 

(glucose 10 mM), P<0,05). 

 

 

Pour mieux visualiser l'effet obtenu de la PM et de l'EPM aux doses respectives de 60 

mg/ml et de 100 µg/ml. La mesure de la tension trans-épithéliale glucose/margines/carbachol 

et glucose/EPM/ carbachol a été effectuée et les résultats sont consignés dans les figures 48 et 

49 respectivement. 
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Figure 48: Le courant court-circuit (Isc) en µA/cm2 traduisant l'effet du glucose (10 

mM/l), margines (60 mg/ml) et du Carbachol (100 µM/1). Les mesures sont réalisées sur 

l'intestin de souris obtenu d'une surface de 0,5 cm2 en chambre d'Ussing. 

 

Figure 49:Le courant court-circuit (Isc) en µA / cm2 traduisant l’effet du glucose (10 

mM/), margines (100 µg/ml) et du Carbachol (100 µM/l). Les mesures sont réalisées sur 

l'intestin de souris obtenu d'une surface de 0,5 cm2en chambre d'Ussing. 
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    2.4.4. Résultats du test toxicité des cellules Mode-K 

Avant de tester l’effet de la PM et de l’EPM, nous avons vérifié leur effet sur la viabilité 

des  cellules intestinales de souris Mode-K, ce test est très important si l’on envisage d’utiliser 

la PM et de l’EPM  chez l’homme. Avant de tester l’effet de la PM et de l’EPM sur les 

cellules Mode-K, nous avons vérifié la cytotoxicité de ces derniers, en incubant les cellules 

Mode-K en présence de différentes concentrations de polyphénols allant de 0 à 100 μg/ml 

pendant 30 min, les cellules mortes laissent pénétrer le bleu de trypan, ce qui les colorent en 

bleu, contrairement aux cellules vivantes qui restent transparentes. 

Les résultats (Figure 50) montrent que la PM et  l’EPM n’ont eu aucun effet cytotoxique 

sur les cellules Mode-K, même à des concentrations plus fortes, le taux de viabilité des 

cellules Mode-K dépasse les 95 %, le taux de cellules mortes n’est donc pas significatif (p> 

0,05). 
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Figure 50: Test toxicité de la poudre de margines (A) et de l’extrait phénolique des 

margines (B) sur la lignée cellulaire Mode-K de souris. Les cellules intestinales Mode-K 

sont incubés à des concentrations croissantes de PM [0 ; 20 ; 40 ; 60 ; 80 ; 100] mg/ml et 

d’EPM [0 ; 20 ; 40 ; 60 ; 80 ; 100] μg/ml, et la viabilité est évaluée après 30 min d’incubation 

par le test d’exclusion de bleu de Trypan. Les résultats sont exprimés en % de cellules 

vivantes après traitement par rapport aux cellules contrôles non traitées. Les résultats sont 

exprimés en moyenne de 3 essais (p>0,05). 
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   2.4.5. Analyse des cellules intestinales de souris Mode-K et des membranes intestinales 

des souris avec le Western blot 

      2.4.5.1. Western blot des membranes de la lignée cellulaire intestinale de souris 

Mode-K 

 Résultats des contrôles sur SGLT-1 et PKC 

Les résultats obtenus dans cette étude montrent que les concentrations de 30 mg/ml et 

de 10 µg/ml de la PM et des EPM testées respectivement sur les cellules intestinales de souris 

Mode-K diminuent le niveau de la bande du SGLT-1 active qui possède un poids moléculaire 

de 72 kDa, ainsi que le niveau de la bande de la protéine PKC (43 kDa) par rapport au 

contrôle positif représenté par le PMA seul (10 ng/ml). La figure 51 et 52 indiquent que le 

PMA utilisé comme contrôle positif induit une forte augmentation de l'expression de SGLT-1  

et de la PKC au niveau des membranes de la lignée cellulaire Mode-K par rapport au contrôle 

négatif représenté par les cellules Mode-K au repos (sans aucune stimulation).  
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Figure 51:Expression de la protéine SGLT-1  dans la lignée de cellules intestinales 

Mode-K de souris en présences de la poudre ou de l’extrait phénolique de margines et en 

absence du PMA. Les cellules intestinales Mode-K sont traitées avec les concentrations 30 

mg/ml, 10 µg/ml, 10ng/ml de la poudre de margines (PM), de l'extrait phénolique de margines 

(EPM) et du phorbol-12-myristate-13-acétate (PMA) (contrôle positif) respectivement 

pendant 30 min et les teneurs en protéines ont été suivies par analyse du Western blot. 

L'actine est utilisée comme marqueur de dépôt afin de normaliser les expériences (contrôle 

interne) et la concentration de la protéine-cible est indexée à celle de l’actine. L'expérience a 

été répétée 3 fois. Les valeurs sont exprimées en moyenne ± écart type. 
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Figure 52:Expression de la PKC dans la lignée de cellules intestinales Mode- K de souris 

en présences de la poudre ou de l'extrait phénolique de margines et en absence du PMA. 

Les cellules intestinales Mode-K sont traitées avec les concentrations 30 mg/ml, 10 µg/ml, 

10ng/ml de poudre de margines (PM), de l'extrait phénolique de margines (EPM) et du 

phorbol-12-myristate-13-acétate (PMA) respectivement pendant 30 min et les teneurs en 

protéines ont été suivies par analyse du Western blot. L'actine est utilisée comme marqueur de 

dépôt afin de normaliser les expériences (contrôle interne) et la concentration de la protéine-

cible est indexée à celle de l’actine. L'expérience a été répétée 3 fois. Les valeurs sont 

exprimées en moyenne ± écart type. 
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 Action de la poudre et de l’extrait phénolique des margines sur SGLT-1 et PKC 

en présence du PMA 

       En présence du PMA la PM et l'EPM ont provoqué une diminution de cette 

expression par l'inactivation du PMA. La figure 53 indique une inhibition hautement 

significative (p<0,001) de 60 % pour la PM et de 70 % pour l’EPM par rapport à la 

réponse au PMA. En outre, l'analyse Western Blot (figure 54) a montré que l'expression 

de PKC au niveau des membranes a été augmentée en présence du PMA et que la PM et 

l'EPM ont réduit cette réponse de 45 % et 55 % respectivement (p<0,001). Les données de 

cette expérience sont cumulées et représentées par l'histogramme dans les figures 53 et 54, 

Les données de cette étude indiquent que la PM  et l'EPM ont induit une inhibition 

concomitante de la translocation SGLT-1 et de la PKC au niveau des membranes de la 

lignée cellulaire Mode-K. 
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Figure 53: L'expression de la  protéine SGLT-1 dans la lignée de cellules intestinales 

Mode-K de souris en présence de la poudre ou de d'extrait phénolique de margines et en 

présence du PMA. Les cellules intestinales Mode-K sont traitées avec les concentrations 30 

mg/ml, 10 µg/ml, 10 ng/ml de la poudre de margines (PM), l'extrait phénolique de margines 

(EPM) en présence du phorbol-12-myristate-13-acétate (PMA) respectivement pendant 30 

min et les teneurs en protéines ont été suivies par analyse du Western blot. L'actine est utilisée 

comme marqueur de dépôt afin de normaliser les expériences (contrôle interne) et la 

concentration de la protéine-cible est indexée à celle de l'actine. L'expérience a été répétée 

03fois. Les valeurs sont exprimées en moyenne ± écart type. (*: Signification par rapport au 

contrôle (PMA 10 ng/ml), P<0,05). 
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Figure 54:L'expression de la PKC dans la lignée de cellules intestinales Mode-K de 

souris en présence de la poudre ou de l’extrait phénolique de margines et en présence du 

PMA. Les cellules intestinales sont traitées avec les concentrations 30 mg/ml, 10 µg/ml de la 

poudre de margines (PM), de l'extrait phénolique de margines (EPM) respectivement en 

présence du phorbol-12-myristate-13-acétate (PMA) à 10 ng/ml pendant 30 min et les teneurs 

en protéines ont été suiviespar analyse du Western blot. L'actine est utilisée comme marqueur 

de dépôt afin de normaliser les expériences (contrôle interne) et la concentration de la 

protéine-cible est indexée à celle de l'actine. L'expérience a été répétée trois fois. Les valeurs 

sont exprimées en moyenne ± écart type. (*: Signification par rapport au contrôle (PMA 

10ng/ml), P<0,05). 
 

2.4.5.2. Western blot des membranes intestinales de souris 

 Résultats des contrôles sur SGLT-1 et PKC 

Les résultats obtenus dans cette étude (figure 55 et 56)  montrent que les concentrations 

de 4 g/kg et de 500 mg/kg choisies de la PM seule et de l'EPM seul testées respectivement 

diminuent le niveau de la bande du SGLT-1 active qui possède un poids moléculaire de 72 

kDa, ainsi que le niveau de la bande de la protéine PKC (43 kDa) par rapport au contrôle 
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positif représenté par le glucose seul (1g/kg) au niveau des membranes intestinales. En effet le 

glucose seul induit une forte augmentation de l'expression de SGLT-1 au niveau de la 

membrane de la bordure en brosse (MBB) par rapport au contrôle négatif (eau distillée (ED)).  
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Figure 55 :L'expression de la  protéine SGLT-1 au niveau de cellules intestinales après 

gavage des souris avec la poudre ou l'extrait phénolique de margines et en absence du 

glucose : Les souris ont été gavées avec du glucose 1g/kg (Glu : contrôle positif), eau distillée 

(ED : contrôle négatif), poudre de margines (PM) 4 g/kg, 500 mg/kg d'extrait phénolique de 

margines (EPM) respectivement après 15 min du traitement. Les teneurs en protéines ont été 

suivies par analyse du Western blot. L'actine est utilisée comme marqueur de dépôt afin de 

normaliser les expériences (contrôle interne) et la concentration de la protéine-cible est 

indexée à celle de l'actine. L'expérience a été répétée 3 fois. Les valeurs sont exprimées en 

moyenne ± écart type. 
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Figure 56 :L'expression de la  PKC au niveau de cellules intestinales après gavage des 

souris avec la poudre ou l'extrait phénolique de margines et en absence du glucose : Les 

souris ont été gavées avec du glucose 1g/kg (Glu : contrôle positif), eau distillée (ED : 

contrôle négatif), poudre de margines (PM) 4 g/kg, 500 mg/kg d'extrait phénolique de 

margines (EPM) respectivement après 15 min du traitement. Les teneurs en protéines ont été 

suivies par analyse du Western blot. L'actine est utilisée comme marqueur de dépôt afin de 

normaliser les expériences (contrôle interne) et la concentration de la protéine-cible est 

indexée à celle de l'actine. L'expérience a été répétée 3 fois. Les valeurs sont exprimées en 

moyenne ± écart type. 
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 Résultats de l'action de la poudre et de l’extrait phénolique des margines sur 

SGLT-1 et PKC en présence du glucose 

      En présence du glucose la PM et l'EPM ont provoqué une diminution de l'expression 

de SGLT-1. La figure 57 indique une réduction hautement significative (p<0,001) de 60 

% et de 88 % respectivement par rapport à la réponse au glucose. En outre, l'analyse 

Western Blot (figure 58) a montré que l'expression de la PKC dans les MBB a été 

augmentée avec l'ingestion du glucose et que la PM et l'EPM ont réduit cette réponse de 

30 % (p<0,01) et 70 % (p<0,001) respectivement. Les données de cette expérience sont 

cumulées et représentées par les histogrammes représentés par les figures 57 et 58. Les 

données indiquent aussi que la PM et l'EPM ont induit une inhibition concomitante de la 

translocation SGLT-1 et de la PKC dans les MBB in vivo. 
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Figure 57:L'expression de la protéine SGLT-1 au niveau de l'intestin de souris après 

gavage avec la poudre ou de l’extrait phénolique de margines et en présence du glucose : 

Les souris ont été gavées avec du glucose 1 g/kg en absence et en présence de poudre de 

margines (PM) 4 g/kg, 500 mg/kg d'extrait phénolique de margines (EPM) respectivement 

après 15 min de traitement. Les teneurs en protéines ont été suivies par analyse du Western 

blot. L'actine est utilisée comme marqueur de dépôt afin de normaliser les expériences 

(contrôle interne) et la concentration de la protéine cible est indexée à celle de l'actine. 

L'expérience a été répétée 3 fois. Les valeurs sont exprimées en moyenne ±écart type. Les 
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valeurs sont exprimées en moyenne ± écart type. (*: Signification par rapport au contrôle (Glu 

1g/kg), P<0,05). 
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Figure 58:L'expression de la PKC au niveau de l'intestin de souris après gavage avec la 

poudre ou de l’extrait phénolique de margines et en présence du glucose : Les souris ont 

été gavées avec du glucose 1 g/kg (Glu) en absence et en présence de poudre de margines 

(PM) 4 g/kg, 500 mg/kg d'extrait phénolique de margines (EPM) respectivement après 15 min 

de traitement. Les teneurs en protéines ont été suivies par analyse du Western blot. L'actine 

est utilisée comme marqueur de dépôt afin de normaliser les expériences (contrôle interne) et 

la concentration de la protéine cible est indexée à celle de l'actine. L'expérience a été répétée 3 

fois. Les valeurs sont exprimées en moyenne ±écart type. (*: Signification par rapport au 

contrôle (Glu 1g/kg), P<0,05). 
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Le présent travail est la première investigation portant sur les effets hypoglycémiants de 

la PM et d'EPM. L'hyperglycémie en particulier le DT2 est une conséquence de la 

combinaison de la production élevée de glucose endogène, associée aux taux plus élevés de la  

gluconéogenèse, aux processus de la glycogénolyse et à l'absorption réduite du glucose par les 

tissus périphériques (ABDUL-WAHED et al., 2014). Récemment, il a été démontré que la 

régulation de l'absorption intestinale du glucose par le co-transporteur Na+/glucose SGLT-1 

est l'une des clés dans le traitement du diabète (BAUD et al., 2016). Ainsi, la recherche et / ou 

le développement de nouveaux composés qui corrigent l'absorption intestinale seront 

importants pour fournir de nouvelles options pour le traitement du diabète (LENEY et al., 

2009). En outre, une attention récente a été accordée à l'étude de l'activité antidiabétique de 

nombreuses espèces végétales à travers le monde, en testant différents modèles et méthodes 

expérimentales (PATEL et al., 2012 ; GIOVANNINI et al., 2016). 

La consommation de l'huile d'olive et les polyphénols de l'huile d'olive ont été largement 

discutés dans un grand nombre de travaux et ont recommandés leurs utilisations 

thérapeutiques en médecine préventive pour leurs propriétés antidiabétiques, anti-

athérosclérotiques et anti-inflammatoires (SCODITTI et al., 2014). L'huile d'olive a été 

revendiquée comme étant très efficace dans le traitement du DT2 (ZHANG et al., 2008). 

D'après la littérature consultée, les margines d'olives brutes et l'extrait phénolique total 

de ces margines n'ont pas eu l'attention des chercheurs dans leurs investigations sur le plan 

pharmacologique. Seul l'hydroxytyrosol purifié des margines a suscité cet intérêt notamment 

vis à vis de son activité hypoglycémiante chez les rats Wistar diabétiques induit par l'alloxane 

qui a été rapporté par HAMDEN et al (2009). Mais on connaît peu l'effet des margines sur la 

santé humaine. Dans ce contexte, les efforts de recherche ont été orientés vers la valorisation 

de ce sous-produit issus de l'extraction de l'huile l'olive pour la production de divers composés 

d'intérêt tels que les composés phénoliques (RAMOS et al., 2013). Cependant, les 

informations sur la sécurité sanitaire des margines sont essentielles, car les plantes 

médicinales sont facilement accessibles par la population et d'autre part, divers effets 

toxicologiques ont été observés après utilisation abusive des préparations à base de plantes. 

Les souris sont couramment utilisées pour des études expérimentales de la toxicité aigüe des 

extraits végétaux, après administration orale à fortes doses (MU et al., 2011). Les données de 

notre étude ont montré que les doses testées de la PM et de l'EPM ne présentaient aucun effet 

de toxicité aiguë chez les souris jusqu'à la dose de 8 g/kg et 1000 mg/kg pour la PM et les 

EPM respectivement. 

Ainsi, nous avons étudié l'effet de la PM et de l'EPM sur la tolérance au glucose chez 

les souris males C57BL/6.J. Les doses de 0,5 à 4 g/kg pour la PM et de 10 mg/kg à 500 mg/kg 

pour l'EPM ont été choisies pour évaluer l'activité hypoglycémiante de ces derniers. Après 

mesure de la glycémie des souris, les résultats du test ont démontré un effet bénéfique de la 

PM et de l'EPM dans la régulation de la glycémie et qui est dose dépendante. 

L'activité de la PM et de l'EPM à différentes concentrations sur le tissu intestinal de 

souris a été aussi entreprise visant le co-transporteur glucose sodium dépendant SGLT-1 en 

utilisant le système polarisé de la chambre d'Ussing. Après l'état d'équilibre (40 min), la 

muqueuse jéjunale (côté muqueux) est mise en contact avec du D-glucose (10 mmol/ 1) et 

l'activité de SGLT-1 a suivi une augmentation dépendante du Na+ dans le courant de court-

circuit (Isc). Les co-transporteurs constituent une classe importante de protéines 
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transmembranaires et leur rôle consiste à coupler le gradient électrochimique favorable 

d'union à un substrat afin d'acheminer ce dernier de l'autre côté de la membrane plasmique 

contre son gradient de concentration (WRIGHT et al., 2011). L'archétype des protéines qui 

effectuent ce type de transport est le co-transporteur glucose sodium dépendant SGLT-1. 

SGLT-1 est une protéine de 72 kDa qui utilise le gradient électrochimique du Na+ afin 

d'accumuler le glucose dans les cellules épithéliales de l'intestin grêle et du tubule proximal 

rénal où elle est responsable d'environ 10 % de la réabsorption du glucose contenu dans le 

filtrat glomérulaire. Cette protéine est exprimée à la membrane apicale de ces cellules et c'est 

la pompe Na+/K+ -ATPase basolatérale qui maintient le gradient de Na+ requis pour fournir 

l'énergie nécessaire au co-transport (KIRK et al., 2013). La fonction de SGLT-1 fait partie des 

mécanismes responsables de l'homéostasie qui maintiennent entre 4 et 6 mM la concentration 

de glucose qui circule dans le sang (WRIGHT et al., 2011). 

Aucune information n'est disponible sur l'effet et le mécanisme d'action des margines 

brutes et peu d'informations sont présentes sur l'effet des polyphénols sur le transport 

intestinal du glucose, en particulier en utilisant la chambre d'Ussing (CLARKE, 2009). Dans 

notre étude, la PM et l'EPM inhibent l'absorption de D-glucose par le co-transporteur 

Na+/glucose (SGLT-1). Considéré comme une molécule clé dans la régulation de l'entrée du 

glucose. En effet le SGLT-1 est le transporteur majeur du glucose dans l'intestin (WRIGHT et  

TURC, 2004), son activité est fortement régulée par des peptides et hormones (DUCROC et 

al., 2005 ; BELHARBI et al., 2009 ; DRAY et al., 2013). 

L'étude de l'expression du SGLT-1 et PKC par le Western blot a été aussi effectuée en 

présence et en absence de la PM et de l'EPM in vivo sur l'intestin des souris et in vitro sur la 

lignée cellulaire intestinale de souris Mode K. Une réduction du niveau de la bande du SGLT-

1 a été observée pour les concentrations testées et une réduction de la bande de PKC a été 

observée par rapport aux contrôles positifs. L’inhibition de l'activité de SGLT-1 par la PM et 

l'EPM dans notre étude dépendait de sa translocation vers la bordure en brosse intestinale 

ainsi que la participation de PKC, un effecteur clé dans le transport du glucose (HELLIWELL 

et al., 2003 ; POULSEN et al., 2015). 

La PKC appartient à une superfamille des sérine-thréonine kinases. Cette famille se 

compose de 11 isoenzymes qui sont exprimés de façon omniprésentes dans tous les tissus de 

l'organisme humain (AZZI et al., 1992). La PKC est principalement impliquée dans la 

phosphorylation des protéines cibles contrôlant l'activation et l'inhibition directement ou 

indirectement de nombreux processus cellulaires. La famille des PKC joue un rôle clé dans de 

nombreuses fonctions biologiques telles que l'apoptose, la prolifération cellulaire, la 

régulation de la transcription, les réponses immunitaires, signalisation cellulaire, 

apprentissage et la mémoire (DAS et al., 2016). Les PKC sont également impliquées dans les 

maladies cardiovasculaires comme la cardiopathie ischémique aiguë et les maladies 

cardiaques chroniques et l'insuffisance cardiaque (PALANIYANDI et al., 2009), l'accident 

vasculaire cérébral, les complications du rénales liées au diabète (ISHII et al., 1996) diverses 

affections dermatologiques y compris le psoriasis (MAIOLI et VALACCHI,  2010), les états 

pathologiques neurologiques, la maladie de Parkinson et la maladie d'Alzheimer (MOCHLY-

ROSEN et al., 2012). L'un des principaux objectifs des chercheurs dans l'étude de la PKC et 

de ces isoenzymes comme cible thérapeutique est de développer des ligands puissants et 

sélectifs pour réguler la signalisation des PKC principalement dans ces états pathologiques 
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(DAS et al., 2016). En effet beaucoup de travaux ont démontré divers effets des polyphénols 

dans la modulation de l'activité des PKC parmi ces polyphénols; le resvératrol, 

Epigallocatechine 3-gallate (EGCG), la quercetine, l'acide tannique, l'acide ellagique, l'acide 

chlorogénique, l'acide caféique, l'acide protocatechuique ont été largement étudiés (DAS et 

al., 2016). Les transporteurs primaires qui opèrent des mouvements de D-glucose dans 

l'intestin grêle comprennent le co-transporteur Na+-D-glucose SGLT-1 et GLUT2 

(GORBOULEV et al., 2012). Le glucose intestinal est activement transporté par Na + / 

glucose co-transporter-1 (SGLT-1) et passivement par GLUT2. Des preuves ont été 

présentées selon lesquelles SGLT-1 assure la médiation de la plus grande partie du transport 

de D-glucose dans la membrane de la bordure en brosse intestinale (MBB) des entérocytes, 

indépendamment de la charge de glucose. SGLT-3b, un second co-transporteur Na +-D-

glucose fonctionnel dans la MBB de la souris, ne contribue pas de manière significative au 

transport du glucose. Après une charge élevée en glucose, certains GLUT2 sont incorporés 

dans la MBB, mais cela a un impact mineur sur l'absorption du glucose dans l'intestin grêle 

(GORBOULEV et al., 2012). Dans la présente étude, les mécanismes responsables des effets 

de la PM et de l'EPM peuvent être impliqués dans la régulation négative de l'expression de la 

PKC jéjunale qui elle diminue l'expression de SGLT-1. En effet le SGLT-1comprend un site 

consensus de phosphorylation par la PKC, et donc la phosphorylation du transporteur pourrait 

contrôler son activité (WRIGHT et al., 1997 ; BELHARBI et al., 2009). Ces données sont 

conformes à nos résultats, montrant que la PM et l'EPM inhibent l'activité de SGLT-1 et sa 

translocation au niveau de la MBB de l'intestin grêle chez les souris traitées. BAUD et al. 

(2016) ont démontré que la diminution de l'apport simultané de glucose et de sodium ainsi 

que la modulation du trafic intestinal du sodium endogène contribueraient aussi à 

l'amélioration du contrôle du glucose sanguin. Ces résultats sont en faveur d’une exploration 

plus approfondie afin de trouver de nouvelles molécules alternatives pour prévenir ou traiter 

le DT2. Il a été prouvé que l'intestin joue un rôle important dans la régulation de l'absorption 

du glucose exogène. MEDDAH et al. (2009) ont signalé que les entérocytes (LE GALL et al., 

2007) et les cellules entéroendocrines (MARGOLSKEE et al., 2007) pouvaient agir ensemble 

à travers des récepteurs du goût sucré et ainsi le SGLT-1 détecte le glucose entrant. La 

modulation de SGLT-1 par les peptides digestifs (DUCROC et al., 2005 ; DRAY et al., 2013) 

et les neuropeptides (DUCROC et al., 2007) pourraient constituer un signal périphérique pour 

l'hypothalamus afin de contrôler rapidement la glycémie et l'ingestion de la nourriture. Ce 

signal est susceptible d'être très important car le DT2 se caractérise par une absence d'activité 

neuronale hypothalamique après l'ingestion du glucose (VIDARSDOTTIR et al., 2007). Il est 

intéressant dans ce contexte que la PM et l'EPM à de faibles concentrations puisse contrôler 

l'activité de SGLT-1 du côté luminal rapidement. Cet effet est analogue à celui caractérisé par 

l'hormone leptine une hormone digestive peptidique qui régule les réserves de graisses dans 

l'organisme (EL-ZEIN et  KREYDIYYEH, 2013), l’apeline qui est un peptide qui régule 

l'homéostasie du glucose et qui est produit par les cellules digestives proximales (DRAY et 

al., 2013), les neuropeptides tels que les orexines (DUCROC et al., 2007) et les polyphénols 

(CHAN and LEUNG, 2015). 

NISTOR et al. (2010) ont démontré aussi le même effet sur l'expression de SGLT-1 en 

utilisant l'extrait éthanolique d'une plante médicinale appelée Rhododendron Tomentosum 

parmi 17 plantes issues de la pharmacopée traditionnelle des Cris de la Baie James du nord du 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Hormone
https://fr.wikipedia.org/wiki/Liste_d%27hormones#Hormones_digestives
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Québec au Canada sur la lignée cellulaire tumorale humaine d'origine intestinale Caco-2. Les 

travaux d’ALZAID et al. (2013) sur l'extrait phénolique de baies sauvages enrichies en 

anthocyanines (cyanidines 44,5 %; delphinidines 26,1 % ;  petunidines 14,4 %; malvidines 8,9 

%) n'ont démontré aucun effet sur SGLT-1, par contre une réduction significative de 

l'expression de GLUT2 a été observée par rapport au contrôle sans extrait sur la lignée 

cellulaire tumorale humaine d'origine intestinale Caco-2. Les connaissances de la modulation 

de l'absorption intestinale et la réabsorption rénale du glucose ne cessent de s'intensifier. Les 

deux processus sont réalisés par des transporteurs de glucose dépendants du Na+ (SGLTs). Le 

SGLT-1 et le SGLT-2 représentent des cibles potentielles dans le développement des 

médicaments pour normaliser la glycémie chez les patients diabétiques (BAUD et al. (2016). 

Le composé le plus étudié pour élucider ces effets est la phloridzine. En 1922, il a été montré 

pour la première fois que le transport intestinal du glucose est diminué suite à une exposition 

à la phloridzine un flavonoïde glucoside extrait des pommes (CHAO et HENRY, 2010) et en 

1962, ALVARADO démontre que cette diminution est due à une inhibition compétitive du 

transport du glucose dépendant du sodium à travers la membrane en brosse des entérocytes. 

Malheureusement les applications cliniques de ce dernier sont limitées à cause de son 

hydrolyse par les β-glucosidases intestinales. Pour surmonter ce problème, plusieurs 

analogues ont été synthétisés chimiquement à partir de la phloridzine comme la canagliflozine 

et dapagliflozine (CHAO et HENRY, 2010). Des études cliniques récentes rapportées par 

BAUD et al. (2016) ont confirmé le potentiel thérapeutique de l'inhibition intestinale de 

SGLT-1, en utilisant deux analogues de la phloridzine (GSK-1614235 et KGA-2727) sur des 

rats et des patients normaux recevant une alimentation riche en glucides ce qui a fait baissé la 

glycémie. En effet l'administration dose-dépendante de ces deux analogues a entraîné une 

amélioration du contrôle du glucose chez les patients atteints de DT2 (DOBBINS et al., 

2015). Ces composés peuvent être administrés oralement et plusieurs d'entre eux ont un effet 

inhibiteur plus puissant que la phloridzine, mais leur application clinique nécessite des 

investigations supplémentaires (CHAO et HENRY, 2010 ; DOBBINS et al., 2015). D'autres 

polyphénols comme ceux présents dans le thé vert (epigallocatechine gallate (EGCG) et 

epicatechine gallate (ECG)) diminuent le transport intestinal du glucose probablement par une 

inhibition compétitive du SGLT-1 (MARTEL et al., 2010). Dans son étude, JOHNSTON 

(2005) suggère que les flavonoïdes glycosides inhibent le transport actif du glucose tandis que 

les aglycones inhibent le transport facilité du glucose dans son étude sur la lignée cellulaire 

tumorale humaine d'origine intestinale Caco-2. Outre les catéchines, d'autres composés 

polyphénoliques exercent le même effet sur l'absorption intestinale du glucose. La quercetine-

3-O-glucoside et la quercétine-4-O- glucoside exerçaient leurs effets par une inhibition 

compétitive du SGLT-1 alors que la quercétine-3-O-galactoside, quercétine-3-O-

glucorhamnoside (rutine) et quercétine aglycone sont dépourvues de cet effet (MARTEL et 

al., 2010). Les acides ; caféique, férulique et chlorogènique ont provoqué une inhibition de 

l'absorption intestinale du glucose par l’inhibition du SGLT-1 au niveau de la MBB chez le 

rat. L'effet anti-hyperglycémiant in vivo sur des rats diabétiques de l'acide caféique ou de 

l'acide chlorogénique sont probablement le résultat d'une action directe sur les tissus 

périphériques plutôt que le résultat d'une inhibition de l'absorption de glucose au niveau de la 

MBB intestinale (JOHNSTON et al., 2005). Cet effet instantané est probablement dû à une 

compétition des composés phénoliques pour le site de liaison du glucose au transporteur ou à 
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une dissipation du gradient de sodium à travers la MBB (PARK et al., 2014). La phloridzine 

et certains composés phénoliques comme l'acide chlorogénique et l'acide tannique, qui sont 

présents dans certaines extraits de plantes sont connus d'exercer leur effet inhibiteur via ces 

mécanismes (PARK et al., 2014). HAMDEN et al. (2009) ont démontré de bons effets 

antidiabétique et antioxydant de l'hydroxytyrsol extrait des margines d'olives sur des rats 

diabétiques. En effet l'administration de l'hydroxytyrosol pendant deux mois à une dose de 20 

mg/kg a diminué de 55 % le taux de glucose plasmatique par rapport aux rats diabétiques non 

traités. L'étude du pancréas après sacrifice des souris traitées par l'hydroxytyrosol a démontré 

un effet protecteur des cellules β-pancréatiques de celui-ci contre les dommages et la mort 

induite par le stress oxydatif. HAMDEN et al. (2009) ont rapporté que l'effet antidiabétique 

de l'hydroxytyrosol semble être lié au piégeage des radicaux libres et à son activité anti-

inflammatoire. Dans d'autres études, les effets hypoglycémiants des composés 

polyphénoliques alimentaires ont été attribués : à l'inhibition de la digestion des glucides en 

inhibant l'α- amylase salivaire et pancréatique, à l'inhibition de l'α-glucosidase dans la MBB 

intestinale, à l'inhibition de l'absorption du glucose ou la stimulation de la sécrétion d'insuline 

et à la protection des cellules β-pancréatiques contre la glucotoxicité. En outre, les composés 

phénoliques peuvent supprimer la libération du glucose du foie et améliorer leur absorption 

dans les tissus périphériques en modulant la signalisation intracellulaire (KIM et al., 2016). 

Par ailleurs, plusieurs plantes médicinales sont à l'origine des médicaments modernes utilisés 

aujourd'hui. Parmi ces derniers, la metformine extraite d'une plante appelée Galega 

officinalis, a été beaucoup utilisée traditionnellement dans le traitement du DT2 (CUSI et DE 

FRONZO, 1998). En effet les plantes médicinales jouent un rôle important dans la prévention 

et le traitement du DT2, spécialement dans les pays en voie de développement ou les 

ressources sont faibles et les assurances médicales sont limitées (EZURUIKE et PRIETO, 

2014). Si cette approche fonctionnait, elle aurait le mérite non seulement de réduire l'apport 

glucidique, mais aussi d'abaisser la quantité énergétique, ce qui exercerait aussi un effet direct 

sur le poids corporel et, donc un effet sur l'obésité. La stratégie de limiter la biodisponibilité 

des nutriments par l'inhibition de la digestion ou de l'absorption est souvent utilisée dans des 

approches thérapeutiques pour de nombreux désordres tels que l'hypercholestérolémie et les 

maladies cardiovasculaires (CHAIT et ECKEL., 2016). Dans notre étude, cette même 

démarche a été employée pour tester l'efficacité de la PM et de l’EPM in vitro et in vivo. 
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         Le verger oléicole mondial destiné à la production d’huile d’olive est en pleine 

expansion et se concentre à plus de 95 % dans le bassin méditerranéen où les conditions 

climatiques sont idéales pour ce type de culture. Les pays producteurs sont confrontés 

cependant à une augmentation significative des sous-produits issus du procédé d’extraction à 

savoir les margines qui impactent fortement sur l’environnement. La valorisation de ce sous-

produit comme source de molécules à haute valeur ajoutée a fait l’objet de cette thèse.  

Dans cette thématique, nous nous sommes intéressés à la caractérisation  

physicochimique des margines, à l’extraction et à la caractérisation de leurs contenus en  

composés phénoliques, en vue d’étudier leur potentiel antioxydant, antifongique et leur action 

hypoglycémiante sur un modèle cellulaire murin d’origine intestinal, les cellules Mode-K et 

sur un modèle animal murin, les souris saines C57BL/6J. 

La caractérisation physicochimique des margines étudiées a montré un contenu 

appréciable en polyphénols avec un taux de 5,29 g en EAG/100 g de poudre de margines. 

Concernant la caractérisation des polyphénols par HPLC. L’analyse a révélé que les composés 

phénoliques contenus dans l’EPM sont en majorité, l’hydroxytyrosol, le tyrosol, l’acide 

gallique, l’acide p-coumarique, l’acide protocatechuique, l’oleuropeine, l’acide vanillique  et 

l’acide caféique. L'hydroxytyrosol représente le pic le plus élevé avec une proportion  de 

54,23%, l'hydroxytyrosol (3, 4-dihydroxyphényléthanol, HT) qui est le composé phénolique 

majeur dans les margines suivi de l’acide protocatechuique avec proportion de l’ordre de 

14,35  %. Ces deux derniers se distinguent comme des composés à forte valeur ajoutée, dû à 

leurs diverses activités biologiques, notamment leur activité anti-oxydante qui est bénéfique 

pour la santé humaine. 

Les potentialités anti-oxydantes de ces deux produits par rapport aux antioxydants 

standards à savoir l’acide ascorbique et le trolox ont été évaluées par divers méthodes ; 

piégeage directe des radicaux libres par la méthode du DPPH• et de l’ABTS•+ et le pouvoir 

réducteur du fer.  

Les résultats obtenus ont révélé des capacités anti-oxydantes importantes  pour la PM et 

l’EPM.  Un fort pouvoir de piégeage du radical DPPH• par l’EPM a été enregistré et classé 

comme suit : EPM > trolox > Acide ascorbique >PM> Acide caféique > acide gallique. La 

valeur de l’IC50 la plus basse est lue avec 25 µg/ml de l’EPM. Par ailleurs l’acide ascorbique 

a manifesté un pouvoir de piégeage du radical ABTS•+  plus important que celui de l’EPM à la 

même dose test de 20 µg/ml. Cependant le pouvoir de piégeage du radical ABTS•+ de l’EPM 

reste supérieur à celui du Trolox qui est un antioxydant de référence et de la PM à la même 

concentration. Cette activité  peut être classée comme suit : acide ascorbique > EPM 

>Trolox>PM. Un fort pouvoir de réduction du fer de l’EPM a été aussi enregistré. En effet 

l'EPM a présenté une capacité importante à réduire le Fer avec une IC50 de 17,08 µg/ml en 

comparaison avec celle des standards utilisés (trolox et l’acide ascorbique) avec des IC50 de  

18,21 µg/ml et de 17,89 µg/ml respectivement. La capacité de réduction du fer est classé 

comme suit : EPM >acide ascorbique> PM >trolox. Les capacités anti-oxydantes révélées in 

vitro sont en relation directe avec le contenu en métabolites secondaires de chaque produit 

testé et dépendent de l’ensemble des substances anti-oxydantes, de leur nature, leur quantité, 

leur structure et de toutes les interactions moléculaires qui peuvent agir de façon synergique 

pour faire hausser cette activité qui peut être très utile pour renforcer l’organisme dans le cas 
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de situation de stress oxydatif et de prévenir les différentes pathologies qui peuvent survenir 

suite à une attaque radicalaire. 

Dans un deuxième temps, nous nous sommes intéressés à l’étude d’autres activités 

biologiques et les potentialités que peuvent avoir ces produits in vitro et in vivo à savoir les 

capacités antifongique, anti-aflatoxinogène et hypoglycémiante.  

           Les résultats de cette étude montrent clairement que la PM et l’EPM sont capables 

d’inhiber la croissance fongique sur milieu liquide SMKY et sur le maïs broyé choisi comme 

matrice alimentaire. Cette inhibition est rangée entre 15,04 % et 100 %. La PM et les 

composés phénoliques contenus dans l’EPM provoquent l’inhibition totale de la souche 

aflatoxinogène Aspergillus flavus. De plus les potentialités de ces deux produits ne se limitent 

pas à une action antifongique mais vont jusqu’à une action anti-aflatoxinogène dont l’EPM 

reste le plus puissant. Effectivement la production de l’AFB1 observée dans le milieu liquide 

SMKY avec une concentration de 250 mg/L d’EPM pendant 7 jours d’incubation a abouti à 

un maximum de réduction de l’AFB1 de 100 %.  

Concernant l’effet hypoglycémiant de la PM et l’EPM, les résultats du test d'innocuité 

in vivo n’ont révélé aucune toxicité remarquable chez les souris males C57BL/6J jusqu'à la 

dose de 8 g/kg et 1000 mg/kg pour la PM et les EPM respectivement. Les doses de 0,5 à 4 

g/kg pour la PM et de 10 mg/kg à 500 mg/kg pour l'EPM ont été choisies pour évaluer 

l'activité hypoglycémiante de ces derniers. Après mesure de la glycémie des souris, les 

résultats du test ont montré un effet bénéfique de la PM et de l'EPM dans la régulation de la 

glycémie et qui est dose dépendante. 

L'activité de la PM et de l'EPM à différentes concentrations sur le tissu intestinal de 

souris à été aussi entreprise, visant le co-transporteur SGLT-1 en utilisant le système polarisé 

de la chambre d'Ussing. Dans notre étude, la PM et l'EPM inhibent l'absorption de D-glucose 

par le co-transporteur SGLT-1, considéré comme une molécule clé dans la régulation de 

l'entrée du glucose. 

L'étude de l'expression du SGLT-1 et de la PKC in vivo au niveau de MBB de l’intestin 

des souris après gavage et in vitro et sur la lignée cellulaire intestinale de souris Mode-K a été 

aussi effectuée par le Western blot en présence et en absence de la PM et de l'EPM. L’étude 

des membranes intestinales de souris a révélée une réduction du niveau d’expression du co-

transporteur SGLT-1. Une réduction significative de 60 % et de 88 % a été observée pour les 

concentrations testées de 4 g/kg et 500 mg/kg de la PM et d’EPM respectivement et une 

réduction de 30 % et 70 % de l’intensité de la bande de la PKC pour les mêmes 

concentrations ont été observée par rapport au contrôle positif (glucose seul 1g/kg).L’étude de 

la lignée cellulaire intestinale de souris Mode-K indique une inhibition significative de SGLT-

1 de 60 % pour la PM et de 70 % pour l’EPM par rapport à la réponse au PMA (molécules de 

synthèse). La PM et l'EPM ont réduit de 45 % et 55 % respectivement de l’intensité de la 

bande de la PKC pour les concentrations testées qui sont de 30 mg/ml, 10 µg/ml 

respectivement par rapport à la réponse au PMA (10 ng/ml). 

Ces résultats peuvent envisager l’utilisation de ces molécules dans le domaine 

agroalimentaire. En effet, par leurs richesses en substances bioactives la PM et l’EPM ont la 

capacité de réduire significativement la population fongique d’A. flavus et de limiter ainsi la 

contamination des grains, des semences et des cultures et de prévenir la production des 

aflatoxines et peuvent être aussi le moyen de lutte non seulement dans les champs mais après 
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récolte et au moment de la conservation des produits végétaux. Ces substances peuvent 

constituer une alternative aux substances chimiques nocives pour l’environnement et la santé 

dans le bio-contrôle de la flore fongique et mycotoxique. Ces résultats, justifient des 

recherches futures mettant l'accent sur les propriétés antifongiques des sous-produits de l'huile 

d'olive et leur utilisation possible en tant qu'alternative pour contrôler la croissance 

microbienne dans les denrées alimentaires stockées.  Entre autre par leur action anti-oxydante, 

ils peuvent contribuer à l’amélioration de la durée de vie d’un aliment et de ses propriétés 

organoleptiques en protégeant ses constituants contre l’oxydation.  

             Dans le domaine de la santé ces molécules peuvent avoir des applications surtout pour 

la prévention des maladies liées au stress oxydant, ainsi que dans la régulation de la glycémie. 

En réduisant l’absorption intestinale du glucose via SGLT-1 qui elle-même dépend de la 

PKC. 

 Il serait intéressant à l’avenir de compléter cette étude par l’exploration d’autres voies 

de signalisation intracellulaire impliquées dans la régulation de l’homéostasie et du 

métabolisme glucidique (voies de PKA, PI-3 Kinase, ERK, AMPK) chez les cellules 

périphériques insulino-sensibles (hépatocytes, adipocyte…etc.) et devoir l’effet de la PM et de 

l’EPM chez un modèle animal de DT2. 

Par ailleurs, Il serait nécessaire aussi d’isoler et de caractériser la ou les molécules 

potentiellement anti-oxydantes des fractions les plus actives des margines, de déterminer la 

toxicité de ces produits purs et de préciser les doses LD50 sur des modèles animaux. 
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Annexe 1 

1. Préparation de la solution de phospho-vanilline :  

Dissoudre 0,6 g de vanilline dans 10 ml d’éthanol absolu dilué préalablement dans 100 

ml d’eau distillée, ajouter 400 ml d’acide sulfurique (H3SO4), après agitation ; stocker la 

solution dans une bouteille à l’obscurité à température ambiante (KNIGHT et al., 1972).  

2. Détermination de la teneur en lipides totaux : 

 Courbe d’étalonnage : 

La solution mère de concentration égale à 0,3 mg/ml est préparée en diluant l’acide 

oléique dans du chloroforme. À partir de cette solution mère, nous préparons une gamme 

d’étalonnage allant de [0-300] µg/ml d’acide oléique. Les dilutions de cette gamme étalon ont 

été préparées dans un mélange de (méthanol/chloroforme).   

La courbe d’étalonnage de l’acide oléique est donnée dans la figure suivante : 

 

 

 

 

 

 

 

 

Courbe étalon obtenue en fonction de la concentration de l’acide oléique et des 

densités optiques à 525 nm. 
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Annexe 2  

1. Préparation de la solution de carbonate de sodium à 20 % : 

La solution de carbonate de sodium est préparée selon la méthode de CICCO et al. 

(2009) en dissolvant à 70 ou 80 °C au bain marie 20 g de carbonate de sodium Na2CO3  

anhydre dans 100 ml d’eau distillée. Après avoir laissé refroidir pendant une nuit à (+4 °C), 

une cristallisation de la solution sursaturée est provoquée en ajoutant un cristal de carbonate 

de sodium 10 fois hydraté (Na2CO3, 10H2O), après cristallisation, la solution est filtrée sur 

laine de verre. 

2. Dosage des composés phénoliques : 

 Courbe d’étalonnage : 

A partir de la solution mère, nous préparons une gamme d’étalonnage allant de [0 -100] 

µg/ml d’acide gallique. 

La concentration de la solution mère est de  100 µg/ml. 

La courbe d’étalonnage de l’acide gallique est donnée dans la figure suivante : 

 

Courbe étalon obtenue en fonction de la concentration d’acide gallique  et des densités 

optiques à 760 nm. 
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Annexe 3 

1. Détermination de la teneur des margines en sucres totaux : 

 Courbe d’étalonnage : 

La concentration de la solution mère de glucose est de 50 µg/ml. 

A partir de cette solution mère, nous préparons une gamme d’étalonnage allant de  [0 –50] 

µg/ml de glucose. La courbe d’étalonnage du glucose  est donnée dans la figure suivante : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Courbe étalon obtenue en fonction de la concentration du glucose et des densités 

optiques à 492 nm. 

 

2. Détermination de la teneur des margines en sucres réducteurs : 

 Courbe d’étalonnage : La courbe d'étalonnage a été réalisée avec une solution mère 

de glucose de 0 à 1g/L 

 

Courbe étalon obtenue en fonction de la concentration du glucose et des densités 

optiques  à 540 nm.
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Annexe 4 

1. Préparation de réactif de Bradford selon BRADFORD (1976) : 

 dissoudre 100 mg de bleu de Comassie brillant G 250 dans 50 ml d’éthanol (95 %) ; 

 ajouter 100 ml d’acide phosophorique (85 %) ; 

 ajuster à 1 litre avec de l’eau distillée. 

 NB. Ce réactif peut être disponible dans le marché. 

2. Détermination de la teneur des margines en protéines : 

 Courbe d’étalonnage : 

La concentration de la solution mère de BSA est de 40 µg/ml. 

A partir de cette solution mère, nous préparons une gamme d’étalonnage allant de                 

[0-40] µg/ml de BSA. 

 

 La courbe d’étalonnage de la BSA est donnée dans la figure suivante : 

 

Courbe étalon obtenue en fonction de la concentration de BSA et des densités optiques à 

595 nm. 
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Annexe 5 

 

La Composition des milieux de cultures utilisés : 

 

1. Milieu PDA (Pomme de terre, Dextrose, Agar) : 

Pomme de terre………………………..….200 g 

Agar………………………………………..15 g 

Glucose……………………………….……20 g 

Eau distillée……………………………. 1000 ml 

pH final= 5,6 ± 0,2 

Ramollir la pulpe de pomme de terre dans 300 ml d’eau en chauffant. Ajouter ensuite 

leglucose et l’agar. Porter à ébullition pour solubiliser l’agar puis filtrer sur gaze et compléter 

àun litre avec de l’eau distillée. 

 

2. Milieu CAM : Coconut Agar Medium : milieu à base de coco gélosé 

Noix de coco déchiquetée………….100 g 

Eau distillée………………………..300 ml. 

Tissu en mousseline 

Agar ………………………………..20 g 

Eau distillée………………………. 1000 ml 

Préparation : 100 g de noix de coco déchiquetée sont homogénéisés pendant 05 min avec 

300 ml puis porté à ébullition, le mélange est filtré à l’aide du tissu en mousseline. 

Le pH final ajusté à 7 avec une solution de NaOH 2N (cette étape on peut ne pas l’effectuer) 

Le filtrat est additionné de 20 g d’agar puis complété à 1000ml par l’eau distillée. 

 

3. Potato Dextrose Broth (PDB) : 

Pomme de terre…………………………… 200 g 

Glucose………………………………..…… 20 g 

Eau distillée…………………………...... 1000 ml 

Laver la pomme de terre ; couper en cubes dans 300 ml d’eau distillée; Porter à ébullition 

pendant 30 – 45 min. Écraser la pomme de terre, filtrer puis ajouter le glucose. Compléter le 

volume à 1000 ml. 

 

4. Semi synthetic liquid medium (SMKY) 

Saccharose…………………………………200 g 

Sulfate de magnésium………………………0,5 g 

Nitrate de potassium…………………………3 g 

Extrait de levure………………………………7 g 

Les ingrédients sont mélangés à 1000 ml d’eau distillée. 

 

NB : tous les milieux sont stérilisés par autoclave durant 20 min à 120 °C. 
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Annexe 6 
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Annexe 7 
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Annexe 8 

1-Composition de la solution du Ringer : 

 

Na + 

 

140mM Cl- 120 mM 

K+ 

 
5,2mM HCO3- 25 mM 

Ca++ 

 
1,2mM HPO4 2,4 mM 

Mg++ 

 
1,2mM H2PO4 0,4 mM 

 

2- Caractéristiques physicochimiques du Carbachol, de la Phloridzine et du PMA 

 

 Carbachol :Synonym:2-Hydroxyethyl)trimethylammoniumchloride 

carbamate, Carbachol,Carbamoylcholinechloride,Carbamylcholinechloride. 

 Linear Formula : NH2COOCH2CH2N(Cl)(CH3)3. 

 Molecular Wiegt 182.65 

 Ref : Y0000113 ; Pakaging : 50 mg. 

 

 

 

 

 Phloridzin : Synonym: 1-[2-(β-D-Glucopyranosyloxy)-4,6-dihydroxyphenyl]-3-(4-

hydroxyphenyl)-1-propanone, Phloretin 2′-β-D-glucopyranoside, Phloretin 2′-β-D-

glucoside, Phlorizindihydrate. 

 Empirical Formula (Hill Notation): C21H24O10 · 2H2O 
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 Molecular Weight: 472.44 

 Ref :P3449-1G ; Packaging: 5 g. 

 

 

 

 PMA : Phorbol 12-myristate 13-acetate :  Synonym: 12-O-Tetradecanoylphorbol 13-

acetate, 4β,9α,12β,13α,20-Pentahydroxytiglia-1,6-dien-3-one 12-tetradecanoate 13-

acetate, PMA, TPA 

 Empirical Formula (Hill Notation): C36H56O8 

 MolecularWeight: 616.83 

 Ref : 79346-5MG 3 ;  Packaging:  5 mg. 

 

Annexe 9 

1-RIPA  Buffer + Phospatase Inhibitor  (RB+ PI):  

20 mMTris-HCl (pH 7.5), 150 mMNaCl, 1 mM Na2EDTA,  1 mM EGTA,  1% NP-40 1% 

sodium deoxycholate,  2.5 mM sodium pyrophosphate,  1 mM b-glycerophosphate,  1 mM 

Na3VO4, 1mM PMSF (Phenylmethanesulfonyl Fluoride), 20 μg/ml Leupeptin, 10µg Pepstatin 

A, 10 µg  Apotonine, 25 Mm calyculine). 

2-Laemmli Buffer (5X) : 

SDS 5 % 

Glycerol 50 % 

beta-mercaptoethanol  2 %  

Bromophenol blue 0,05 % 

Tris-HCl  pH 6,8      1,5  M 
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Annexe 10 

1-milieu RPMI (1640 
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2-Tampon PBS ([-]CaCl2 ; [-]Mg Cl2) 
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3-Tryp LE Experss ref :12604 

 

 

Annexe 11 

1- Préparation des gels pour SDS-PAGE : 

Préparation du gelde séparation(Running gel) (10 %) 

H2O…………………………………………..……….8,12 ml 

Tris1,5 M……………………………………..………....5 ml 

SDS 20 %........................................................................100 µl 

Acrylamide/bis-acrylamide 30 %...............................6,66 ml 

APS 10 % (persulfate d’ammonium)..........................100 µl 

TEMED (tetramethylethylendiamine)………………..10 µl 

Préparation du gel de concentration (Stacking gel) (4 %) 

H2O……………………………………………………..6 ml 

Tris0,5 M………………………………………..…….2,5 ml 

SDS 20 %.........................................................................50 µl 

Acrylamide/bis-acrylamide  30 %………………..….1,33 ml 

APS 10 % (persulfate d’ammonium).............................100 µl 
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TEMED (tetramethylethylendiamine)……………….10 µl 

NB : Qsp pour deux gels 

 

2- Préparation des tamponsSDS-PAGE  : 

Tampon de migration 10 X  Qsp 1L 

Tris Base  30,3 g 

Glycine  144,1 g 

SDS 10 g 

 

Tampon de transfert 10 X  Qsp pour 1L 

Tris Base  60,55 g 

Glycine  71,25 g 

SDS 10 g 

 

 

Tampon TBS (Tris Buffered saline) 

Tampon TBS  10 X  Qsp pour 1 L 

Tris Base  24,2 g 

Na Cl  80 g 

 

TBST 1 X  Qsp pour 1 L 

TBS  10 X 100 ml 

Tween 20  1 ml 

Eau distillée 899 ml 
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Annexe 12 

1-Révélation des bandes avec le Western blot 

(1) Détection d’un anticorps secondaire couplé à la phosphatase alcaline : L’anticorps 

secondaire couplé à la phosphatase alcaline est fixé à la protéine d’intérêt. L’ajout du substrat 

colorimétrique à la phosphatase alcaline va permettre une coloration de la membrane (Biorad, 

kit 170-6432). Cette révélation est irréversible. Le tampon de coloration (25X AP reagent 

buffer) est dilué à 1X (1 ml dans 25 ml final pour une membrane). Avant d’effectuer la 

réaction, ajouter 250 µl de réactif A et 250µl de réactif B (AP color reagent A/B) pour 25 ml 

de tampon TBS - T 1X. La membrane est incubée avec le substrat jusqu’à l’apparition d’une 

coloration violette des protéines. Cette réaction est extrêmement sensible. Il est important de 

rester proche au moment de l’incubation. En cas d’incubation trop longue la membrane se 

colorera aussi, la rendant inexploitable. La réaction est arrêtée en enlevant le tampon et en 

rinçant plusieurs fois la membrane dans de l’eau.  

 

(2) Détection d’un anticorps secondaire couplé à la peroxydase : L’anticorps secondaire 

couplé à la peroxydase est fixé à la protéine d’intérêt. La réaction se fait par 

chimioluminescence c'est-à-dire par formation d’une molécule excitée émettant à une 

longueur d’onde donnée. La détection se fait grâce à une caméra CCD (pour « charge coupled 

device ») permettant la conversion d’un signal lumineux en un signal électrique. Le kit utilisé 

dans ce protocole permet la détection de l’anticorps secondaire par un mélange de 1 ml de 

solution A et 1 ml de solution B (GE Health care, ECL plus RPN2132). 

 

2-Liste des anticorps primaires et secondaires 

Anticorps  Espèces  Dilution Fournisseur 

Anticorps Iaire 

Anti-SGLT-1 

(polyclonal IgG 

antiserum) 

Lapin 1/500 Certificate of 

Analysis 

Ref :#2441948 

Anticorps Iaire 

Anti-PKC (α,δ,ζ, D/μ) 

 

Lapin 1/1000 Sampler Kit, cell 

signaling technology 

Ref : # 9960 

Anticorps IIaire 

Goat anti-Rabbit, HRP 

(Horseradish 

peroxidase) conjugate 

IgG 

Lapin  1/30000 Thermo scientific 

Anticorps IIaire 

Goat anti-mouse IgG-

AP Alcaline 

phosphatase conjugate 

souris 1/5 Santa Cruz 

biotechnology 

β actine  Lapin  1/10000 Sigma 
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Annexe 13 : 
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Annexe : 14   

I. Résultats de Résultats de l’analyse statistique de l’activité anti-oxydante avec 

le test de Tukey’s comparaison multiples. 

Tableau I : Résultats de l’analyse statistique du test du piégeage du radical DPPH  avec 

le test de Tukey’s comparaison multiples de la PM et de l’EPM et des différents 

standards utilisés. 

Tukey's Multiple Comparison 
Test 

MeanDiff. q Significant? 
P < 0.05? 

Summary 95% CI of diff 

Acide gallique vs Acide 
caféique 

-0,00667 0,133 No ns -0.244 to 0.231 

Acide gallique vs PM -0,0200 0,400 No ns -0.258 to 0.218 

Acide gallique vs Acide 
ascorbique 

-0,0733 1,47 No ns -0.311 to 0.164 

Acide gallique vs Trolox -0,180 3,60 No ns -0.418 to 0.0576 

Acide gallique vs EPM -1,31 26,3 Yes *** -1.55 to -1.08 

Acide caféique vs PM -0,0133 0,267 No ns -0.251 to 0.224 

Acide caféique vs Acide 
ascorbique 

-0,0667 1,33 No ns -0.304 to 0.171 

Acide caféique vs Trolox -0,173 3,47 No ns -0.411 to 0.0642 

Acide caféique vs EPM -1,31 26,1 Yes *** -1.54 to -1.07 

PM vs Acide ascorbique -0,0533 1,07 No ns -0.291 to 0.184 

PM vs Trolox -0,160 3,20 No ns -0.398 to 0.0776 

PM vs EPM -1,29 25,9 Yes *** -1.53 to -1.06 

Acide ascorbique vs Trolox -0,107 2,13 No ns -0.344 to 0.131 

Acide ascorbique vs EPM -1,24 24,8 Yes *** -1.48 to -1.00 

Trolox vs EPM -1,13 22,7 Yes *** -1.37 to -0.896 

 

Tableau  II : Résultats de l’analyse statistique du test du pouvoir de réduction du Fer 

(PR) avec le test de Tukey’s comparaison multiples de la PM et de l’EPM et des 

différents standards utilisés. 

Tukey's Multiple 
Comparison Test 

MeanDiff. q Significant? P < 0.05? Summary 95% CI of diff 

Trolox vs PM -2,667 1,364 No ns -11.52 to 6.191 

Trolox vs Acide 
ascorbique 

-25,41 12,99 Yes *** -34.27 to -16.55 

Trolox vs EPM -34,67 17,73 Yes *** -43.52 to -25.81 

PM vs Acide 
ascorbique 

-22,74 11,63 Yes *** -31.60 to -13.89 

PM vs EPM -32,00 16,36 Yes *** -40.86 to -23.14 

Acide ascorbique 
vs EPM 

-9,257 4,733 Yes * -18.11 to -0.3994 
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Tableau  III: Résultats de l’analyse statistique du test de piégeage du radical ABTS.+ 

avec le test de Tukey’s comparaison multiples de la PM et de l’EPM et des différents 

standards utilisés. 

Tukey's Multiple 

Comparison Test 

MeanDiff. q Significant? P < 

0.05? 

Summary 95% CI of diff 

Acide ascorbique vs 

EPM 

6,000 5,765 Yes * 1.286 to 10.71 

Acide ascorbique vs 

Trolox 

24,00 23,06 Yes *** 19.29 to 28.71 

Acide ascorbique vs 

PM 

31,00 29,78 Yes *** 26.29 to 35.71 

EPM vs Trolox 18,00 17,29 Yes *** 13.29 to 22.71 

EPM vs PM 25,00 24,02 Yes *** 20.29 to 29.71 

Trolox vs PM 7,000 6,725 Yes ** a.  11.71 

 

II. Résultats de Résultats de l’analyse statistique de l’activité anti-aflatoxinogène 

avec le test de Tukey’s comparaison multiples. 

 

Tableau I : Résultats de l’analyse statistique avec le test de Tukey’s comparaison 

multiples de l’activité anti-aflatoxinogènede l'AFB1 en présence de la poudre de 

margines sur milieu SMKY. 

Tukey's Multiple 

Comparison Test 

MeanDiff. q Significant? P < 0.05? Summary 95% CI of diff 

0g/L vs 4g/L 23,53 7,713 Yes ** 9.331 to 37.72 

0g/L vs 6g/L 71,89 23,57 Yes *** 57.70 to 86.09 

0g/L vs 8g/L 133,6 43,79 Yes *** 119.4 to 147.8 

0g/L vs 10g/L 133,6 43,79 Yes *** 119.4 to 147.8 

4g/L vs 6g/L 48,37 15,86 Yes *** 34.17 to 62.56 

4g/L vs 8g/L 110,0 36,07 Yes *** 95.84 to 124.2 

4g/L vs 10g/L 110,0 36,07 Yes *** 95.84 to 124.2 

6g/L vs 8g/L 61,67 20,22 Yes *** 47.47 to 75.86 

6g/L vs 10g/L 61,67 20,22 Yes *** 47.47 to 75.86 

8g/L vs 10g/L 0,0000 0,0000 No ns -14.20 to 14.20 

 

Tableau II : Résultats de l’analyse statistique avec le test de Tukey’s comparaison 

multiples de l’activité anti-aflatoxinogène de l'AFB1 en présence de l’extrait phénolique 

des margines sur milieu SMKY. 

Tukey's Multiple 

Comparison Test 

MeanDiff. q Significant? P < 0.05? Summary 95% CI of diff 

0mg/L vs 125mg/L 40,04 19,52 Yes *** 30.49 to 49.59 

0mg/L vs 250mg/L 125,2 61,04 Yes *** 115.7 to 134.8 

0mg/L vs 400mg/L 133,6 65,11 Yes *** 124.0 to 143.1 

0mg/L vs 500mg/L 133,6 65,11 Yes *** 124.0 to 143.1 

125mg/L vs 250mg/L 85,19 41,53 Yes *** 75.64 to 94.73 

125mg/L vs 400mg/L 93,52 45,59 Yes *** 83.97 to 103.1 

125mg/L vs 500mg/L 93,52 45,59 Yes *** 83.97 to 103.1 
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250mg/L vs 400mg/L 8,333 4,062 No ns -1.214 to 17.88 

250mg/L vs 500mg/L 8,333 4,062 No ns -1.214 to 17.88 

400mg/L vs 500mg/L 0,0000 0,0000 No ns -9.547 to 9.547 

 

Tableau III : Résultats de l’analyse statistique avec le test de Tukey’s comparaison 

multiples de l’activité anti-aflatoxinogène de l'AFB1 en présence de la poudre des 

margines sur le maïs broyé.  

Tukey's Multiple 

Comparison Test MeanDiff. q Significant? P < 0.05? Summary 95% CI of diff 

0g/kg vs 8g/kg -159,6 61,53 Yes ns -171.7 to -147.6 

0g/kg vs 12g/kg 230,6 88,89 Yes *** 218.5 to 242.7 

0g/kg vs 16g/kg 354,1 136,5 Yes *** 342.0 to 366.2 

0g/kg vs 20g/kg 360,4 138,9 Yes *** 348.3 to 372.4 

8g/kg vs 12g/kg 390,2 150,4 Yes *** 378.2 to 402.3 

8g/kg vs 16g/kg 513,8 198,0 Yes *** 501.7 to 525.8 

8g/kg vs 20g/kg 520,0 200,4 Yes *** 507.9 to 532.1 

12g/kg vs 16g/kg 123,5 47,61 Yes *** 111.4 to 135.6 

12g/kg vs 20g/kg 129,8 50,02 Yes *** 117.7 to 141.8 

16g/kg vs 20g/kg 6,250 2,409 No ns -5.824 to 18.32 

 

Tableau IV : Résultats de l’analyse statistique avec le test de Tukey’s comparaison 

multiples de l’activité anti-aflatoxinogène de l'AFB1 en présence de l’extrait phénolique 

des margines sur le maïs broyé. 

Tukey's Multiple 

Comparison Test 

MeanDiff. q Significant? P < 0.05? Summary 95% CI of diff 

0 mg/kg vs 

250mg/kg 

217,4 136,0 Yes *** 209.5 to 225.2 

0 mg/kg vs 

500mg/kg 

353,4 221,1 Yes *** 345.5 to 361.2 

0 mg/kg vs 

800mg/kg 

360,4 225,5 Yes *** 352.5 to 368.2 

0 mg/kg vs 

1000mg/kg 

360,4 225,5 Yes *** 352.5 to 368.2 

250mg/kg vs 

500mg/kg 

136,0 85,11 Yes *** 128.2 to 143.8 

250mg/kg vs 

800mg/kg 

143,0 89,49 Yes *** 135.2 to 150.8 

250mg/kg vs 

1000mg/kg 

143,0 89,49 Yes *** 135.2 to 150.8 

500mg/kg vs 

800mg/kg 

7,000 4,381 No ns -0.8493 to 14.85 

500mg/kg vs 

1000mg/kg 

7,000 4,381 No ns -0.8493 to 14.85 

800mg/kg vs 

1000mg/kg 

0,0000 0,0000 No ns -7.849 to 7.849 
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The study aimed to investigate the effect of crude olive mill wastewater (OMW) and phenolic extract from 
olive mill wastewater (PE) on Aspergillus flavus growth and aflatoxin B1(AFB1) production in SMKY 
broth medium and in maize powder. The SMKY medium and maize powder were supplemented with 
various concentrations of OMW and PE, inoculated with A. flavus and incubated at 28 °C for 7 days. The 
mycelia biomass (dry mycelium weight) and fungal colony diameter were determined in SMKY and 
maize powder, respectively. Aflatoxin B1 synthesis was quantified by direct competitive ELISA method 
and chemical compositions of PE were analyzed by HPLC. In SMKY medium, results showed that 
mycelia biomass was reduced to 50 % and 46.2 % with concentrations of 250 mg/L and 4 g/kg of the PE 
and OMW, respectively. Complete inhibition was obtained with 500 mg/L and 10 g/L of the PE and 
OMW, respectively. In maize powder, PE and OMW reduced the mycelial growth by more than 50 % 
with 800 mg/L and 16 g/kg, and complete inhibition was obtained at 1000 mg/kg and 20 g/kg, 
respectively. Aflatoxin B1 was totally inhibited in SMKY medium to witch 400 mg/L and 8 g/L of PE and 
OMW, respectively, had been added. Results obtained in the present study indicate the possibility of 
exploiting PE and crude OMW in the control of aflatoxigenic A. flavus in stored foods products. 
 
Keywords: Aspergillus flavus, aflatoxin B1, maize, olive mill wastewater, pheno lic extract, direct competitive ELISA 
method.  
 
INTRODUCTION  

Fungi are significant destroyers of foodstuffs 
and grains during storage (Bryden, 2012). More 
than 25 % of the world’s cereals are contaminated 
with mycotoxins (Richard, 2007). Of all the 
mycotoxins, aflatoxins (AFs), produced by 
Aspergillus flavus, A. parasiticus, and A. nomius, 
are of greatest concern in terms of incidence in 
food and feed and toxicity to humans and animals 
especially in countries with warm climate. 
Aflatoxin B1 (AFB1) is the most frequent and 
toxic, and is a powerful hepatotoxic, teratogenic 
and mutagenic compound. It was classified within 
class 1 of human carcinogens (IARC, 2012). 

 
Because of their deleterious effect on human and 
animal health, and their importance in the 
international food trade, food contaminated with 
these toxigenic fungi has received worldwide 
attention. Numerous studies have been conducted 
to determine the effects of various food additives, 
preservatives, and chemical, and environmental 
condition to inhibit growth and mycotoxin 
production. Effective and efficient control of 
toxigenic fungi can be achieved by the use of 
synthetic chemical fungicides but the application 
of high concentrations of these synthetic 
chemicals in an attempt to control postharvest 
deterioration of food commodities increases the 
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risk of toxic residues remaining in the products 
(Kumar and Kalita, 2017). Effective strategies and 
tools are required to address the prevention, 
control, and suppression of aflatoxigenic fungi and 
AFs in food and feed.  

Recently, there has been increasing interest 
in strategies for controlling phytopathogens with 
natural substances released by plants, namely 
allelochemicals (allelopathic compounds), rather 
than with chemical compounds (Khan et al., 
2016). Thus, there are reasons to develop  
alternatives to conventional pesticides, 
alternatives that are of low environmental risk and 
present a lower risk of the development of 
pesticide resistance in the pathogen; a 
characteristic that will enhance the durability of 
agriculture and the environment. On the other 
hand, massive quantities of agro-industrial by-
products are produced worldwide every day. A 
great proportion of these by-products could be 
used in beneficial ways as fertilizers or bio 
pesticides (Welzenbach et al., 2009). An example 
of agro-industrial by-product with high potential is 
olive mill wastewaters which are generated during 
olive oil extraction by the traditional milling and 
press processes (Zbakh and El-Abbassi, 2012). 
The antimicrobial and antifungal activity of the 
phenolic compounds they contain has also been 
reported (Lagrouh et al., 2017).  

Maize is second only to wheat among world 
cereal crops for the quantity produced and is often 
invaded by A. flavus before harvest (Tola and 
Kebede, 2016). In order to evaluate A. flavus 
growth and AFB1 production, maize was 
experimentally contaminated with A. flavus and 
treated with phenolic extract from olive mill 
wastewater (PE) and with crude olive mill 
wastewater (OMW) from an olive tree of the 
chemlal variety, which is largely cultivated in 
Kabylia (Algeria). 
 
MATERIALS AND 

METHODS Sampling 
 

Olive mill wastewater (OMW) came from 
discontinuous three phase olive processing in the 
village in Tizi-Ouzou, Kabylia region, the most 
important producer of olive oil from chemlal 
variety olive trees in Algeria. This sample was 
taken at the middle of the olive harvest season, 
fractioned, and kept at -40 °C. To study the 
antifungal and anti-aflatoxigenic effects of crude 
OMW, samples were frozen and lyophilised for 24 
h, and dehydrated for 6 h to obtain a powder.  

 
 

Ten kg of maize grains (Zea mays L.) 
imported from Argentina and intended for human 
consumption were investigated in this study. A 
sample was collected in June 2015 from the 
market in Tizi-Ouzou, Algeria. The sample was 
fractioned (200 g) and stored at 4 °C until the 
analysis. The maize grains were checked for 
sterility and absence of AFB1. 
 
Reagents and diagnostic kit  

Ethyl acetate, hexane, methanol, and HPLC-
grade solvents were purchased from Merck 
(Germany). All solvents were of analytical grade 
and used without further purification. Folin-
Ciocalteu reagent was purchased from Sigma-
Aldrich (France). Gallic acid, hydroxytyrosol, 
tyrosol, p-coumaric acid, protocatechuic acid, 
oleuropein, vanillic acid and caffeic acid standards 
were purchased from Sigma–Aldrich (France). 
Hydrochlorid acid and sodium carbonate were 
from the ICS Science group (France). The ELISA 
kit was a Celer AFLA B1 (MA220/MA221; Tecna  
R & D•Diagnostics-Biotechnolgy, Italy). All other 
solvents and reagents were of analytical grade 
and were purchased from Merck, Germany. 
 
Culture of fungus and medium 

A toxigenic strain of A. flavus (NRRL 3251
T
) 

was used for aflatoxin estimation. The strain, 
procured from the Biology of Microbial Systems 
Laboratory (LBSM, ENS Kouba), was stored in 20 
% glycerol at -40 °C. 
 
Physicochemical characteristics of OMW  

The electrical conductivity (EC) and the pH of 
OMW were directly measured in the sample using  
a pH-meter. The OMW dry matter determined 
before and after drying the sample at 105 °C. 
Protein concentration was measured by Bradford 
method (1976) and the total lipid content was 
determined by the method of Knight et al.(1972). 
Total sugar content was measured according to 
the method of Dubois et al.(1956) and reducing 
sugars were measured by the DNS method 
(Miller, 1959). Analyses were carried out in 
triplicate, and the results are given as mean 
values ± SD. 
 
Extraction of Phenolic compounds from OMW 

Liquid–liquid extraction with ethyl acetate was  
carried out according to the method of De Marco 
et al.(2007). After acidification at pH 2 with HCl (4  
N) and the lipid fraction was removed with 
hexane. The mixture (solvent-OMW) (10 mL, v/v) 
was shaken vigorously and centrifuged for 15 min 
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at 4000 g. The phases were separated, and the 
extraction was repeated three times in 
succession. All the runs were performed at 
ambient temperature (25 °C). The ethyl acetate 
was evaporated in a rotary evaporator at 40 °C. 
The dry residue was dissolved in 3 mL of 
methanol for the quantification and 
characterization of phenolic compounds. For the 
assessment of the antifungal and anti-
aflatoxigenic effects of PE, the sample was 
lyophilised after extraction and dehydrated for 5 h 
to obtain a powder. 
 
HPLC separation and identification of phenolic 
compounds  

The analysis was performed on a HPLC-UV 
system (Ultimate 3000, Thermo Fisher 
Scientific®) and UV detection was operating at 
280 nm. The column used for polyphenol analysis 
was a reversed phase Hypurity, C18, 250 x 4.6 
mm, 5 μm. The solvent system used a gradient of 
solvent A (water: trifluoro acetic acid) (90:10, v/v) 
and solvent B (acetonitrile: methanol) (80:20, v/v).  

The flow rate was 1 mL/min and the injection 
volume was 20 μL. The phenolic compounds were 
identified on the basis of their retention time in 
comparison with phenolic standards. The total 
phenolic compounds content of OMW extracts 
was determined using Folin–Ciocalteau reagent 
(Singleton and Rossi, 1965). The absorption at a 
wavelength of 750 nm was determined with a 
spectrophotometer. The data are expressed as 
gallic acid equivalents (g gallic acid/100g of 
OMW). 
 
Effect of PE from OMW and crude OMW on 
mycelial growth 
 
In SMKY broth medium  

An aliquot of 25 mL of SMKY broth medium 
(200 g of sucrose; 0.5 g MgSO4, 7H2O; 0.3 g 
KNO3 and 7 g yeast extract distilled water, 1000 
mL; pH 5.6) was taken in a 100 mL conical flask. 
Amounts of PE (50, 125, 250, 400 and 500 mg/L) 
and OMW (2, 4, 6, 8, and 10 g/L) were added to 
medium. The flasks were aseptically inoculated 
with a 5.0 mm disc of 7 days old culture of 
aflatoxigenic A. flavus in PDA medium. The 
control sets comprise the medium without PE or 
OMW. The flasks were incubated for 7 days at 28 
°C. Each control and treated condition was tested 
in triplicate. After incubation, the content of each 
flask was filtered through Whatman filter paper 
n

o
1. The mycelial dry weight (biomass) was 

measured after filtration and drying at 105 °C.  

 
 
In maize powder  
The initial humidity of the maize grains was 11.5  
%. The grains were ground to powder in order to 
obtain a radial mycelial growth. The powder was 
autoclaved at 115 °C for 30 min. For all 
experiments, maize powder was hydrated to 30 % 
of humidity by the addition of sterile distilled water 
(Hesseltine, 1976).This moisture content was 
chosen because it allowed A. flavus to synthesise 
significant quantities of AFB1. Concentrations of 
PE (250, 500, 800 and 1000 mg/kg) and OMW (8, 
12, 16 and 20 g/kg) were added to the sterile 
distilled water. The hydrated maize powder (15 g 
for each Petri dish) was inoculated with 100 μL of 
10

6
 spores/mL of A. flavus (NRRL 3251

T
). The 

Petri dishes were incubated at 28 °C for 7 days. 
The effect of PE and OMW was determined by 
measuring the fungal colony diameter using a 
centimeter scale, after 7 days of incubation. 
 
Effect of PE from OMW and crude OMW on 
production of AFB1 
 
In SMKY broth medium  

The SMKY filtrate was extracted with 20 mL 
methanol in conical tubes. After incubation for 3 h 
at room temperature, methanolic extracts of each 
tube were centrifuged at 4000 g for 20 min 
(Nabney and Nesbitt, 1965).The extract was 
evaporated to dryness in a water bath at 50°C 
under vacuum. The residues were dissolved in 2 
mL of methanol and were filtered through a 0,45 
µm micro filter (Millex-HP Syringe Filter Unit, 
Millipore Corporation, USA) then analyzed by Thin 
Layer Chromatography (TLC). Quantification of 
AFB1 was performed by direct competitive ELISA 
assay using a polyclonal antibody specific to 
AFB1 with a sensitivity of detection of 1 ppb. 
 
In maize powder  

AFB1 was extracted according to the Celer 
AFLA B1 test kit directions. Briefly, the content of 
each contaminated plate (15 g) was mixed with 20 
ml of methanol/water (70/30) and centrifuged at 
4000 g for 20 min. The analysis methods were as 
described above (In SMKY broth medium ). 
 
Detection of aflatoxin B1 by TLC  

The detection of AFB1 production by A. flavus 
was carried out on silica gel (60 plates 20 x 20 
cm, Merck). The spotted plates were developed in 
chloroform: acetone (90:10, v/v) solvent system. 
Twenty-five microliters of each treatment and 
control was spotted on TLC plates and run for 45 
min in a TLC tank. Plates were air dried and 
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observed under UV light (365 nm) for the 
presence and intensity of fluorescent spots 
(AOAC, 2005). 
 
Direct competitive ELISA determination of 
aflatoxin B1  

After the extraction and filtration, the sample 
was ready for determination of AFB1 following the 
Celer AFLA B1 test kit directions. Briefly standard 
solutions used for making the calibration curve 
contained AFB1: 0, 1, 5, 20 and 40 ppb. The 
assay was performed in plastic microwells that 
had been coated with anti-aflatoxin antibody. In 
the premixing wells, the enzyme-labelled aflatoxin 
and the standard solutions, or the samples were 
mixed and then transferred into the anti-aflatoxin 
microtiter plate. Fifty microlitres of the 
standard/sample was dropped into wells and 100 
µL of (AFB1-HRP) was added to each premixing 
well and 100 μL of the content of each premixing 
well was transferred immediately into the 
corresponding anti-aflatoxin B1 antibody coated 
microwell and incubated for 10 min at room 
temperature (25 °C). After incubation, the wells 
were emptied by inverting the micro plate and 
tapping it vigorously against the absorbent paper. 
It was washed 3 times with PBS- Tween (0.01 M).  
One hundred microliters of substrate 
(tetramethylbenzidine, TMB) was added to the 
wells and left in the dark for 5 min. The enzyme 
converted the colourless chromogen into a blue 
product. Addition of the stop reagent (50 µL of 2 
M sulfuric acid) led to a colour change from blue 
to yellow. The intensity of the colour was inversely 
proportional to the concentration of AFB1 in the 
sample or standard, which was measured at 450 
nm by micro ELISA Reader (Biotek EL 311). The 
curve of optical density of the standards was 
plotted, and the optical densities of the samples 
were compared with the curve to calculate the 
concentration of AFB1. 
 
STATISTICAL ANALYSIS  
All the measurements were replicated three times 
for each treatment. Data were expressed as 
means ± SD and were statistically analyzed by 
one-way analysis of variance (ANOVA) followed 
by the Tukey post-test. Values of P < 0.05 were 
considered significant. 
 
RESULTS AND DISCUSSION 
 
Olive mill wastewater characterization  

The physicochemical characteristics of the 
OMW sample used in these experiments are 

 
 
given in (Table. 1).  
Table 1: Physicochemical characteristics of 
olive mill wastewater used in these 
experiments 
 

Parameters Value 
  

pH 4.8 ± 0.00* 
Dry matter (%)  11.85 ± 1.50 

  

Lipids (g/ 100g)  1.11 ± 0.08 
  

Total phenols (g/100g)  5.29 ± 1.67 
  

Total sugars (g/100g)  11.39 ± 2.12 
  

Reducing sugars (g/100g)  3.69 ± 0.90 
  

Total proteins (g/100g)  1.04 ± 0.06 
  

 
* Each value is the mean of three represented 
measurements ± SD  

The OMW was slightly acidic, having a pH of 
value at 4.8 ± 0.00, and contain high levels of total 
sugar (11.39 ± 2.12 g/100g of OMW) and phenolic 
compounds (5.29 ± 1.67 g/100g of OMW). In 
contrast, the total protein concentration was 
extremely low (1.04 ± 0.06 g/100g of OMW). The 
composition of OMW has been widely discussed 
in the literature. OMW is an acidic effluent, having 
pH values from 3 to 5 and generally composed of 
water (83 to 94%), organic matter (4 to 16%) and 
mineral salts (0.4 to 2.5%) (Eroğlu et al. 2004).  
Oils (1 to 14%), polysaccharides (13 to 53%) 
(Hamdi, 1992; Aggoun et al., 2016), proteins (8 to 
16 %), organic acids (3 to 10 %), polyalcohols (3 
to 10 %) and polyphenols (2 to 15 %) are listed as 
its main organic contents. Mineral salts of OMW 
are mainly carbonates (21 %), phosphates (14 %), 
potassium (47 %) and sodium (7 %) (Dermeche et 
al., 2013). Both the quality and quantity of OMW 
are highly variable and are affect by several 
factors such as: type of production process, type 
of olives, use of pesticides and fertilisers, area 
under cultivation, climatic conditions, and 
harvesting time (i.e. stage of olive maturity) 
(Eroğlu et al., 2009 ; El-Abbassi et al., 2017). 
 
HPLC identification of phenolic compounds 

The total phenolic content of PE from OMW  
measured by Folin Ciocalteu assay and calculated 
from the calibration curve (R

2
 = 0.998), was 5.290  

± 1.670 (g Gallic acid equivalent /100 g of OMW). 
Of the eight quantified phenolic compounds 
quantified, hydroxytyrosol was the most abundant 
with a proportion of (54.23% ± 0.22) (Fig. 1 and 
Table. 2).  
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Figure. 1. HPLC chromatogram of the phenolic profil e of OMW: (1) gallic acid, (2) hydroxytyrosol,  
(3) tyrosol, (4) p-coumaric acid, (5) protocatechuic acid, (6) oleuro pein, (7) vanillic acid, (8) caffeic 

acid. Peak quantification was carried out at 280 nm . The main phenolic compounds were  
established by comparison with relative retention t imes of pure compounds. 

 
Table 2: Retention time, concentration and relative  abundance (%) of identified phenolic 
compounds of olive mill wastewater. 
 

 
Retention time  

Concentration  
Proportion Phenolic compounds (g of GAE*/100 g  

(min)     (%)   of OMW)  
    

Gallic acid 5.99 0.337 ± 0.040 6.37 ± 0.22 
     

Hydroxytyrosol 7.82 2.869 ± 0.012 54.23 ± 0.22 
     

Tyrosol  9.50 0.253 ± 0.050 4.78 ± 0.39 

p-coumaric acid 10.50 0.506 ± 0.010 9.56 ± 0.12 
     

Protocatechuic acid 23.10 0.759 ± 0.044 14.35 ± 0.57 
     

Oleuropein 41.12 0.046 ± 0.017 0.87 ± 0.36 
     

Vanillic acid  45.98 0.084 ± 0.021 1.58 ± 0.10 

Caffeic acid 50.48 0.064 ± 0.007 1.21 ± 0.12 
     

Total phenols  / 5.290 ± 1.670  100 
 
        * GAE: gallic acid equivalent. Each value is the mean of three represented measurements ± SD.  
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Polyphenols are found in OMW at 

concentrations ranging from 0.63 to 5.45 g/100 g 
of OMW (Dermeche et al. 2013), depending on 
the processing system used for olive oil 
production. Phenolic compounds generally 
comprise a great number of organic substances 
that have the common characteristic of 
possessing an aromatic ring with one or more 
substitute hydroxyl group and a functional chain. 
The widespread classes of hydrophilic phenolic 
compounds identified and quantified in OMW 
include phenolic acids, phenolic alcohols, 
flavonoids, secoiridoids, and lignans. Up to now, 
more than 50 phenolic compounds have been 
identified in OMW (Caporaso et al. 2017). A group 
of polyphenols found in OMW is derived from 
cinnamic acid such as p-coumaric acid, caffeic 
acid, and ferulic acid. Another group of phenolic 
compounds present in OMW derives from benzoic 
acid: benzoic acid, p-hydroxybenzoic acid, 
protocatechuic acid, vanillic acid, veratric acid, 
gallic acid, syringic acid and β-3,4-
dihydroxyphenyl ethanol derivatives, such as  
tyrosol, hydroxytyrosol and 3,4-
dihydroxyphenylglycol. In addition, OMW contains 
flavonoids, which are mainly represented by 
apigenin, luteolin, quercetin, and rutin together 
with secoiridoids (oleuropein). Of all olive 
polyphenols, hydroxytyrosol is considered as the 
major phenolic compound in OMW (El-Abbassi et 
al. 2017) and could make up as much as 70 % of 
the monocyclic phenolic compounds present in 
OMW. Hydroxytyrosol is probably generated from 
the hydrolysis of oleuropein by an esterase during 
the milling process. It has been an important focus 
of research since its discovery (Ragazzi and 
Veronese, 1973) and has been associated with a 
spectrum of interesting bioactivities (El-Abbassi et 
al. 2017). 
 
Effect of PE from OMW and crude OMW on 
mycelia growth of A. flavus  

A corresponding decrease in fungal mycelial 
growth in SMKY medium and maize powder with 
increasing concentration of PE and crude OMW 
was observed in the present study, after 7 days of 
incubation at 28 °C. The mycelia growth 
(biomass) was significantly reduced with 
increasing concentration of PE and OMW both in 
SMKY medium (Table. 3) and in maize powder 
(Table. 4). In SMKY medium, results showed that 
mycelia biomass inhibition by OMW was 30.8% 
with 2 g/L of OMW; 61.5% with 6 g/L (P < 0.001) 
and complete inhibition with 10 g/L. The PE 

 
 
reduced 50% the fungal growth by 50 % and 
complete inhibition was obtained with 500 mg/L. 
In maize powder, PE and OMW reduced the 
mycelial growth by more than 50% when present 
at 800 mg/L and 16 g/kg, and complete inhibition 
was obtained at 1000 mg/kg and 20 g/kg, 
respectively. 
 
Aflatoxin B1 inhibition detected by Thin Layer 
Chromatography  

Aflatoxin B1 was inhibited by increasing 
concentrations of PE and crude OMW both in 
SMKY medium and maize powder. The AFB1 
inhibition was demonstrated by the reduction of 
fluorescence intensity at 365 nm (Fig. 2). In SMKY 
medium, blue fluorescence intensity of AFB1 was 
clearly reduced with 4 and 6 g/L of OMW. The 
AFB1 was not detected at 8 and 10 mg/L. In 
presence of PE, the blue fluorescence intensity of 
AFB1 was reduced by half with 125 mg/L and at 
400 mg/L and 500 mg/L AFB1 was not detected 
(Fig. 2a and Fig. 2b). The same results were 
observed in maize powder AFB1 blue  
fluorescence decreased with increasing 
concentration of OMW and PE (Fig. 2c and Fig. 
2d). 
 
Aflatoxin B1 analysis by Direct competitive 
ELISA  

The effect of PE and OMW on AFB1 
production, in SMKY medium and maize powder, 
was analyzed with direct competitive ELISA. The 
synthesis of AFB1 was inhibited by up to 90 % in  
SMKY medium and maize powder in the presence 
of PE at 250 mg/L and 500 mg/kg , respectively 
as shown in (Table. 5). PE at 500 mg/L and 1000 
mg/kg was completely inhibited AFB1 synthesis in 
SMKY and maize powder, respectively (P < 
0.001). The synthesis of AFB1 was inhibited up to 
50 % in SMKY medium and maize powder in the 
presence of 6 g/L and 12 g/kg of OMW, 
respectively (Table. 6). OMW at 8 g/L, 10 g/L and 
20 g/kg completely inhibited AFB1 synthesis in 
SMKY medium and maize powder, respectively (P 
< 0.001).  

Crop  protection  technologies,  which  include  
herbicides, insecticides, fungicides and 
biotechnology products, help to control thousands 
of weed species, harmful insects and numerous 
plant diseases that affect crops. Many 
researchers have tried to take advantage from the 
phytotoxic and antimicrobial properties of OMW 
by using it in agriculture as bio pesticide for crop 
protection (Yangui et al., 2010; Larif et al., 2013; 
Esmail et al., 2015).  
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Table 3: Concentration effect of phenolic extract a nd crude olive mill wastewater on mycelia 
biomass (g) ± SD of A. flavus in SMKY medium, after 7 days of incubation at 28°C . 

Treatment Concentration  Mycelial Biomass  Reduction percentage (%)  
(g) ± SD    

    

Phenolic 0 0.26 ± 0.05* 0 
   

50 0.22 ± 0.01 15.4 Extract (PE)  
(mg/L) 

   

125 0.20 ± 0.01 23 
 250 0.13 ± 0.00 50 
    

 400 0.08 ± 0.00 69.2 
    

 500 0.00 ± 0.00 100 
Olive Mill  0 0.26 ± 0.05* 0 
Wastewater  2 0.18 ± 0.03 30.8 
(OMW) 

   

4 0.14 ± 0.02 46.2 
(g/L) 6 0.10 ± 0.01 61.5 

 8 0.06 ± 0.01 76.9 
 10 0.00± 0.00 100 
    

 
*Each value is the mean of three represented measurements ± SD, Significantly different from control, P 
< 0.05.  
Table 4 : Effect of phenolic extract and crude oliv e mill wastewater on mycelial growth of A. flavus 

in maize powder after 7 days of incubation. 
 

Treatment  Concentration  Diameter (mm)  Inhibition  
   (%) 
    

Concentration of  0 79 ± 0.88* / 
PE    

(mg/kg)  250 79 ± 0.44 0 
    
 500 65 ± 0.04 17.7 
    

 800 38 ± 0.71 51 
    
 1000 00 ± 00 100 
    

Concent ration of  0 79 ± 0.88* / 
OMW    
(g/kg)  8 80 ± 0.04 0 

    

 12 67 ± 0.44 15.2 
    

 16 39 ± 0.04 50.6 
    
 20 00 ± 00 100 
     

 
*Each value is the mean of three represented measurements ± SD, Significantly different from 
control, P < 0.05.  

 
 
 
 
 
 

 

Bioscience Research, 2018 volume 15(1): 369-380 375



Senani-Oularbi et al., Bio control of aflatoxin B1 by olive mill wastewater  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure. 2. TLC Chromatograms showing AFB1 inhibitio n by crude olive mill wastewater (OMW) 
and phenolic extract by OMW (PE) in SMKY medium (a,  b) respectively and in maize powder (c, d) 
respectively after 7 days of incubation. 
 
Table 5 : Percentage of AFB1 inhibition of A. flavus produced by different concentrations of 
phenolic extract in SMKY medium and maize powder by  direct competitive ELISA after 7 days 
of incubation.  

Treatment Concentration Amount of AFB1 (ppb) Inhibi tion of AFB1 (%) 
     

 0 130.68± 0.46* / 
PE in SMKY medium  

125 90.56 ± 0.83 30.68 (mg/L) 
250 8.00 ± 0.24 93.87  

 400 0.00 ± 0.00 100 

 500 0.00 ± 0.00 100 

 0 360.01 ± 0.12* / 

PE in maize powder 250 140.00 ± 0.45 61.11 
(mg/kg)  500 6.00 ± 0.40 98.33 

 800 0.00 ± 0.00 100 

 1000 0.00 ± 0.00 100  
*Each value is the mean of three represented measurements ± SD. LOQ estimated for the method is 1 

ppb for maize.  
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Table 6: Percentage of AF B1 inhibition of A. flavus produced by different concentrations of 
crude olive mill wastewater in SMKY medium and ster ile maize powder by direct competitive 

ELISA after 7 days of incubation. 
 

Treatment Concentration Amount of AFB1 (ppb)  Inhibition of AFB1 (%) 
     

OMW in SMKY medium  
0 130.68 ± 0.46* / 

(g/L) 
4 110.10 ± 0.13 15.73  

 6 60 ± 0.23 54.07 

 8 0.00 ± 0.00 100 

 10 0.00 ± 0.00 100 
OMW in maize powder  

0    360.01 ± 0.12* / 
(g/kg) 

8       520 ± 1.13
ns 

0  

 12        130.26 ± 0.70 63.82 
 16 6.75 ± 0.81 98.13 
 20 0.00 ± 0.00 100 
 
ns: not significant (P > 0.05)  
*Each value is the mean of three represented measurements ± SD. LOQ estimated for the method is 1 
ppb for maize. 
 

The present work is the first investigation 
showing the protective effects of PE from OMW 
and of crude OMW against aflatoxigenic strain 
A.flavus. Significant reduction in mycelial growth 
and AFB1 synthesis was observed. Various 
essential oils have frequently been reported as 
inhibitors of aflatoxin production and mycelia 
growth of Aspergillus species in food commodities 
( Passone et al., 2013; Pandey et al., 2016). 
However, there is no significant literature available 
on the bio efficacy of PE and OMW on A.flavus 
growth and AFB1 production.  

The biosynthesis of aflatoxins is strongly 
dependent on chemical and physical growth 
conditions, that is, substrate composition, 
temperature, pH, water activity and the particular 
combination of different parameters that can be 
completely inhibited or activated by the 
biosynthesis of these aflatoxins (Hahlbrock and 
Scheel, 1989). Moreover, the biosynthesis of 
aflatoxin is established by the conversion of 
acetate to norsolorinic acid (NOR) by synthases 
(FAS) and a polyketide synthase (NR-PKS, PksA) 
which are involved in the synthesis of the 
polyketide from a hexanoyl (the initial substrate for 
aflatoxin formation) (Crawford et al., 2008). 
Phenolics are secondary metabolites synthesized 
via the phenylpropanoid biosynthetic pathway. 
These compounds are building blocks for cell wall  

 
structures, serving as a defence against 
pathogens (Hahlbrock and Scheel, 1989). These 
compounds not only inhibited AFB1 biosynthesis 
but also reduced production of norsolinic acid 
(NOR) the first stable aflatoxin precursor (Ferreira 
et al., 2013). It is clear that phenolic compounds 
inhibited one or more early rather than late steps 
in the AFB biosynthesis pathway (Ferreira et al., 
2013). Hitokoto et al., (1980), reported cases in 
which the formation of aflatoxins was prevented 
while the fungal colony growth was apparently 
normal, justifying the need to study both the 
potential to inhibit fungal growth and the potential 
to inhibit toxin production. The mechanism by 
which the latter inhibition occurs is not very clear. 
Aflatoxins are synthesized extra-mitochondrially 
from acetylcoenzyme A during a period of rapid 
glucose utilization (Hsieh and Mateles, 1970). 
According to Tatsadjieu et al., (2009), the 
essential oils of L. rugosa from Cameroon may 
restrict carbohydrate catabolism in A. flavus by 
acting on some key enzymes and this may result 
in the decrease of its ability to synthesise AFB1.  

Also, the number and position of substitutions 
of the phenolic acids and the saturated side-chain 
length influenced the antimicrobial potential of the  
phenolic acids against the various 
microorganisms, but in different ways (Nazzaro et 
al., 2013). According to Farag et al., (1989) and 
Nychas (1995), the presence of phenolic OH 
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groups able to form hydrogen bonds with the 
active sites of target enzymes increased 
antimicrobial activity.  

Mekki et al., (2009), reported that the 
phytotoxic and antimicrobial properties of OMW 
are associated with its phenolic compound 
composition. Some studies have demonstrated 
interesting bactericidal and fungicidal activities of 
OMW and especially of its phenolic monomers, 
such as hydroxytyrosol and tyrosol (Yangui et al., 
2009). Hydroxytyrosol-rich OMW extracts have 
been shown to exhibit a powerful fungicidal 
activity against phytopathogens with a minimal 
inhibition concentration ranging between 7.18 and 
57.4 mg/L (Yangui et al., 2010). Verticillium wilt, 
caused by Verticillium dahliae Kleb, is one of the 
most destructive plant diseases worldwide and it 
is a challenge for producers to find effective 
means of controlling it. Some researchers have 
suggested the incorporation of OMW into the soil 
as an eco-friendly alternative to fumigants for crop 
protection against V. dahlia. OMW curative control 
activity was demonstrated through a pot 
experiment on a tomato crop under field 
conditions (Yangui et al. 2011). This might be 
attributed to the direct effect of fungicidal 
compounds such hydroxytyrosol or an induction of 
defence response mechanisms in the plant. The 
experimental treatment of The soil inoculated with 
Rhizoctonia solani (6 g/kg d.w. of soil) by OMW 
obtained from a centrifugal olive mill in the area of 
Messinia, in South Greece, can also inhibit the 
growth of Rhizoctonia solani if applied at high 
doses (400 ml/kg d.w. of soil) (Kotsou et al. 2004), 
but no antifungal activity of OMW extracts by 
Mission and Frantoio olive fruit (Australia) was 
found against Candida albicans and Aspergillus 
niger at 5 mg/disc by disc diffusion method (Obied 
et al., 2007). However, filtered OMW application 
on fruits and vegetables infested with can inhibit 
the sporulation of Botrytis and Penicillium spp and 
also as the mycelium growth of the soil-borne 
pathogens Fusarium oxysporum f. sp. and 
lycopersici on tomato plants; in this experiment 
twenty one tomato seedlings were incubated in 
Fusarium oxysporum f. sp. and lycopersici conidia 
suspension (10

6
 conidia/ ml) for 10 min and 21 

were incubated in the conidial suspension treated 
with olive OMW (5 ml/100 ml in total solution) 
(Vagelas et al. 2009). 
 
CONCLUSION  
The results show that OMW and phenolic extract 
from OMW inhibits growth and the production of 
AFB1 in vitro (SMKY medium) and in maize  

 
 
powder. The use of natural compounds like 
phenolic compounds with lower toxicity than that 
of synthetic products can be a good alternative for 
aflatoxin control and may be a possibility for 
protection against the production of AFB1 in corn. 
In addition, the therapeutic use of phenolic 
compounds may also provide a solution to the 
rapid development of fungal resistance to various 
prevalent antifungal therapeutics that is currently 
observed. These results, obtained justify future 
researches emphasizing the antifungal properties 
of the by-products of olive oil and their possible 
use as viable alternatives to control microbial 
growth in stored food commodities.  
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