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Résumé :

L’industrie oléicole produit principalement I'huildolive et engendre deux résidus :
I'un solide (les grignons) et l'autre liquide (lesargines). Ce dernier est caractérisé par sa
richesse en matiére organique représentée eskamtal par les composés phénoliques(CP).
Ces derniers sont, par excellence, des inhibitdar§oxydation par piégeage des radicaux
libres, identifiés comme des antioxydants naturekns ce contexte, cette présente étude a
pour objectifs d’étudier I'activité antioxydantesdpolyphénols présents dans les margines de
la variétéchamlalpar le biais de divers tests ainsi que le r6lejqueraient les sucres liés aux
CP. Les CP sont extraits par difféerents solvangamigues (acétate d’éthyle, éther diéthylique
et n-butanol). Les formes glycosylées ont subi destamants par hydrolyse acide a
différentes concentrations de HCI destinés a ronigseliaisons simples et alcalins afin
d’hydrolyser les esters.

Les propriétés antioxydantes des formes hétérasdigt aglycones, ont été évaluées,
avant et aprés déglycosylation par le test au DRPHa réduction du Ferrocyanure de
potassium.

Le taux de CP est remarquablement plus élevé al@glycosylation prouvant ainsi
leur libération de toute combinaison antérieureisque la quantité de I'extrait éthére,
butanolique et d’acétate d’éthyle avant traitenesttrespectivement de (3,64 + 0,58), (12,60
+ 0,26) et (5,22 £ 0,69) mg/g de matiéres sechiedewm et s’éléve aprés hydrolyse chimique
acide a (35,70 £ 0,23), (45,60 + 0,79) et (39,50,50). Les résultats de I'évaluation de
I'activité des extraits obtenus a partir des maggiavant et apres traitements chimique de
déglycosylation sont soumis a une analyse staiistiges fractions, extraites aprés traitement
en milieu HCI 2N, contenant un taux plus élevé emlres sont celles qui présentent
statistiquement une meilleure activité anti-radical et un meilleur pouvoir réducteur
comparativement aux extraits qui contiennent desr@ihs glycosylés. Par contre, I'extrait
éthéré, contenant les formes aglycones, obtens &ydrolyse a HCI 6N, est statistiquement
(P<0,001) plus actif que les autres extraits (bnitgnes et d’acétate d’éthyle).

De plus, le temps d’exposition des molécules phgnes a I'HCI est différent, faisant
ainsi apparaitre des différences au niveau deiVietdes extraits qui en découlent. Ceci
pourrait étre du a la nature des composés libéggahctions qui présentent statistiquement
des différences trées hautement significatives &t rmécanismes mémes des réactions qui
présenteraient des différences.

Nous retenons de notre étude que les méthodes ausgoint pour la déglycosylation
sont fiables a un certain degré et liberent chacl@seproduits spécifiques selon le mécanisme
d’action du réactif hydrolytique. Certaines méthmd@’hydrolyse semblent libérer des
aglycones qui présentent une meilleure activitérppport a celle des formes glycosylées ;
d’autres au contraire libérent en plus des aglyspdes formes glycosylées ayant échappé a
I'hydrolyse et présentent une meilleure activitésemblerait que les sucres dans certains cas
contribueraient a la potentialisation de la cagaa@htioxydante lorsque leurs fonctions
réductrices sont libres. Au vue de l'activité amtijdante importante de certaines formes des
CP (aglycones et glycosylées), il serait intérelsséenvisager de les incorporer dans des
produits aussi bien a visée alimentaire, pharmapsitgu’en cosmétologie permettant ainsi
d’augmenter leur conservation.

Mots clés: Margines/Polyphénols/Déglycosylation/Activité tiamxydante/DPPH/Pouvoir
réducteur.



Abstract
Olive-growing industry produces mainly the olivé and generates two residues: one

solid (olive pomace) and the other liquids (olivédl wastewater). This last is characterized

by its high content in organic matter representechgrily by the phenolic compounds (CP).

The latter are mostly the inhibitors of oxidatioy tbapping the free radicals, identified like

natural antioxydants. In this context, this presgatk aims to study the antioxydant activity

of polyphenols present in the margines of@mamlalvariety by the means of various tests as
well as the part which sugars related to the CPldvplay. The CP are extracted by various
organic solvents ( ethyl acetate, diethylic ethret Bl-butanol). The glycosyl forms underwent

treatments of acid hydrolysis to various concernat of HCI intended to break the simple

and alkaline connections in order to hydrolize mstdhe antioxydant properties of the

heterosidic forms and aglycones, were evaluatddydand after deglycosylation by the test
with the DPPH and the reduction of the potassiumdeganide. The rate of CP is remarkably
higher after deglycosylation thus proving theireede of any combination the former, since
guantity of the ether extract , butanolic and tifyeticetate before treatment is respectively of
(3,64 £ 0,58), (12,60 = 0,26) and (5,22 + 0,69) gngf total dry matters and rises after acid
chemical hydrolysis with (35,70 £ 0,23), (45,60,#9 and (39,50 £ 0.50). The results of the
activity evaluation of the extracts obtained staytifrom the margines before and after
chemical treatments of deglycosylation are subjetbea statistical analysis. The fractions,
extracted after treatment in a medium HCI 2N, coimg a higher sugar rate are those which
statistically present a better anti-radicalizingiaty and a better reduction compared to the
extracts which contain glycosyl CP. On the othendhathe ether extract, containing the

aglycon forms , obtained after hydrolysis with H8D, is statistically (P< 0,001) more active

than the other extracts (butanolic and of ethytates.

Moreover, the duration of the phenolic moleculedHtol is different, thus revealing
differences on the level of the activity of therexts which result from this. This could be due
to the nature of the released compounds of theaioaaovhich present statistically differences
very highly significant and with the same mechamsisshthe reactions which would present
differences. We retain from our study that the rodghdevelopped at the point for the
deglycosylation are reliable with a certain degred release each specific product according
to the mechanism of action of the hydrolytic redg@ertain methods of hydrolysis seem to
release the aglycons which present a better acitainpared to that of the glycosyl forms;
others on the contrary release in addition to tgjigcans, the glycosyl forms which escaped
from the hydrolysis and present a better activityvould seem that sugars in certain cases
would contribute to the potentiation of the antidagt capacity when their reducing functions
are free. Thus, due to the important antioxydatwiag of these glycosyl forms of CP and
aglycon ones, it would be interesting to plan icomporating them in products of various uses
in food, pharmaceutical and in cosmetology indastthus making it possible to increase
their conservation.

Key-words: Olive Mill Wastewaters/Polyphenols/Deglycosylafiédntioxydant
Activity/DPPH/Reducing Power.
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INTRODUCTION GENERALE

Durant ces dernieres années une recrudescencgét’iest a remarquer concernant les
effets biologiques des antioxydants naturels indagss la lutte contre le stress oxydatif
généré par les especes réactives de I'oxygene (ERQ¥cules pro-oxydantes trés réactives
causant des endommagements cellulaires graves)es@el sont impliquées dans le
vieillissement et dans le déclenchement et la gssjon de plusieurs maladies telles que le
cancer, l'athérosclérose, les accidents cardiolaises (AVC), l'ostéoporose, les maladies
inflammatoires et les maladies neurodégénératiettss..Dans ce contexte, de nombreuses
recherches scientifiques faites sur les composictiis notamment sur les polyphénols (PP)
qui agissent contre les ERO, ont aboutit a ledisation dans les industries alimentaires,
cosmétiques et pharmaceutiques (PIETEEAl, 2000).

En plus de sa production principale (huile d’olivé)dustrie oléicole génére deux
résidus, I'un liquide (les margines) et I'autreidel(les grignons). Les margines sont rejetées
soit dans des cours d'eau, soit épandues sur leCed effluents, fortement chargés en
matieres organiques, affectent la qualité des edarxs lesquelles elles sont déversées
constituant ainsi un déchet polluant qui méritetrd’évalorisé au vu de ses constituants,
notamment en composés phénoliques. Ces dernielsmé@Ega ont des structures chimiques
variées et des caractéristiques propres. lls smmiprésents dans les fruits, les légumes, les
graines, les boissons tels le thé et le vin rougedautres parties de la plante
(TSIMOGIANNINS et OREOPOULOU, 2006). lls ont uneédrgrande importance biologique
et technologique. Considérés comme des pigments goeversels des végétaux, ils peuvent
participer dans les processus photosynthétiques KOHATA et al, 1978), dans la
régulation de genes et dans le métabolisme desarwis (HAVSTEEN, 2002).

La valorisation des sous produits oléicoles est dage thématiques développées au
Laboratoire de Biochimie Analytique et biotechnaésgy(LABAB) au vu de I'importance de
la culture de l'olivier et des industries oléicoléans la région de Kabylie. Dans ce cadre
plusieurs travaux ont aboutit & montrer I'importardes PP aussi bien de par leur quantité
dans les sous produits oléicoles que de par litapoe de leurs propriétés biologiques. En
effet, les PP présentent de multiples intérétspguient étre exploités dans divers domaines
comme le secteur agro-alimentaire et/ou celui dsal@é. Ces propriétés reposent sur leur
activité anti-oxydante et anti-microbienne (SENAMNIMOULTI-MATI, 2012). Les PP sont
par excellence des inhibiteurs de I'oxydation pégpage des radicaux libres, ils s'illustrent
par leur action protectrice vis-a-vis des érythtesysanguins que nous avons démontré au
niveau du laboratoire due a leur activité anti-auy® (NADOURet al, 2012) d’autres
chercheurs ont permis de mettre en relief d’aupexpriétés comme leur activité anti-
canceérigene, la réduction de la formation de mdéscpro-inflammatoires ; la prévention des
maladies cardiovasculaires suite a leur action tlyplestérolémiantes par réduction de dépot
de LDL dans les parois artérielld@ODRIGOet al,2011).
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Dans ce contexte, cette thématique a pour objet#fsidier I'activité anti-oxydante
des polyphénols présents dans les margines paisede divers tests comme le DPPH.

Dans un premier temps le travail sera principaldra@a sur les PP totaux extraits de
margines brutes. Dans un deuxieme temps, ces gaoigidvont étre déglycosylés selon des
procédures mises au point. Les polyphénols aglyseeont évalués pour leur activité anti-
oxydante.

Pour répondre aux obijectifs fixés a ce travail, savons mené comme suit :
-Une synthése bibliographigue actuelle portant :

- sur quelques aspects concernant les polyphéeintaivés dans la nature en général
et dans les margines (classification, biosynthégamment comment sont ajoutés les sucres
lors de leur formation, activités biologiques...)

- et sur la caractérisation des margines (rej¢irtiustrie oléicole).

-Au niveau expérimental, il s'agit de mettre aurpoi

- l'extraction des polyphénols totaux a partis deargines brutes ;

- les traitements hydrolytiques chimiques acide etlasique destinés a rompre les
liaisons glycosidiques ;

- la quantification des polyphénols, des flavonoiéésdes sucres totaux par des
méthodes spectrophotométriques ;

- 'analyse qualitative des différents extraitsarhts aprés les traitements chimiques par
chromatographie sur couche mince (CCM) ;

- et enfin, l'évaluation de [lactivité¢ antioxydantdes extraits avant et apres
déglycosylation par deux méthodes (test au DPPEsétdu pouvoir réducteur
sur ferrocyanure de potassium) puis comparer fé&réinces qui en découlent.
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I-COMPOSES PHENOLIQUES :
1.1 Généralités :

Les composés phénoliques (CP), sont des moléculesé@abolisme secondaire
spécifigues du regne végétal. Cette appellatioremgme désigne un vaste ensemble de
substances aux structures variées qu’il est défide définir simplement (BRUNETON,
1999). A I'heure actuelle, plus de 8000 molécules été isolées et identifiees (TAO et
LAMBERT, 2014). lls ont tous en commun la présedws ou plusieurs cycles benzéniques
portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles auivent étre libres ou engagées (KUHNAU
1976 ; MOMPONEet al, 1998 ; ROBARDSet al, 1999 ; PIETTAet al, 2000 ; ROBARDS,
2003 ; HENNEBELLE et al, 2004), avec ou non dautres fonctions (alcooliq@H),
carboxyligue (COOH),...). La désignation « polyph&sokst fréquemment utilisée dans le
langage courant et méme dans des articles sciprdfiou de vulgarisation pour désigner
I'ensemble des composés phénoliques des végétaufaitE elle devrait étre réservée aux
seules molécules présentant plusieurs fonctionsngiéié Ce qui exclurait alors les
monophénols, pourtant abondants et importants deezvégétaux. Donc la désignation
générale «composés phénoliques» concerne a leefoimono, les di et les polyphénols dont
les molécules contiennent respectivement une, dapltusieurs fonctions phénoliques.

lls sont présents dans les vacuoles des tissug;ipant aux réactions de défense face
a différents stress biotiques ou abiotiques (patheg, rayonnements UV...) et contribuent a
la qualité organoleptigue des aliments issus degtaéx (couleur, astringence, arbme,
amertume). Leur répartition tant qualitative quemiative dans la plante varie selon les
especes, les organes, les tissus ou encore |égedif§ stades de développement (ROBARDS
et al,1999 ; GRESELE ddl, 2011).

Ce sont des composes trés hétérogenes tant paolaposition que par leur structure.
Pendant longtemps, ces composeés ont été consm#rgre secondaires et métaboliguement
inactifs, ils ne suscitaient donc que peu d’intéfét’heure actuelle, cette opinion a changé,
du fait de nombreuses recherches qui ont largementrées que ces composés ne sont pas
inertes et contribuent efficacement dans la bids®ge de divers métabolites de I'organisme.
Chez les végétaux, ils sont soumis a d'importanégtions quantitatives et qualitatives, ce
qui témoigne d'une dynamique biochimique incontasta lls interviennent dans des
processus vitaux les plus divers. D’ou I'importamreissante des études consacrées a ces
COMpOSES.
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1-2 Diversité structurale et source alimentaire

Le ou les cycles aromatiques des polyphénols ssmisi de deux grandes voies
métaboliques : la voie du shikimate et celle dedtate (BRUNETON, 1999). La diversité
structurale des composés phénoliques est due @ dettble origine synthétique et elle
augmente souvent avec la participation simultaneshikimate et de I'acétate conduisant a
I'élaboration de composés mixtes (flavonoidesbaties, xanthones, etc.). Plusieurs milliers
de polyphénols ont été identifiés dans les plaetedans les aliments d’origine végétale
(HABAUZIT et HORCAJADA, 2008) (tableau ).

1-2-1. Classification des structures phénoliques

Les composés phénoliques peuvent étre regroupésinen dizaine de classes
(HARBORNE, 1990 ; MANCHEIX etl, 2006) (tableau I) qui se différencient d’abord lsa
complexité du squelette de base (allant d’'un sin@@ex des formes tres polymérisées),
ensuite par le degré de modifications de ce sgedléegré d’oxydation, d’hydroxylation, de
méthylation...), enfin par les liaisons possibles a#s molécules de base avec d'autres
molécules (glucides, lipides, protéines, autresabadites secondaires pouvant étre ou non des
composés phénoliques) (MANCHEIt al, 2006). Ces especes sont des monomeres, des
polyméres ou des complexes dont la masse moléeybaiut atteindre 9000 (HARBONE,
1990 ; CROZIERet al, 2006).

Tableau | : Les principales classes des composés@pbliqgues (HARBORNE, 1989 ;
MACHEIX et al,2006 ; CROZIER et al, 2006).

Squelette @rboné Classe Exemple Origine (exemples)
Cs Phénols simples Catéchol Nombreuses espéces
Cs-Cy Acides p-Hydroxybenzoique Epices, fraise
hydroxybenzoiques
Cs-C3 Acides Acide caféique, Pomme de terre, pomme
hydroxycinnamiques| Acide férulique
Coumarines Scopolétine Citrus
Ce—C4 Naphtoquinones Juglone Noix
Cs-Co-Cs Stilbénes Resvératrol Vigne
Cs-C3-Cs Flavonoides
* Rlavonols Kaempférol, quercétine | Fruits, légumes, fleurs
« Anthocyanes Cyanidine, pélargonidine| Fleurs, fruits rouges
e Flavanols Catéchine, épicatéchine | Pomme, raisin
e  Flavanones Naringénine Citrus
Isoflavonoides Daidzéine Soja, pois
(Ce-Co)2 Lignanes Pinorésinol Pin
(Ce-Ca)n Lignines Bois, noyau des fruits
(Cis) Tannins Raisin rouge, kaki
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1-2-1-1. Les formes les plus simples

Les formes phénoliques les plus simples présemteststructures chimiques allant du
simple phénol en &non présent naturellement chez les végétaux)lauarfoides en G et a
des molécules proches. Sauf exceptions, ces sgbstaont présentes sous forme soluble
dans la vacuole (HABAUZIT et HORCAJADA, 2008).

« Acides phénoliques
lIs appartiennent a deux groupes, les acides hybenoiques et les acides
hydroxycinnamiqueéLAFAY et GIL-IZQUIERDO, 2008).

- Les acides hydroxbenzoiques

lIs sont les dérivés de I'acide benzoique et oetfonmule de base de type-C; (figure
01). lls existent fréequemment sous forme d’estersl® glucosides et peuvent également étre
intégrés dans des structures complexes comme reertanins (GRESELEet al, 2011).
L’acide gallique et son dimére (I'acide hexahydmixyhénique) sont les éléments constitutifs
des tannins hydrolysables. D’autres aldéhydes sporadant a ces acides, comme la vanilline,
sont utilisés dans le secteur pharmaceutique (BRIDME 1993 ; LAFAY et
GILIZQUIERDO, 2008).

- Acides hydroxycinnamiques et dérives

lls représentent une classe tres importante dasttuature de base {C3) dérive de celle
de l'acide cinnamique. Les molécules de base d&eri@ hydroxycinnamique sont I'acige
coumarique (et ses isomeres les acaesm-coumariques) et les acides caféique, férulique et
sinapique (figure 01). L'ensemble est souvent ragpsous le vocable commun de
«phénylpropanoides ». Ces acides sont rarementergeésa I'état libre et existent
généralement sous forme d’esters (avec le glutasale quinique, I'acide tartrique...) ou de
glycosidegLAFAY et GIL-IZQUIERDO, 2008 ;BONDIA-PONSet al,2009).

Parmi les acides hydroxycinnamiques, l'acide caféig une répartition quasi-universelle
chez les végétaux ou il est souvent présent sousefal’'acide chlorogénique (ester 5-
caféoylquinique) (figure 01), par exemple dansdenpe ou le café, et de ses isomeres (ester
3 et 4-caféoylquiniques). On le retrouve égalemsmis forme d’acide caféoyltartrique
(=acide caftarique) dans le raisin, d’acide cafsloidimique dans la datte, d’acide
caféoylmalique dans le radis, de caféoylglucoseafi@oylputrescine (BENDINgt al, 2007).

Les coumarines (figure 01) dérivent des acides dyyhinnamiques par cyclisation
interne de la chaine latérale et certaines fornoegptexes, les aflatoxines, peuvent étre des
contaminants trés dangereux de denrées alimen(BiE#¢DINI et al,2007).
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o Stilbenes:

Les membres de cette famille possédent la strug@s-C2-Cs, comme les flavonoide
avec un cycle A portant deux fonctions hydroxylegesition méta et un cycle B portant
fonctions hydroxyles ou méthoxyles en meéta, orthgpaa. Ce sont des phytoalexin
composés produits par les plantes en réponse tague par les microbes pathoge
fongiques bactériens et viraux. Les sources principales tlkbges sont les raisins, les vil
le soja et les arachideEROZIEF et al, 2006).lls sont synthétisés a partir de dérivés d'ac
cinnamiques dont la substiton déterminera celle du cycle B et ainsi la roolé ell-méme
(MACHEIX et al,2006) lls sont présents de la plante sous forme de monomeres, dime
triméres ou polyméres. La molécule la plus courasttdéa plus étudiée est resvératrol
(3,5,4'- rihydroxystilbéne) qui existe sous forrcis ou trans Cependant, la forme trans
majoritaire. Les sources principales de stilbenes sitées dans le tableau

Acides hydroxybenzoiques

Rj=Ry=R =R = H acide benzoique (non phénoligue)
R, R, Ry=Rsmfy= H. Ry= OH acude p-hydroxybenzoigue
Ri=Ry= H, Ry=R= OH acide protocatéchique
R COOH Ri=Ry= H. R;= OCH,. Ry= OH acide vanillique
‘RI- H, RI-I-'-R]:R..: OH schde gﬂlllﬁlﬂ
K Ri= H. Ri=R,= OCH;. Ry= OH acide syringique
R;- OH. Ry=sRyuR = H acide u_l'.c'thuq
Ry=Ry= OH. Ry=R= H acide gentizigue
= " ] (] 4 P =i (1)
Acides hydroxycinnamiques (‘phenvipropanoides”)
RymRy=m Ryms H acide cinnamique (non phénoliguc)
B S SO Ry=Ry=H.R;=0H acide p-ocoumanique
JQ/\/ Riy=R;:=OH.Ry= H acide caféique
R Ry=0CH;. R;=0H.R;=H acide férulique
Ry R.] -R,-U('_‘l'lh “'_'- DH acide .'lllﬂlp'lql-t
Principaux acides phénoliques
=~ 00
) @N COOH
" !
H Y OH
0 ﬂ"

Acide chlorogénique (= S-caféoylquinique)

OH
HECO HO, ‘
9S! O
HLY O O
HO

Un exemple de coumarine si : Un exemple de stilbéne =
In mpnﬁtim" —_ le resvératrol

Figure 01: Les principaux acides phénoliques et quelqu-uns de leurs dérivéssimples.
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. Ensemble dedlavonoides

De structure générale ers (Cs-Cs-Cg), C’est le groupe le plus représentatif des comp
phénoliques. Il comprend a lui seul plus d6000 molécules regroupées esous-classes
(RIBEREAU-GAYON, 1968 ANDERSEN et MARKHAM, 2006 MACHEIX et al, 20(6).
La structure de base commune a ce groupe de polyghés le diphénylpropar : c'est la
présence de deux cycles aromatiques (A et B) bésupe chaine de 3 carbones, forman
hétérocycle oxygéné (CYAO etal, 2004 ; MACHEIX efal. 2006; YAO et al,2010) (figure
02). Il reste des millierd'autres composés a découvrir puisque le squaelettdlavonoide
peut étre substitué palifférents groupements comme des groupements hydrogthoxy,
méthyl, benzyl et isoprényBEECHER, 200, GRESELE etl., 2011 ).

Figure 02 : Structure générale des flavonoides.

Les flavonoidesont subdivisés en sc-classe selotes variations autour du squele
chimique de base em£portant principalement sur trois poi :

-Le degré d’hydroxylation des différents cy

-le niveau de méthoxylation (groupements-CH; a la place des seules fonctic
phénoliques ;
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-le niveau de glycosylation. En dehors, de quelgxesptions commle groupedes flavanes,
les flavonoides des végétaux sont lieés a des suresme maniere générale, I'ose est lié
molécule phénolique par l'intermédiaire d’'une lmisglycosidique -O-C dégradable par
hydrolyse acide a chaud, ou de tyg-C beaucoup plus résistanBENDINI et al,2007).

On distingue alors (flavones, isoflavones, flavanel flavanones), leflavanols, les
proanthocyanidines, lenthocyanes ainsi que des composés plus minositdés chalcones
et dihydrochalcones HAVSTEEN, 2002 ; BEECHER, 2003 ; EDENHARDER ET
GRUNHAGE, 2003 CROZIEF et al,2009) (figure 03).

flavanone flavone

flavanonol flavonol

flavan 3-ol

Figure 03 : Les principales classes de flavonoides.
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> les 4-oxoflavonoides

- Les flavones

Les flavones présentent une double liaison enipos2t3 et le noyau aromatique B
est fixé en position 2 (Figure 03). De maniere gale¢les flavones sont présentes sous forme
de 7-O-glycosides. Moins répandues dans les fetiidsgumes que les flavonols, les flavones
sont principalement présentes sous forme de glgessie lutéoline et d’apigénine
(ANDERSEN et MARKHAM, 2006). Les sources principalde flavones sont données dans
le tableau 1.

- Les flavonols

Caractérisés par la présence d'une double liaisgposition 2-3 et d’un groupement
hydroxyle en C3 (Figure 03), ce sont les flavonsilds plus répandus dans le regne végétal a
I'exception des algues et des champignons. Les aségpprincipaux sont le kaempférol, la
quercétine, lisorhamnétine et la myricétine. igsle plus souvent présents sous forme de
glycosides, avec une molécule de glucose ou dembsen Leur conjugaison se fait le plus
frequemment en position 5, 7, 4’, 3’ et 5’ et opuamettre en évidence plus de 200 conjugués
O-glycosylés différents pour le seul kaempférol (ZRER et al. 2009). S’ils sont largement
présents dans les végétaux, leurs concentratiogemmes restent cependant limitées (tableau

1.

- Les flavanones

Les flavanones se caractérisent par la saturagotihdtérocycle C (Figure 03). Le
plus souvent glycosilées par un disaccharide eno@7distingue deux sous-familles : les
rutinosides (689-a-L-rhamnosyl-D-glucosides) et les néohespéridos{@es-a-Lrhamnosyl--
D-glucosides) (D'ARCHIVICet al,2007). Cette classe de flavonoides est caractgrésties
agrumes (tableau II).

- Les isoflavones

Les isoflavones se différencient des flavones adixhation du noyau benzénique au
carbone 3 de I'hétérocycle. Elles présentent deegosimilitudes avec les oestrogenes. En
effet, la présence de groupements hydroxyles eat@4’ leur donne une structure similaire
au 17g-oestradiol leur conférant ainsi des propriétésigeehormonales dont celle de se lier
aux récepteurs aux oestrogenes. Ainsi elles saledgnt nommeées phyto-estrogénes. Les
isoflavones sont présentes presque exclusivemems das |égumineuses et plus
particulierement dans les Fabacées. Le soja etpsmtuits dérivés en sont les sources
principales dans I'alimentation humaine (CASSIBtval, 2000). Trois molécules principales
ont été mises en évidence dans le soja: la géamstéi daidzéine et la glycitéine dans un ratio
1/1/0,2. Elles peuvent étre présentes sous 4 fodiffésentes : aglycones, Gglycosides,
6’-O-acétyl-70-glucoside et 6©-malonyl-7-O-glucoside, cette derniere pouvant donner aux
aliments un godt désagréable d’amertume et d'gsmnice (COWARLDetal, 1998).
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» Les chalcones et dihydrochalcones

Les chalcones dérivent des flavanones par isontiériseeversible en milieu alcalin, ce
qui se traduit par l'ouverture de I'hétérocycle ¥&caformation d'une double liaison en
position C2-C3 (Figure 03). Les chalcones sontgégentes dans I'alimentation en raison de
leur transformation en flavanones en milieu acigencipalement au cours des étapes
d’extraction (TOMAS-BARBERAN et CLIFFOR[2000).

Les dihydrochalcones dérivent des chalcones parctiéh de la double liaison entre les
carbones 2 et 3. Elles sont caractéristiques dehame et de ses produits dérivés (cidre,
jus...). On retrouve dans ces aliments 3 moléculexipales : la phloridzine (phlorétine 2’-
glucoside), la phlorétine 2' (2”-xylosyl-glucosiflet la 3-hydroxyphloridzine (LWt FOO,
1997).

» Les flavanols et proanthocyanidines

Les flavanols existent sous forme de monoméreseégalt appelés catéchines (Figure
03) ainsi que sous forme de polymeres, les proag#mdines. Les flavanols présentent un
hétérocycle C saturé auquel s’ajoute une fonctipardxyle en C3. La présence de deux
centres chiraux en C2 et C3 donne 4 isoméres pelepbur chaque niveau d’hydroxylation
du cycle B. Dans les végétaux, les monomeéres panai sont la (+)-catéchine et son isomere
I'(-)-épicatéchine. Ces monomeéres peuvent étre dxydés en C4' et former la (+)
gallocatéchine et I'(-)-épigallocatéchine. De pldss conjugaisons par estérification en C3
avec l'acide gallique formeront des oligomeres defpocatéchine 3- gallate (EGCG) et
épicatéchine 3-gallate) (ANDERSEN et MARKHAM, 2006)

La catéchine et I'épicatéchine sont les flavanalagpaux présents dans de nombreux
fruits, tandis que gallocatéchine, épigallocatéehat épigallocatéchine gallate sont plus
spécialement présents dans le thé.

Les proanthocyanidines, encore appelées « tanimdeogés » se forment par
polymérisation des monoméres de flavanols lorsééetions d’auto-oxydation ou le plus
souvent sous l'action d'une enzyme, la polyphénglase (MAYER et HAREL, 1979). La
polymérisation se fait entre les molécules de @tgchine et (-)-épicatéchine par des liaisons
C4-C8 ou C4-C6 pour les proanthocyanidines de Bipkes proanthocyanidines de type A
ont en plus une liaison G2-C7. Ces polymeéres peuvent contenir jusqu’a plusS@enités.
Cependant, le degré de polymérisation pour un alirdenné est rarement déterminé et peut,
par exemple, aller de 4 a 11 dans les pommes a.digs proanthocyanidines uniquement
constituées d’unités (épi)catéchines sont appetizsyanidines et sont les plus répandues. Les
proanthocyanidines contenant |’ (épi)gallocatéchéoat appelées prodelphinidines et sont
plus rares. Les proanthocyanidines participent asdaeur des aliments. Elles sont
responsables de I'amertume du chocolat et deihgsince de certains fruits (tableau Il) par
complexation avec les protéines salivaires.
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» Les anthocyanes

Les anthocyanes constituent le groupe de pigmehiblss dans I'eau le pl important.
lIs sont dissous dans les vacuoles des celluletedpiques des fleurs et ( tissus auxquels
ils donnent des couleurs rose, rouge, bleu ettfMAZZA et MINIATI, 1993)

Plusieurs centaines de molécules sont connues. \Ehgent selon le nombre et la posi
des différents groupements hydroxyles et meyls, la nature, le nombre et la position «
sucres et I'acylation éventuelle de ces st (CLIFFORD, 2000) Figure (4). Tres rarement
présents sous forme aglycone (anthocyani (tableau Il) les anthocyanes les plus fréque
sont des 3jlycosides ou des -diglycosides de pélargonidine, cyanidine (anthowiar la
plus répandue dans l'alimentatiorpéonidine, delphinidine, pétunidine et malvidineaul
couleur varie en fonction du pl

Les anthocyanes sont particulierement instabless simume d’aglycones mais
stabilisés par la glycosylation. Les anthocyane® goésents dans le \ rouge, certaines
céreales, certains legumfesliillus ou racinaires (chou rouge, oignon ro radis). Cependant,
c’est dans les fruits qu’ils sont les plus abonsldMANACH et al.2004) Leur quantité dans
'aliment est souvent proportionnelle l'intensité de la pigmentation fruit d’apres
CLIFFORD (2000).

OCH;
OH
OH
HO 8
HO %\ h OCH,

O OCH, N OH A, o

7 0
0770 HO ° o Ho O

3glucoside de malvidir 3diglucoside de malvidir

Figure 04 : Quelques structures d'anthocyanosides

1-2-1-2. Formes condensée
> Tannins :

Cette classe désigne le nom général descriptifrdupg des substances phénolic
polymériques, ayant une masse moléculaire compgee 500 et 3000. Ce sont ¢
molécules fortement hydroxylés qui présentent,ta des réactions classiques des ph, la
propriété de précipiter les alcaloides, la gélaghal’autres protéine(COWAN, 1999)et
peuvent formedes complexes insolubles lorsils sont associés aux glucides, aux proté

11
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et aux enzymes digestives, réduisant ainsi la tiikt® des alments. lls peuvent étre liés
la cellulose et aux nombreux éléments miné.

Les tannins sont caractérisés par une saveur @gestitim et sont retrouvés dans tol
les parties de la plante : I'écorce, le bois, &slles, les fruits et les racin(YAO et al,2004
et 2012).0n distingue deux groupes de tannins différentdeuarstructure et par leur origii
biogénétique :

Tannins hydrolysables qui sont des oligo ou s polyesters d'un sucre et d’'tnombre
variable d’acide phénol. Le sucre est tres géndraie le [-glucose et I'acide phénol est s
I'acide galligue dans le cas des gallotannins kadide ellagique dans le cas des tant
classiguement dénommeés ellagitann(Figure 05) (Annexe O01YBRUNETON, 1993
COWAN, 1999).Comme leur nom l'indique, ces tanins subissentdaw@nt une hydrolys
acide et basique, ils s’hydrolysent sous I'actioayenatique et de I'eau chau

Les tannins hydrolysables renferment trois grouj

* Esters d’&ides phénolique

* Esters d’acides phénoliques et suc

* Glucosides, est le groupe le plus abondant atid&agallique le plus important. L’'action

I'enzyme tannase chexspergillus nigethydrolyse ce type de tanins en glucose et en
gallique.Les gallotanins sont les plus représentatifs dgroepe Les margines renferment |
taux non ngligeable de ce type de tanr. Les margines sont utilisées comme sub
puisqu’elles renferment un taux élevé en tannindrdlysables capables d’induirla
production de 'enzyme tann: (BRUNETON, 1993).

G.
CoOoOH HO

Hiy H o]

Figure 05: Structure chimique des acides galliqueA) et ellagique B).

L’acide tannique fait partie des tannins hydrolysabsous forme de gallc-glucose qui
contient plusieurs molécules d'acgallique par molécule de glucose.

Tannins condensés ou tannins catechiqueou proanthocyanidols qui se différent
fondamentalement des tannins hydrolysables candlgossedent pas de sucre dans
12
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molécule et leur structure est voisine de celle flavonoides. Il s’agit de polymér
flavaniques constitués d'unité de fla-3-ols liées entre les par des liaisons carbo
carbone (figure 06)Les proanthocyanidols ont été isolés dentifiés dans tous les groug
végétauxGymnospermes et Fougel(BRUNETON, 1999)

Figure 06 : Représentation de la liaison catéchique extant entre les unités de tanin:
catéchiques.

» Lignanes
Les lignanes sont formés par la dimérisation oxydalde deux unités ¢
phénylpropane. llssont métabolisés par la flore colique libérant Gmtérodiol et de
I'entérolactone ; ils sont ainsi considérés comee ghytoestrogene
Méme si leur quantité reste relativement faiblesdane alimentation standard, leur ubiqt
dans le régne végétddisse penser gu’ils pourraient constituer une goumportante d
phytoestrogénes en particuldans les régimegégétariens (HARBORNE, 19).

» Lignines
Les lignines constituent une classe importante elysts naturels dans le reg
végetal. llsrésultent de la polymérisation autooxydative ouyeratique des unités de fla\-
3,4diol liées majoritairement par les liaisons-C8 (parfois C4E6) des unités adjacen
(figure 07) et se nomment ainsi pro anthocyanidines de typeoBsque la condention se
produit entre les unités adjacentes par la lia(34-C8 et par une liaison d’éther additionne
entre C2 et C7, les proanttyanidines sont dits de types

13
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Figure 07 : Structure des lignines.

1-2-2. Principales sourcesalimentaires

Les polyphénols sont répartis de facon ubiquitdeas les fruits et légumes qui
constituent les principales sources alimentairesc ae fortes variations selon les espe
Ainsi, la concentration en polyphénols totaux peatier de 40 mg/kg de poids frais (P!
pour la pomme de terre a 5,5 g/kg PF pour la céBSALBERTet al,2005).

14
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Tableau Il : Tableau récapitulatif des principalessources alimentaires des polyphénols.

Classe de Sources alimentaires Auteurs
polyphénols
Les stilbénes -le raisin et son jus, -(LAMUELA-
-les baies, le chou rouge, les épinards et cedaifantes médicinales. | RAVENTOSet al,
-les cacahuetes et le beurre de cacahuétes. 1995).
-Vin rouge. - (CASSIDYet al.
2000).
-(CROZIERet al.
2009).

-(ROMERO-PEREZt
al, 1996).

Les flavones

persil, céleri et le poivron rouge

-Les glycosides de flavones sont également préseamis les céréales
comme le mil ou le blé

- Sous forme glucuronidée, la lutéoline 7-diglucude est présente da
l'infusé de verveine odorante.

- la peau des agrumes

-des huiles essentielles (huile essentielle de arams)

-(MANACH et al,
2004).
-(LENOIR, 2011)
S(CARNAT et al,
1999).
-(SHAHIDI et al,
1995).

Les flavonols

- I'oignon, le chou frisé, le poireau, le vin roydethé noir et le thé vert

-(PRICEet al, 1995 ;
MANACH et al, 2004)

Les flavanones

-les rutinosides de flavanones dans les citrossnlendarines, les
oranges.

-Les pamplemousses et les oranges ameéres

-les glycosides de flavanones dans le jus d’orange

-la tomate et certaines plantes aromatiques cormmehthe.

TOMAS-BARBERAN
et al,2000).

Isoflavones -Soja (les graines, la farine, le lait de soja). (CASSIDY et al2000).
-Le processus de fermentation hydrolysant les giges, ces composés
seront principalement retrouvés sous formes d’agigs stables dans ces
aliments

Chalcones -La tomate (la peau, le ketchup (KRAUSE et

dihydrochalcones

la pomme (peau, chair et epépins)

GALENSA, 1992 ;
GUYQT etal, 1998).

(épi)cathéchine

-I'abricot et la cerise

les péches, les prunes, les fraises,
le chocolat

le thé vert

-les pommes et les poires,.

(D'ARCHIVIO et al.
2007).

(GRAHAM, 1992).

(AMIOT et al. 1995)

proanthocyanidines

le raisin, les péches, les kakis ou les pommes.
le vin, le cidre, le thé et la biere
-les pommes,

SANTOS-BUELGA et
SCALBERT, 2000 ;
GERHAUSER, 2008).

Les anthocyanes

-baies comme le cassis ou les mdres.
-fruits rouges comme les myrtilles, fraise ou las.

(CLIFFORD, 2000;
MANACH et al.2004).

-les vins.

Les lignanes -graine de lin. (THOMPSONet al,
-céréales (le triticale et le blé). 1991;
-fruits (les poires et les prunes). ADLERCREUTZ et

-certains légumes (ail, asperges et carottes).

MAZUR, 1997).

-légumineuses comme les lentilles.
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1-3. Biosynthese des composés phénoliques

Les expériences avec des précurseurs marquésrbonegC) ont permis de préciser
les principales étapes de la biosynthése des péhgih Deux voies différentes de leur
formation sont actuellement connues. Selon l'uiée, 4u métabolisme des acides gras, les
noyaux aromatiques sont formés aux dépend de 8suaiétate ou malonate activées par le
coenzyme A. L'autre est liée au métabolisme desidgs et des acides aminés aromatiques.
Les substances initiales sont ici les produitsadglycolyse (voie EMP) et du cycle du pentose
phosphate: le phosphoénolpuryvate et l|'érythrosgdesphate. Leur condensation et
cyclisation conduisent a la formation d'un interma&d important : I'acide shikimique. Celui-
ci peut, soit se transformer en acide hydroxybeqes (par exemple acide gallique), soit,
aprés l'adjonction d'une molécule supplémentairgliesphoénolpyruvate et une série de
stades intermédiaires suivie d'une amination, dainneaissance aux acides aminés
aromatiques : la phénylalanine et la tyrosine. Le#samination conduit a la formation des
acides cinnamiques et leurs tres nombreux dérivéars aldéhydes, acides benzoiques,
acétophénones, lignanes et lignines, coumarineREZRNE, 1990 ; BRUNETON, 1993 ;
BRUNETON, 1999 ; KNAGGS, 2003NACZK, et SHAHIDI, 2004 CROZIERet al, 2006
; MACHEIX et al, 2006). Les acides hydroxycinnamiques, ou phénylpropanpistas des
composés dont le noyau de base est en C6-C3. 3otisr de la Phénylalanine Ammonia
Liase (PAL), la phénylalanine libére un ion ammaoniet forme de l'acide cinnamique.
Celui-ci est a son tour hydroxylé par la Cinnam@tydroxylase (C4H) pour former I'acide
para-coumarique qui sera a l'origine de nombreuselecules (figure 08). Ces acides sont
rarement présents sous formes libres, ils sont @rergl combinés a d’autres molécules
organiques. Les liaisons se font souvent au nideguonctions carboxyliques, ce qui conduit
a la formation d’ester. Les liaisons avec du glec@®us forme Uracile Diphosphate, UDPG)
forment des ester de glucose (I'acide feruoylglagokes liaisons avec différentes molécules
organiques (Coenzyme A ou acide quinique par exenginduit par exemple a la forme
active dup-coumaroyl CoA. L’acide chlorogénique est I'ester ldeide caféique le plus
frequemment rencontré (liaison avec un acide quaign C5). Si la liaison s’effectue avec
des mono ou diamine, des phénolamides sont forinés. estérifications peuvent étre
multiples, ainsi I'acide caféique peut étre esi@rdvec des acides quiniques et former les
acides di et tricaféoylquinique. Des liaisons asles sucres peuvent aussi étre effectuées au
niveau des fonctions hydroxyles, ce qui conduia dormation de glucoside (glucoside de
I'acide caféique) (MACHEIXet al, 2005). Les flavonoides (C6-C3-C6) sont issus a@ap
coumaroyl CoA et de 3 molécules de malonyl-CoA doiment I'hydroxychalcone
comprenant 2 noyaux benzéniques (Figure 08). @ratsformation s'effectue avec une autre
enzyme clef la Chalcone Synthase (CHS). La ferreader’hétérocycle central s’effectue par
la Chalcone Isomérase (CHI). Ces composés sontulzanp du temps liés a des sucres,
généralement par une liaison glycosidique, quidggradable par une hydrolyse acide a
chaud. Des étapes ultérieures, surtout de glyciaylat d'acylation, amenent les flavonoides
a la forme définitive dans laquelle ils se trouvientivo. Une ou plusieurs de leurs fonctions
hydroxyles sont alors glycosylées (annexe 02) (BUOOH, 1999).
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Figure 08 : Représentation simplifiée de la voie de biosynthéskes polyphénols végétau:
Phénylalanine  Ammonia Lias¢PAL), Cinnamate 4hydroxylaseC#@H), CoA Ligase 4CL), Hydroxycinnamoy-CoA quinate
hydroxycinnamoyl tranféraseHQT), O-méthytransféraseOMT ), Férulate 5-hydroxylaseFHH), Chalcone Synthas¢CHS), Chalcone
Isomérase@HI), Flavanone3 hydroxylase F30H), Dihydroflavonol réductaseDFR), Flavone synthasd-§), Flavonol synthasd-(S) ,

Anthocyane synthas@RS), Flavonoide glucosyl transféraiFGT). (*) indique les composés impliqués dans la sys¢hdes monolignol
Lesfléches en pointillés indiquent que plusieurs &apezymatiques, non représentées, sont nécegsainearriver au prodt indiqué.

La désamination de la phénylalanine et la tyrosoreduit a la formation de I'acide cinnamique qui pgdroxylation (jar la
C4H) donne l'acide p-coumarique.

Les acides moumariques sont a I'origine de nombreuses moléatiledes voies enzymatiques, formant ainsi deleahes
qui sont des précurseurs des flavono

Le p-coumaroyl coA est la forme activée des acic-coumarique qui conduit également a la formatiofatgde caféique
arrivant aux dérivés hydroxycinnamiques et a I'adi&uliquepouvant donner des structures polyméris
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1-4. RoOles et fonctions biologiques

Les recherches récentes sur les composés phérobgugénéral et les flavonoides en
particulier sont trés poussées en raison de leuvsrsgs propriétés physiologiques
(MIDDLETON et al, 2000 ; KSOURIet al, 2007). Ces actions sont attribuées a leur effet
antioxydant qui est due a leurs propriétés redoxjaerant un réle important dans la
destruction oxydative par la neutralisation desceatk libres, piégeage de I'oxygéne, ou
décomposition des peroxydes (PULIDED al, 2000 ; NIJVELDT et al, 2001). Les effets
bénéfiques des polyphénols intéressent particolient deux domaines : la phytothérapie et
I'hygiéne alimentaire (LEONG et SHUI, 2002). D’aprées études multiples attestant de
I'impact positif de la consommation de polyphérgls la santé et la prévention des maladies,
les industriels commercialisent maintenant des elis enrichis en polyphénols ou des
suppléments alimentaires. De plus, leur activit&ioagdante assure une meilleure
conservation des denrées alimentaires en empédhameroxydation lipidique. Dans
I'industrie cosmétique, les composés phénoliqumsvent leur application pratique en luttant
contre la production des radicaux libres néfastesla santé et la beauté de la peau. En
phytothérapie, méme si certaines indications samhnounes a plusieurs classes (les
propriétés vasculoprotectrices, sont par exemgdsidiuien attribuées aux flavonoides qu’aux
anthocyanes, tanins et autres coumarines), chdgsgecchimique semble étre utilisée pour
des bénéfices spécifiques (HENNEBELIEE al, 2004). Le tableau Il récapitule les effets
biologiques des polyphénols rapportés par la dittée.

Tableau Il : Activités biologiques de quelques comosés phénoligues selon
BRUNETON 1999 ; BALASUNDRAM et al, 2006 ; HENNEBELLE, 2007 ; LI et al,
2007 ; HABAUZIT et HORCAJADA, 2008 ; BONDIA-PONS et al, 2009 ; GRESELEet
al, 2011).

Composés phénoliques Activité biologique

Acides Antifongique, antioxydante

Phénols Antibactérienne

Tanins Effet stabilisant sur le collagene, antioxydant,

antidiarrheique, effet antiseptique, effet vasotuctsur.

Flavonoides Antitumorale, anticarcinogéne, anti -inflammatoire,
antioxydante, antiallergique, antiulcéreuse, ardlei
antimicrobienne, hypotenseur, diurétique.

Coumarines Anticoagulante, antioxydante, protectrice vascalair
antioedémateuse.

Anthocyanes Protectrices capillaro-veineux, anti oxydant

Proanthocyanidines Effets stabilisants sur le collagéne, antioxydants,
antitumoraux, antifongiques et anti-inflammatoires.

Tannins galliques et Antioxydantes

catéchiques

Lignanes Anti-inflammatoires, analgésiques
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I. Caractérisation des margines

L’industrie oléicole, en plus de sa production piiale qui est I'huile (I'huile d’olive
vierge et I'huile de grignon), engendre la produttde deux résidus : un liquide et l'autre
solide (annexe 03) respectivement les marginesignans. A titre informatif, la production
annuelle moyenne d’olives en Algérie est estim@&B004 tonnes entre les années 2003 et
2009 et celle d’huile d'olive est de 156 586 hattes, pour la compagne oléicole 2012/2013
avec une production de 400 000de margines (ANONYME, 2014).

- Margines ou eaux de végétation sont des effluents liquides, parfois nommés almech
(RAMOS-CORMENZANAEet al, 1995). Le pressage de 1 tonne d’olives produinegenne
1,5 tonnes de margines avec les modes de productaernes (BENYAHIA et ZEIN,
2003). En moyenne, 100Kg d’olives produisent 10@di de margines via la centrifugation et
environ 10 litres par le systéme classique de meg8MARTIN et al, 1991 ; LAKHTAR el

al, 2006).

- Grignons ou tourteaux d’olive : sont des résidus solides issus de la premiérsipresu
centrifugation, ils sont formés des pulpes et deganx d'olives. Ce produit peut étre
transformé en un produit destiné a I'alimentatiaimele ou en huile secondaire extraite par
des solvants organiques) (CHIOFAlgDal, 2004 ; MARTIN-GARCIAet al,2003).

2.1. Présentation des margines

Les margines sont obtenues lors de I'extractionlldgile d’olive a partir de I'eau
contenue dans le fruit et de I'eau ajoutée au cdurbroyage et des étapes de trituration
(GALANAKIS et al,2010) (annexes 03 et 04). A l'origine, les margise présentent comme
un liquide résiduel aqueux, de couleur brune rouged@ui se transforme en margine de
couleur noire, d’aspect trouble. Elles sont car&#és par un pH acide de 4 a 5
(NEFZAOQUI, 1987 ; EROGLLUkt al, 2008 ; HACHICHAEet al, 2009 ; YAAKOUBI et al,
2009 ; YALCUK et al, 2010) et une tres grande conductivité électrique slrtout aux ions
potassium, chlorure, calcium et magnésium (SALVEMINGS5; ZBAKH et EL ABBASSI,
2012). Sa couleur noire résulte de la présencelypiénols (AISSAM, 2003) et est fonction
de I'état de dégradation des composés phénoligudsseolives dont ils dérivefiHAMDI et
ELLOUZ, 1993 ; ZAHARIet al 2014). Leur odeur rappelle celle de I'huile dveli mais elle
peut devenirgénante lors des phénomenes de rancissement oerrdentation anaérobie
(RANALLI, 1991 ; DERMECHEet al,2013).

2.2.Caractérisation physico-chimique des margines

La caractérisation physico-chimique des marginet@& étudiée par plusieurs
chercheurs et est généralement tributaire des itpods et des systemes d’extraction de
I'huile d’olives, elle differe d'un pays a l'autré) titre d’exemple, FIESTAS ROS DE
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URSINOS et BORJA (1992) ont montré que leur échHantide margines contenait les
composés fondamentaux qui sont: I'eau (83,2 96)sleébstances organiques (15 %) et les
substances minérales (1,8 %). Les olives contignerviron 20% d’huile, 30% de grignons
et 50% d’eau de végétation (DI-GIOVACCHINgD al, 1988 ; HAMDI, 1992).

Les margines sont composées de 40 a 50% de I'egetalé qui provient du fruit
(olive) et le reste de I'eau de fabrication ajout#s du processus de trituration (NEFZAOUI,
1987 ; DI-GIOVACCHINO, 1996 ; EL ABBASS#t al,2011).

»= pH, conductivité et matiere seche

» Les margines ont un pH acide avec des valeurs ¢sespentre 4,2 et 5,9 (EROGLU
et al 2008) et entre 2,24 et 5,9 selon AKA&Ral (2009) cité par DERMECHE et al.
(2013). Lors des traitements biologiques des masggimne correction du pH peut
s'avérer nécessaire (EL HAJJOlidlal, 2008). La chaux vive a été souvent utilisée
pour ajuster le pH des margines (ACHAX al, 2008). En effet, RANALLI (1991)
rapporte qu'il faut 1 kg de chaux par 1 dteffluent afin de faire augmenter le pH d‘un
point.

» La conductivité électrique est étroitement liéeaacbncentration des substances
dissoutes et a leur nature. Dans le cas des mardasevaleurs de cette conductivité
varient entre 18 et 50 ms.cm-1 (DI SERéDal, 2008). Cette mesure ne donne pas
forcément une idée immédiate sur la charge mindatalenilieu (PAREDES e@l,
1986).

» L'extrait sec des margines est extrémement élevargble. Il est situé entre 15,5 et
266,5 kg.m-3 pour les margines de pression et éhfeet 161,2 kg.m-3 pour les
margines de centrifugation (DI GIOVACCHINO &t 1988).

2.3. Composition des margines :
2.3.1. Fraction minérale

Les margines contiennent des quantités signifieaten sels minéraux (RANALLI,
1991) dont 80% sont solubles (phosphates, sulfateshlorures) et 20% insolubles
(carbonates et silicates). D’'aprées FIESTAS ROS DESINOS et BORJA (1992), les
éléments les plus représentatifs sont le potasglif), les carbonates (21%), les phosphates
(14%) et le sodium (7%).

La fraction minérale a été analysée par SALVEMINIZ5). Le tableau en annexe 05
regroupe les concentrations de ces éléments. lltrenajue les margines sont riches en
phosphore, sodium, potassium et calcium. Par coesécplles peuvent étre utilisées comme
fertilisants des terres agricoles (BULDIBH al, 2000 ; CAPASSt al, 2002a, 2002b).
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ARIENZO et CAPASSO (2000) ont analysé les catioré&attiques (K, Na', C&",
Mg?*, F&*, Zr?*, Mn**, CU") et les anions inorganiques (GH2PO,, F, NOs) présents
dans deux types de margines italiennes. Les résutd montré que les margines issues du
systeme de centrifugation sont moins concentréasagons et en anions. Ceci est dd a leur
dilution par I'eau durant I'extraction d’huile diges (ARIENZO et CAPASSO, 2000).

Des études plus récentes sur la fraction minérake mdargines ont montré que la
composition en éléments minéraux était variabl@e’margine a une autre (tableau 1V).

Tableau IV : Principaux éléments minéraux des margies.

Elém | Unité | PARASKE | MAHMOU KARPO | MORAE | DANELL PIOTRO | DERMEC | Intervalles
ent VA D et al. UZAS TISetal | AKIS etal | WSAet HE et al. de Valeurs

et al. (2010) et al (2011) (2011) al. (2013)

(2007) (2010) (2011)
Pb g/l / / / 6,7 10 / / 6,7-10
Cd gll / / / 0,03 1 / / 0,03-1
Fe mg/l 0,45-0,6 / 6,5 / 8,88 20 + 0,45-20
Zn mg/l 1,7-4 / 3,4 2,94 4,98 / + 1,7-4,98
Cu mg/l 0,49-0,84 / 2,4 / 2,96 / + 0,49-2,96
Mn mg/| 0,46-1,17 / 0,9 1,61 2,7 20 + 0,46-20
Mg g/l 0,06-0,09 0,17 0,12 0,11 0,11 0,03 + 0,03-0,17
Ca g/l 0,05-0,08 0,14 1,1 0,15 0,29 0,03 + 0,030,
K g/l / 1,05 6,1 4,22 0,73 3,47 + 0,73-6,1
Cl g/l / 0,76 / / / 1 / 0,76-1
Na g/l 0,03 0,13 0,07 / 0,15 0,05 + 0,03-0,13

(+) : détecté. (/) : Non évoqué.
2.3.2. Fraction organique

Les margines comportent deux fractions organiques :

- Fraction insoluble constituée essentiellement ulpgs d'olives. Cette fraction représente
les matieres en suspension et colloidales (HAMB92).

— Fraction soluble dans la phase aqueuse et corlgsnsucres, les lipides, les acides
organiques et les composés phénoliques (HAMDI, 199BIED et al, 2005).

2.3.2.1.Sucres

Les études effectuées sur les margines par HAMEBELeOUZ (1993) ont montré que la
teneur en glucides varie entre 2 et 8% du poidiadmrilpe dolive fraiche. Alors gu'ils ne
représentent qu’environ 0,6 % du poids de la pdipeche selon les études menées par
OBIED et al. (2005) et GALANAKISet al. (2010). Récemment, de nombreux travaux ont
montré que les margines sont tres riches en saorgdes NIAOUNAKIS et HALVDAKIS,
2004 ; FEZZNI et BEN CHEIKHARTICLE, 2009 ; GARCIAASTELLO et al, 2010) et en
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fibres pectiques (NADOURt al, 2012b). La présence de sucres simples dans legmear
tel que : glucose, saccharose, mannose, arabimaffaose, fructose et xylose a été
également signalée par SALVEMINI (1985). DERMECEEaI. (2013) mentionnent que les
sucres représentent entre 4,1 et 4,8 % du poidsdes margines pouvant se répartir comme
suit : Arabinose (62—-71%), Galactose (17-25%), Riasa (2—3%), Xylose (1-2%), Glucose
(1%)

2.3.2.2.Composeés azotées

La fraction azotée est représentée principalemanteg protéines avec une concentration
variable. Tous les acides aminés contenus dansné&gines ont été identifiés. Les plus
abondants sont I'acide aspartique, I'acide glutamjda proline et la glycine (SALVEMINI,
1985 ; RANALLI, 1991 ; CAPASSO atl, 2002 ; JAIL etal, 2010).

2.3.2.3.Vitamines

Plusieurs vitamines ont été identifiées. Les ptaguentes sont les vitamines du groupe D
et B et la vitamine PP avec une concentration muogede 124 mg/kg de margines
(SALVEMINI, 1985 ; AISSAM, 2003). Cette teneur pewdre exploitée a I'échelle
industrielle.

2.3.2.4.Acides organiques

La proportion des acides organiques présente @snmargines varie entre 0,5 et 1,5%
(p/v). Les principaux acides organiques rencong@st les acides fumarique, glycérique,
lactique, malique et malonique (FIESTAS ROS DE URSS$, 1981 ; SALVEMINI, 1985 ;
TSIOULPASet al,2002).

2.3.2.5.Huiles

La concentration d’huile résiduelle contenue dassrhargines est tres variable selon le
procédé d’extraction utilisé. Elle varie entre 0d221% (v/v) (FIESTAS ROS DE URSINOS
et BORJA, 1992). L'acide oléique est l'acide graplus abondant avec un pourcentage de
65% par rapport a la totalité d’huile. La concetibra en matiere grasse des margines est
rapportée par RANALLI (1991) et peut atteindre BOg7l.

2.3.2.6.Composeés phénoliques

Les composés phénoliques des margines sont tréssdV leur structure est tres variable.
Plus de 50 différents composés phénoliques ontétdifiés dans les margines (OBIEDal,
2005 ; DERMECHEet al, 2013).lls proviennent de I'hydrolyse enzymatiqes @lucides et
des esters de la pulpe dolive au cours du prosesbaxtraction (trituration). Leur
solubilisation dans I'huile est cependant bienrifdre a celle dans les eaux de végétation, ce
qui expligue leur concentration élevée détectéesd@s margines (RANALLI, 1991 ;
ACHAK et al,2008). Les caractéristiques organoleptiques del¢ld’olive vierge dépendent
de la présence des composés phénoliques et ddaarsidss volatiles (VAZEQUEZ, 1978 ;
BENDINI et al, 2007). La teneur en composés phénoliques dansidegines dépend du

22



Synthése des dosrdbliographiques

systéme d’extraction de I'huile d'olive (ANNAKdt al, 1999 ; AISSAM, 2003 ; LAKHTAR,
2006). En général, elle varie entre 3 et 5 g.I-AEE et al, 1997 ; AL-MALAH et al, 2000

; OUKILI et al, 2001 ; GARRIDO HOYOSt al, 2002 ; TSIOULPAS:t al, 2002 ; CASAet

al, 2003 ; FENICEet al, 2003) et elle peut méme dépasser les 9 g.I-1 BKNOV et al,
1983 ; BORJAet al, 1992 ; SAYADI et ELLOUZ, 1993 ; KISS8t al, 2001 ; AISSAMet al,
2002). Beaucoup d’industriels utilisent un moulitr@is phases (annexe 04), qui donne un
meilleur rendement en huile avec ajout d’eau dudd&tbpe de séparation des phases
huile/eau. Le probleme avec ce systeme est quehésols passent dans I'eau. Ainsi, on
retrouve une grande quantité de la fraction ph§oelidans les margines (AISSAM, 2003), et
donc logiqguement I'huile d'olive vierge extra issde ces moulins a trois phases se trouve
appauvrie en biophénols. Pour des moulins a deasqgs) I'ajout d’eau est tres faible car il
n'existe qu’'une étape de séparation : séparatiola gdrase solide (grignons humides) de la
phase liquide (huile). Dans le tableau V, on dorndifre indicatif, la liste des composés
phénoliques principaux avec leur concentrationrstde travaux de (VISIOLét al, 1999).

Tableau V : les principaux composés phénoliques metuvés dans les margines selon
(VISIOLI et al,1999).

Composé g/100g de matiére séche
Hydroxytyrosol 1,56
Tyrosol 0,85
Acide élénolique 4,30
Dérives de I'oleuropeine 0,50
Lutéoline 7-Glucoside 0,22
Quercétine 0,13
Dérivés de I'acide cinnamique 0,55
Polyphénols totaux 8,11

Plus de 50 composés phénoliques ont été iden{lHESABBASSI et ZBAKH, 2012). I
s’agit de monomeres aromatiques et de composésolungEs a haut poids moléculaire
(BORJA et al, 1995 ; BENDINI et al, 2007 ; EL ABBASSI et ZBAKH, 2012). La
composition phénolique des margines d’ltalie a é&itéliée par chromatographie en phase
gazeuse (CPG) (D’ANNIBALEet al,2000) (annexe 06).

%+ Les monomeres phénoliques

Plusieurs monomeéres aromatiques ont été identii@s les margines par des techniques
de chromatographie (HPLC en annexe 07 ou CPG}olté représentés essentiellement par
des alcools et des acides phénoliques. Le tabldaw¢dapitule les composés phénoliques
détectés dans les margines.

Les acides phénoliques sont les monomeres lesaplmsdants dans les margines, ce
qui explique leur acidité. Plusieurs acides phénas ont été identifiés dans différents types
de margines. BORJAt al. (1995) ont identifies par HPLC plusieurs acidegrmiiques
dans des margines espagnoles.
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Tableau VI : Les principaux composés phénoliques demargines.

Composés phénoliques

Références

Acide cafféique

(VAZEQUEZ, 1978 ; BORJAet al, 1995 ;
D’ANNIBALE et al, 2004 ; EL HAJJOUJt al, 2007).

Acide p-coumarique

(VAZEQUEZ, 1978 ; BORJAet al, 1995 ;
D’ANNIBALE et al,2004 ; EL HAJJOUJ¢t al, 2007).

Oleuropéine (EL HAJJOUJlet al,2007).
Hydroxytyrosol (FKI et al,2005; ERGUL et al,2009).
Tyrosol (FKI et al, 2005 ; ERGULet al, 2009).

Acide vanillique

(VAZEQUEZ et al, 1974 ; BALICE et CERA, 1984 ;
BORJAet al, 1995 ; AZABOUet al, 2007).

Acide ferrulique

(D’ANNIBALE et al,2004 ; FKlet al,2005)

Acide protocatéchique

(VAZEQUEZ, 1978 ; BORJ/Aet al, 1995)

- Acide 4-hydroxyphénylacétique.

CICHELLI et SOLINAS, 1984 ; BORJAL al, 1995).

- Acide syringique

(CICHELLI et SOLINAS, 1984 ; BORJAt al, 1995).

- Acide p-hydroxybenzoique

(CICHELLI et SOLINAS, 1984 ; BORJAt al, 1995).

Acide vératrique

BALICE et CERA, 1984 ; MARTINEZt al, 1992).

Acide 3,5-diméthoxy-4-
hydroxycinnamique

(BORJAEet al, 1995).

-Acide férulique

(DERMECHEget al, 2013).

-Acide gallique (DERMECHEEet al,2013).
-Verbascoside (DERMECHEEet al, 2013).
-Lutéoline (FKI et al, 2005 ; DERMECHEet al, 2013).
-Rutine (FKI et al,2005 ; DERMECHEet al, 2013).

-Lutéoline 7-O-glucoside

(DERMECHEget al, 2013).

-Lutéoline 7-O-rutinoside

(DERMECHEet al, 2013).

-Lutéoline 4-O-glucoside

(DERMECHEet al, 2013).

3- Autres composés phénoliques(WAGNERet al, 1984 ; CAPASSO, 1997)
D’autres composés phénoliques monomeres ont éndifids :

- L-caféyl- glucose
- Apégine

-Les anthocyanes (TANCHE® al, 1980).

VAZQUEZ et al. (1974) ont identifié un certain nombre de flavomsicet des glucosides
phénoliques.I1 s'agit en particulier, de l'oleuropéine qui a peopriété d'inhiber le
développement de certainbactéries dont des lactobacilles et des champigoomsne les
Geotrichum., Rhizopust Rhizoctonia.L’oleuropéine est abondant dans les margines et se
caractérise par un goQt amere, elle peut atteijudopr’a 2% du poids d’olives (WAGNE&

al, 1984 ;DAMAK et al,2008 ; CZERWINSKAet al,2012).

BALICE et CERA (1984) ont quantifié certains com@esphénoliques des margines par
chromatographie liquide a haute performance (HRt&eau VII).
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Tableau VIl : Teneur de quelques composés phénoligs identifiés dans les margines
par BALICE et CERA (1984).

- Acide vanillique 242
-- Acide 4-hydroxyphénylacétique 145
- Acide syringique 710
- Acide vératrique 500
- Acide 3,4,5-4riméthoxybenzoique 80

La composition phénolique des margines d’ltalieéaédudiée par chromatographie en
phase liquide (HPLC) (CASAt al, 2003). Le tableau VIl illustre les résultatslder étude.

Tableau VIII : Phénols totaux, ortho-diphénol et maoméres aromatiques contenus dans
les margines (CASAet al, 2003).

Composés phénoliques Teneur
Phénols totaux (g.l-1) 3,70+0,1
Ortho-diphénol (g.I-1) 1,20 £ 0,02
Acide 3 ,4-dihydroxybenzoique (mM) 0,35+0,01
Catéchol (mM) 2,28+0,1
Acide 4-hydroxybenzoique (mM) 0,12 £ 0,004
Tyrosol (mM) 2,47 £0,0
Acide syringique (mM) 0,196 + 0,04
Acide caféique (mM) 1,53+£0,1
4-Methylcatechol (mM) 4,12 +0,3
Acide 3-hydroxyphénylpropionique (mM) 0,06

Acide para-coumarique (mM) 0,19

Acide vératrique (mM) 0,227 £ 0,21
Acide 3,4,5-trimethoxybenzoique (mM) 0,03

Acide trans-cinnamique (mM) 0,33 + 0,08

% Les polymeres phénoliques

Les composés phénoliques a haut poids moléculdémtifiés dans les margines sont
essentiellement les tannins : leur structure est¢omplexe, leur concentration peut atteindre
12 g/L (BALICE et al, 1982). Le catécholmélaninique est un flavotaihiest le plus répandu
et en quantité la plus élevée dans les margineS§AM, 2003 ; ZBAKH et EL ABBASSI,
2012). 1l est formé par la polymérisation de laéchine a différents degrés. Leur poids
moléculaire est compris entre 500 et 3 000. Enwecgncerne la lignine, aucun auteur n'a
cité la présence de ce polymere dans les margresque les pulpes d'olives contiennent au
moins 3% de composés cellulosiques (AISSAM, 2003).

La variabilité des margines influence considéraleleimleur contenu qualitatif et
guantitatif en composés phénoliques. Toutefoisx-@@uestent la fraction dominante de la
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matiere organique. L’analyse qualitative des composhénoliques par les techniques de
chromatographie reste tres délicate. Ceci est dia gpolymérisation des monomeres

phénoliques en polyphénols et au chevauchemeneraires pics dans le chromatogramme
des molécules ayant des poids moléculaires et tdestiges trés proches (AISSAM, 2003)

(tableau 1X).

Tableau IX: Les principaux composés phénoliques ppinériques retrouvés dans les
margines.

Composés phénoliques a haut poids moléculaires pdipalement les tanins

Tanins hydrolysables Tanins condensés (flavotanin)
- Esters d'acides phénoliques - Le catécholmélaninique

- Esters d'acides phénoliques et sucres

- Glucosides

La composition chimique des margines est asseahlari Cette variation est due
essentiellement aux facteurs suivants (KARAPINARMERGAN, 1983 ; BAMBALOV et
al, 1989) : stade de maturation des olivamditions édaphiques (les caractéristiques du sol)
et climatiques variété des oliviers, systéme de culture, situati@ographiquetemps de
stockage des olives avant la trituratitgghniques et lieu de stockageture de conservation
des olives, procédé d’extraction d’huile d’olivei gaprésente I'élément le plus important
(RAMOS-CORMENZANA, 1996 ; ANNAKIet al 1999 ; FIORENTINOet al, 2003 ;
ACHAK et al, 2009).

2.4. Métabolisme des composés phénoliques des mags

Les composés phénoliques des margines sont tolgasceptibles d’étre dégradés par
les micro-organismes (BORJ&t al, 1992 ; SAYADI et ELLOUZ, 1993 ; D’ANNIBALEet
al, 2000 ;GARCIA GARCIA et al, 2000 ; GARRIDO HOYOt al, 2002 ; TSIOULPAS:t
al, 2002) ou par les enzymes d’origine microbienneARMIRANI et al 1996 ;
D’ANNIBALE et al, 2000 ; CASAet al, 2003). Cependant, le temps nécessaire pour une
dégradation totale peut étre considérable (LAKHTARR06). Un grand nombre de micro-
organismes y compris les bactérigdseudomonas putiddBERTIN et al 2001),
Rhodopseudomonas satustrisatBAHLKAR et al, 1993), les champignons comme
Aspergillus nigefHAMDI et ELLOUZ, 1993 ; GARCIA GARCIAet al, 2000),Aspergillus
terreus (GARRIDO HOYOS et al, 2002), Phanerochaete chrysosporiufSAYADI et
ELLOUZ, 1995 ; KISSlet al, 2001) et les levures comn@andida tropicaliS CHANG et al,
1995 ; FADIL et al, 2003) a été isolé et caractérisé. Ces micro-tsges possedent la
capacité de dégrader les phénols a faible condiemirdPeu d’études ont été réalisées pour
améliorer la dégradation des composés phénolicaresgs micro-organismes (CHANSS al,
1995). Bien que plusieurs travaux aient été réalisar la dégradation des composeés
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aromatiques, les informations sur leur métabobisathez les micro-organismes restent trés
limitées (MIDDELHOVEN, 1993 ; CAPASSO, 1997).

2.5.Valorisation des margines

La faible dégradation chimique des composés phaunedi pourrait étre due a une
inhibition de I'activité des microorganismes du smr le pH acide des margines. Les
composeés phénoliques a pH acide ont un effet acriimien. Par ailleurs, 'oxydation des
margines entraine la polymérisation des composésgiigues en tanins plus résistants a la
biodégradation (ACHAKet al, 2008 ; YAAKOUBI el al, 2009). Acides et extrémement
chargés en matiéres organiques, ces effluentstad@amportantes nuisances et perturbations
du milieu récepteur, souvent répandues en I'étas teanature, de maniére incontrdlée sur les
sols agricoles ou parfois stockées provisoiremansdles cuves, exposant ainsi les systémes
eau-sol-plante, a une pollution inéluctable. Leéversement dans les milieux naturels
provoque de sérieux problemes environnementaux.cBaséquent, leur valorisation est
devenue une nécessité intense de toutes les esteFIORENTINCet al, 2003 ; ACHAK
et al,2009 ; YAAKOUBI et al, 2010 ; ZAHARIet al,2014).

Ces considérations ont conduit plusieurs cherchaurd’échelle nationale et
internationale a choisir la voie du traitement etla valorisation des margines pour limiter
leur pollution (LEGERet al, 2000 ; KISSlet al, 2001 ; GARRIDO HOYOSet al, 2002 ;
POZOet al, 2002 ; FENICEet al, 2003). La valorisation des sous-produits de\liel est
susceptible de contribuer a I'amélioration de latabilité du secteur oléicole (ACHAHKt al,
2008). De plus, elle permet:

- d’'une part, de résoudre en grande partie lesl¢gmuds posés par les effluents des huileries
qui ont un pouvoir polluant tres éleve,

- d’autre part, de contribuer a combler le déffoiirrager qu’on rencontre surtout dans les
pays d’Afrique du Nord et du Moyen Orient.

La richesse en polyphénols des margines, plus grame celle de la phase huileuse.
Puisqu’une partie de ces polyphénols est consonamd&tat lorsque les olives noires sont
elles-mémes consommeées, on peut espérer transfofmeonvénient « polluant » en
avantage, a condition de prendre en charge imnesd@idt les margines, entité fragile, des
leur émission a la sortie de la centrifugeuse. Blesles sont actuellement en cours pour
valoriser les polyphénols des margines en quald@artioxydants naturels » utilisables dans
différentes filieres agro alimentaires, cosmétigeiggharmaceutiques (ZAHARL al, 2014).
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- LES COMPOSES PHENOLIQUES GLYCOSYLES :
3.1. Introduction

D’une maniere générale, I'ose est lié a la moléqhénolique par I'intermédiaire
d’une liaison glycosidique C-O-C dégradable parrblyde acide a chaud. Cependant, dans
quelques cas plus rares, comme chez la vitéxirsepté dans la vigne, la liaison est de type
C-C, beaucoup plus résistante. Les positions sbiebre de glycosylations dépendent de la
réactivité chimique de chacun des hydroxyles phignes. Par exemple, chez les flavonols, la
position 3 de I'hétérocycle est toujours glycosyli@équemment la position 7 mais jamais la
position 5 du cycle A. Au contraire, chez les auoilames, en plus de la position 3, c’est
préférentiellement la position 5 qui est glycosyléa nature des sucres se liant aux
flavonoides est variée, allant de la plupart degsogglucose, galactose, arabinose,
rhamnose...) a des disaccharides ou des formes @aplexes. Pour la seule quercétine, on
connait au moins 7 dérivés en position 3 et ad ftes de 80 formes glycosylées. Des cas
extrémes montrent jusqu’a 5 positions de glycosylagur le méme squelette de flavonoide, y
compris sur le cycle B.

3.2. Roéles de la glycosylation des polyphénols :
Selon MANCHEIXet al. (2005), les conséquences de la glycosylationrsaiftiples :
« Moadification de la couleur des pigments ;

« forte augmentation de la solubilité dans I'eau petamt alors une plus grande
accumulation vacuolaire ;

» modification des propriétés biologiques des mokgsylhénoliques, par exemple dans
les interactions de la plante avec les micro-osgars ou dans le caractére toxique
gu’elles peuvent présenter vis-a-vis de la platiéeraéme.

3.3. Méthodes d’études des polyphénols glycosylés
3.3.1. Hydrolyse acide.

L’hydrolyse acide, destinée a rompre les liaisorn®-C qui interviennent dans les
hétérosides, est conduite en milieu HCI a diffé@srdoncentrations pendant un temps qui
peut varier de quelques minutes a lheure, au barena 100°C. La résistance des
différentes liaisons a hydrolyser n'est pas la méndune facon générale, les
anthocyanines résistent mieux a I'hydrolyse que Hétrosides des flavonols et des
flavones. Il faut tenir compte de ces faits, candée cas d’hydrolyse incompléte, on
observe sur le méme chromatographe des aglyconeesethétérosides (NACZK et
SHAHIDI, 2004b ;BOUAZIZ et SAYADI, 2005).
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Les C-glycosides (vitéxine), dans lesquels la ok de sucre et I'aglycone
flavonique sont liés par une liaison C-C sont palirement résistante a I'hydrolyse acide et
également enzymatique ; on peut d’ailleurs utilestte propriété pour les caractériser.

3.3.2. Hydrolyse alcaline.

L’hydrolyse alcaline des esters des acides beoesigt cinnamiques est réalisée a
température ambiante, en milieu alcalin NaOH 2Ndpeh 4 heures ; il est recommandé
d’'opérer sous atmosphére d’azote, car de nhombrempasés phénoliques sont facilement
oxydables en milieu alcalin. Il faut repasser efiemiacide, pour étudier les produits résultant
de cette hydrolyse.

Cette saponification est conduite le plus souwvenpartir d’une solution aqueuse
d’extraction du matériel végétal. Cependant, paudiér les composés phénoliques du boais,
RIBEREAU-GAYON(1968) a opéré par chauffage a ébati du matériel végétal dans
NaOH 1N ; cette opération libere un grand nombreataposés phénoliques simples, a partir
de substances complexes de structures indéterminées

Selon le protocole de MORRISO®t al (1993) en utilisant des solutions de soude de
deux molarités différentes. Une hydrolyse doucBl permet d’hydrolyser les esters d’acides
p-hydroxycinnamiques alors qu’une hydrolyse sévdréd\ libere en plus les étherd.es
milieux réactionnels issus de ces deux types dilyde sont alors soumis aurémes
procédures pour récupérer les acipdg/droxycinnamiques libérés.

3.3.3. Séparation des aglycones

Les opérations que nous venons de décrire comprenme extraction du matériel
végetal, puis I'hydrolyse acide et/ou alcaline dssbut de séparer et d’étudier les formes
résultantes qualitativement et quantitativementjicest I'objet de ce travail.

Dans les solutions hydrolysées ainsi obtenues, xbraite les aglycones apparues a
'aide de solvants non miscibles (éther, acétatghgle, alcool isoamylique); il est donc
nécessaire d'opérer a partir d’'une solution aqueGgei est une des raisons qui incite a
utiliser un solvant aqueux pour extraire le matéviggétal. La solution obtenue peut étre
hydrolysée directement, puis les aglycones extpatain solvant non miscible. Si on effectue
I'extraction du matériel végétal par I'alcool, @t d’abord chasser le solvant sous vide et
passer en milieu aqueux (NACZK et SHAHIDI, 200@IABATE et al,2009).

L’étude des extraits obtenus se fait soit, quaahent par chromatographie sur
couche mince ou sur papier ou par des techniques garformantes (Chromatographie en
Phase Liquide a Haute Pression (HPLC) ou Chromapdge en Phase Gazeuse <CPG>) ; ou
guantitativement, par des méthodes courammergég#i dont feront objet quelques parties de
la partie expérimentale.
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IV.METHODES DE SEPARATION ET TECHNIQUES D’ANALYSE D ES
POLYPHENOLS

Les méthodes de séparation, de dosage et d’idextiifn des composés phénoliques ont
fait des progres spectaculaires au cours des tdentgeres années (MANCHEI al, 2005 ;
FERNANDEZ DE CORDOVA et MEDINA, 2014), grace en peulier a I'utilisation quasi
systématique de la chromatographie liquide a hpettormance (HPLC) et des détecteurs a
barrettes d’'iodes permettent I'analyse des spediadssorption en ultraviolet et le couplage
de la HPLC avec les techniques physico-chimiqueslemes (spectrométrie de masse,
résonnance magnétique nucléaire...) (BENDdNal, 2007 ; QUet al,2012).

La présence d’'un ou plusieurs cycles hydroxylég ¢has les composés phénoliques est
responsable de certaines propriétés communeséasligour les extraire a partir du matériel
végetal, les caractériser chimiquement et les ddse’existe aucune méthode permettant
d’extraire de maniére satisfaisante et simultalesémble des composés phénoliques ou une
classe bien spécifigue (NACZkt al 2004). Le solvant le plus souvent utilisé pour
I'extraction des polyphénols des margines est tateéd’éthyle (NACZK et SHAHIDI(2004).

V.ACTIVITE ANTI-OXYDANTE DES POLYPHENOLS

5.1.Stress oxydant

En conditions physiologiques, le dioxygene, élémadispensable a la vie, produit au
niveau de la mitochondrie des especes oxygéeneesvesa(EOR) particulierement toxiques
pour l'intégrité cellulaire (annexe 08). Ces EORndfont partie les radicaux libres, sont
dotées depropriétés oxydantes qui les amenent a réagir, Bamgronnement ou elles sont
produitesavec toute une série de substrats biologiquesi€gpiprotéines, ADN, glucose, ...).

Longtemps considérés comme des agents toxiquesnsmpes de dysfonctions et de
mort cellulaire, il est actuellement admis que les EGdhtsde véritables messagers
secondairesmpliqués dans I'expression et la régulation descfions de prolifération et de
mort cellulaire. De plus, ils sont des médiateurs inflzatoires impliqués dans diverses
pathologies neurodégénératives ou vasculairesstglie I'athérosclérose ou I'’hypertension
(DHALLA et al,2000).

5.2.Mécanismes d’action des radicaux libres

Les radicaux libres peuvent étre considérés coneraldchets du métabolisme cellulaire.
Ce sont des atomes et des molécules dotés d'uteeéioergie et qui, avant d’étre neutralisés
détruisent ce gu’ils rencontrent. lls sont proddass toutes les cellules de I'organisme tout a
fait normalement et en faible quantité dans lesochibndries. Il s’agit des ions oxygene,
hydroxyde et de peroxyde d’hydrogéne qui sont @bélors des réactions biochimiques.
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Avant d’étre neutralisés ils provoquent des lésiens tous les éléments qu’ils cétoient.
L’organisme sait cependant se défendre contre gukce aux enzymes antioxydantes
contenues dans nos cellules. Ces enzymes sonsaldés leur action antiradicalaire par la
vitamine E, C, provitamine A, le zinc et le sélénilSi ces systémes de défense sont débordés
ou insuffisants (annexe 08), les radicaux libres twut le loisir d’étre nuisibles : ils
s’attaquent alors aux membranes cellulaires denadedes gras insaturés sont dénaturés (leur
structure est modifiée); ils agressent égalemenptetéines, les microfibrilles de collagene,
I'acide hyaluronique, les acides nucléiques desorobsomes et I'ADN lui-méme est
transformé entrainant I'apparition d’'une série dwaralie dont le risque de cancérisation.
Lorsque les radicaux libres lesent les acides igsaurés on parle de lipidoperoxydation des
membranes cellulaires. Cela déclenche alors urntiséaen chaine sur les divers acides gras
du voisinage jusgu’a ce gu’ils soient neutralisés.

5.3.Mécanismes d’action d’'un anti-oxydant

Les principaux mécanismes d’activité antioxydar{téALLIWELL, 1994 ; BOUZID et
al, 2011) sont:
- le piégeage direct des EOR ;
- I'inhibition des enzymes impliqguées dans le streggdant et la chélation des traces
métalliques responsables de la production des EOR;
-la protection des systemes de défense antioxydants.
Les polyphénols peuvent agir selon ces divers mewes.

Les antioxydants sont classés selon leur mode idiact éliminateurs de radicaux
libres, chélateurs d’ions métalliques, piégeursxgy@ne dans des systemes fermés. Les
polyphénols, naturellement présents dans les atsmem formés au cours des procédeés de
transformation, sont considérés comme éliminatelersradicaux libres (SHAHIDEt al.
2003 ; CHEWEet al,2009).

La réduction de divers radicaux par les polyphémokté beaucoup étudiée afin de
déterminer les éléments majeurs de I'activité aytante. Grace a leur faible potentiel redox,
les polyphénols, plus particulierement les flavadesi (FI-OH), sont thermodynamiguement
capables de réduire rapidement les radicaux supe@esx peroxyles (ROQ), alkoxyles
(ROLJ) et hydroxyle par transfert d’hydrogene : FI-OBK+- - - _____ > FI-O + XH
Ou X Jreprésente I'un des EOR mentionnés ci-dessus.lieataatyloxyle (FI-O) peut réagir
avec un autre radical pour former une structuraane stable.

En ce qui concerne les flavonoides, ces composégepeempécher les dommages
oxydatifs par différents mécanismes d’actions t gair capture des radicaux hydroxyles,
superoxydes, alkoxyles et peroxydes (HOD&HKal, 2002) (figure 09) ; soit par chélation des
métaux (le fer et le cuivre) qui sont d'importano@jeure dans linitiation des réactions
radicalaires ; soit I'inhibition des enzymes resgairlies de la génération des radicaux libres.
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Figure 0¢ : Piégeage des EOR par les flavonoides.

Les propriétés antioxydantes des polyphénols viaeenfonction de leur structu
chimique (RICEEVANS, 1996. Les positions et degrés d’hydroxylation jouent ynaet
importante dans l'activité antioxydante des polypié. Les polyphénols porteurs d’
groupement catéchol (un noyau aromatique porteuted& fonctions hydroxyles adjacent
ont un potentiel antiogdant élevé. Ainsi, tous les flavonoides portard hypdroxylation en 3
et 4’ possedent une adgté antioxydante significative ABEROUMAND et DEOKULE,
2008) De plus, une hydroxylation supplémentaire endbhme sur la myricétine augmentt
cette activie comparativement a des composés comme la queragiinen sont dépourvi
(DZIEDZIC et al, 1983). L'hydroxylation du noyau B joue donc un raigportant dan:
I'activité antioxydante des flavonoides (SHAHIet al,2003) tandis que I'’hydroxylation en
et7 sur le cycle A a peu d’influenc

La glycosylation en 3 des flavonoides par des r- ou disaccharides réduit le
activité antioxydante comparativement a leurs agigs (ainsi le rutoside est moins actif (
la quercétine). Ik été montré que les chalco et en particulier les 3,4tihydroxychalcone
étaient particulierement efficaces, notamment empavaison avec leurs flavanor
respectives. Par ailleurs, pour les isoflavonégdiroxylation en 4’ et en 5 est indispensab
une activité antioxydanteignificative comme dans le cas de la génistéine.l®enéme
maniere, I'activité antioxydante des acides phépues dépend de leur degré d’hydroxylat
De plus, il a été montré que les acides hydroxyimques étaient plus antioxydants que
acides bezoiques correspondants (SHAHIDI et al 2003).
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5.4.Méthodes d’évaluation de I'activité antioxydarg :

Les méthodes de I'évaluation du potentiel anti-@ntdsont nombreuses et variées. Le
tableau X reprend les méthodes d’estimation deiVia& antioxydante.

Tableau X : Méthodes les plus couramment utiliségsour estimer le pouvoir
antioxydant.

Méthode Réaction Auteurs

Méthode FRAP réduction de I'ion ferrique (Fe3+) en ion ferreux PULIDO et al,
(Ferric Reducing  (Fe?+). évalue le pouvoir réducteur des composés 2000 ;

Antioxidant La lecture se fait a 700 nm. HINNEBURG et

Power) al, 2006).

Méthode DPPH Réduction du radical libre stable de 2,2-diphényl KOLEVA etal,
picrylhydrazyl (DPPH). 2002).

La lecture se fait a 517 nm.
Méthode ABTS le sel de ABTS (sel dammonium de I'acide 2}-2 RE et al,1999
azino bis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)der
un électron pour former un radical cation (ABHS$
de couleur sombre en solution. En présence de
| Tagent antioxydant, le radical ainsi formé est rédL
pour donner le cation ABHS ce qui entraine la
décoloration de la solution.
La lecture se fait & 734 nm.

Méthode PPM L’hydrogene et I'électron sont transférés vers le POPOVIClet al,
(PhosPhoMolybda complexe oxydant (PPM). 2009
te)

5.5. Relation structure-fonction des polyphénols

Plusieurs travaux ont établi des relations entrstdacture chimique des polyphénols et
leur capacité a piéger les radicaux libres. AIBRAND-WILLIAMS et al. (1995) a testé
I'activité antioxydante des acides phénoliquesbhttiou les résultats suivants:

* Les acides cinnamiqgues ont une activité anti-rdaiiGasupérieure a celle des acides
benzoiques correspondants. Les acides caféigupigire, férulique gb-coumarique
sont respectivement plus actifs que les acideogabtdchique, syringique, vanillique
et p-hydroxybenzoique. Ills sont plus actifs que les npl& simples: acide-
coumarique>phénol et acide caféique >pyrocaté€ABITOLOVICH et al, 2004 ;
GULCIN, 2006). Ainsi, le groupe CH=CHCOOH participda stabilisation du radical
aryloxyle par résonance (ABEROUMAND et DEOKULE, 300
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» Les acides benzoiques sont, quant a eux, moirfs gog leurs homologues phénols,
ce qui tend a démontrer le réle négatif du COOHeadement fixé sur le noyau
benzénique (NODAst al, 2007).

e L’addition d’'un second OH sur le cycle aromatiquegrmente fortement I'activité
antioxydante des acides phénoliques, particulienergeiand le second OH est en
ortho ou para du premier: ortho = para>métal para >ortho>méta (THUMANN et
HERRMAN, 1980). Un troisieme OH sur le cycle remfrégalement le caractére
antioxydant (ex: acide gallique) (ABEROUMAND et DEKOLE, 2008 ;
CZERWINSKAZet al,2012).

* Le groupement méthoxyle joue, dans une moindre ragde méme role que les
groupements OH (ABEROUMAND et DEOKULE, 2008).

La présence de plusieurs unités de type acide liggagoeut concourir a renforcer
I'activité antioxydante (MACHEIX eal, 2006). Les travaux sur la capacité d’'un antioxyda
a piéger le radical-cation de l'acide 2,2’-azinolfz-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)
(ABTS[J-) en comparaison avec celle du Trolox (acide 6-hyghd®,7,8-
tétraméthylchroman-2-carboxylique) permettent dast le parametre TEAC (Trolox
equivalent antioxidant capacity). Il est a notee glus la valeur de TEAC est élevée, plus la
molécule est active.

» Comparaison de l'activité des différents 3,5,7,3’,4¢entahydroxyflavonoides

L’activité de la quercétine (4,72 mM) est deux fplas élevée que celle de la catéchine
(2,4 mM). La cyanidine a approximativement la méawggvité antioxydante que celle de la
quercétine. Ces résultats démontrent I'importareéadprésence d’un cycle central insaturé,
qui permet la délocalisation des électrons damadecal (NODAet al, 2007 ; HUANGet al,
2013).

» Le rble du groupe 3-OH sur le cycle C et de la doud liaison C2-C3

La glycosylation du groupement 3-OH de la quereétisas de la rutine) ou sa
suppression (cas de la Iutéoline) réduit I'activagtioxydante a 2,4 mM et 2,1 mM,
respectivement (Figure 10). Ceci démontre I'impareadu groupe 3-OH adjacent a la double
lisison C2-C3 et a la fonction 4-oxo. L'importange la double liaison C2-C3 est confirmée
en comparant l'activité de la quercétine avec cedlda taxifoline (dihydroflavonol), qui est
deux fois moins active que son analogue flavonal,quercétine (NODAet al, 2007 ;
HUANG et al,2013) (Figure 10).
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lntéoline quercetine

TEAC 2.09=0.05 TEAC4.72£0.10

OH O
nitine taxifoline

TEAC240+0.12 TEAC 190003

Figure 10 :Valeurs de TEAC indiquant I'importance du groupe -OH adjacent a la
double liaison C2-C3(NODA et al,2007).Les valeurs sont exprimées en r

> L’effet de la glycosylatior sur I'activité des flavones et flavanone
La comparaison de la naringénine avec la naringo(Figure 1) montre que la
glycosylation du groupe ©@H diminue notablement I'activité. Des effets sariés sor

observés quand I'hespérétine est compavec son rutinoside (hespéridine), et la luté
avec son 3’,7-diglucosidéigure 1).
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OH UA
OH
OH
HO 0 HO 0
H 0 OH 0

IATMgenune hesperétme lutéoline

OH 0

TEAC133=003 TEAC 1372008 TEAC 209003

H 0 OH 0

nanngosde hespéridine Lutéoline 3.7-ghwcoside

TEAC0760,05 TEAC1.08+0.03 TEACO.79:04

Figure 11 :Influence de la glycosylation sur I'activité antioydante des flavones ¢
flavanones(NODA et al,2007).Les valeurs sont exprimées en 1r

» Importance de la structure ortho-diphénolique du cycle B

La morine avec deux groupements hydroxyles en regéta kaempférol avec un se
groupement hydroxyle sont moins actifs que la gtere (deux groupements hydroxyle:
ortho). Les résultats démontrent I'importance de la stmectuthc-diphénolique du cycle E
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La présence d'un troisieme groupe OH sur le cyclénBricétine) diminu légerement
I'activité antioxydante, sans doute en raison dastabilité de ce flavonoil (grande
sensibilité a I'autoxydation)Pour les flavones, un cycle B dihydroxylé en ordst auss
important pour I'activité antioxydar.

En résumé, les flavonoides les plus actifs sont gaucombinent les trois critél suivants :

1- La structure orthalihydroxy sur le cycle B (groupement catéct
2- La double liaison CZ3 en conjugaison avec la fonctic-oxo.
3- La présence du groupeCBd en combinaison avec la double liaisor-C3.

Les flavonoides tels que la quercétine qui répondeesrois criteres structura
(Figure 12), sont dgsiégeurs efficees des radicaux hydroxyles er@eyles (impliqués dan
la peroxydation lipidique). Enfin, les flavonoidesssédant une structure catéchol s cycle
B, et en particulier la catéchine, < des piégeurs du dioxygene singulet.

Figure 12 : Eléments essentiels pour I'activité antioxydante deflavonoides.
Les flavonoideses plus actifs sont ceux qui combinent les troii@ies suivants
1- La structureortho-dihydroxy sur le cycle B (groupement catéct
2- La double liaison C-C3 en conjugaison avec la fonctioroxe.
3- La présence du group-OH en combinaison avec la double liaisor-C3.
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Matériels et Méthodes

Partie Il : Partie expérimentale

1. Matériels et méthodes :

1.1.Matériels :
1.1.1. Matériel végeétal :

- Classification variété Chamlal: Les margines prises dans notre étude, proviennent
de la macération des olives de la var@tamlaldont la classification est la suivante :

Cette variété appartient a la séigtivade la sous espéesiromediterranedfigure 13).
Embranchementspermaphytes

Sous embranchemenangiospermes

Classe Dicotylédones

Sous classegamopétales tétracycliques superovariées
Ordre :ligustrales

Famille :oléacées

Sous-famille oléoidées

Genre olea

Espéce europea

Sous especeoléa-euromediterranea

Série :sativa

Variété :chamlal

Figure 13 : Olives noires (matures) de la variét€hamlal.
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- Provenance des margines
Les margines utilisées proviennent d’'une unité stdeile moderne de trituration
d’olives par centrifugation a trois phases, sitdéns la région de Sidi Naamane (Tizi-Ouzou)
pendant la compagne oléicole 2012/2013. Les édluastiont été prélevés a partir du bassin
de stockage des margines puis conservés dans dgslles en plastiqua -20° C jusqu'au
moment de I'emploi Elles sont récupérées a l'état liquide telles gueduites par la
centrifugeuse de I'huilerie.

1.1.2. Appareillage :

Les différents appareils utilisés sont donnés taresbleau XI:

Tableau Xl : Tableau regroupant I'appareillage utilisé lors de I'expérimentation.

Appareil Firme

Balance de précision OHAUS (0,001g - 210g) g:gramme
Etuve MEMMERT

Agitateur magnétiques plaque chauffante. LABINCO

Agitateur magnétique STUART

Rotavapor IKA-WERK

Bain-marie thermostaté MEMMERT
Spectrophotométre UV-Visible SHIMADSU

Centrifugeuses (réfrigérée et non réfrigéréeIGMA 2-18K et SIGMA 3-16 P
Vortex BIOBLOCK SCIENTIFIC
Lampe UV (254 et 366nm) DESAGA

Lyophilisateur a plateaux Telstar

1.1.3. Réactifs et produits chimiques :

Les produits chimiques et les réactifs utilisés son
-Solvants organigues :acétate d’éthyle, chloroforme, Hexane, méthandlerédiéthylique,
n-butanol.

-Acides/Bases acide formique, acide sulfurique, acide acétiquide chlorhydrique (HCI),
hydroxyde de sodium (NaOH), acide trichloroacétiLE€A).

-Etalons (composés phénoliques)acide gallique, acidéans-cinnamique, acide caféique,
acide tannique, oleuropéine, rutine, quercétine.

-Réactifs: acétate de sodium, 1,1- diphenyl-2-picrylhydtamdical (DPPH), réactif de
Folin-Ciocaleu.
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-Sels : carbonate de sodium (p&Os3), chlorure de fer (Feg), ferrocyanure de potassium
(KsFe(CNY)), trichlorure d’aluminium (AIG), phosphate monopotassique(@dy),
phosphate dissodique (pMROs, 2H,O).

-Autres produits :

* D-glucose.

*Acide ascorbique.

*Phénol.

* papier Watmann N°1.

* Plaques de CCM : plaque d’aluminium de CCM (20x206rf25mm d’épaisseur), gel de
silice-60 254F (Merck).

1.2.Méthodes :
1.2.1. Préparation des extraits phénoliques
1.2.1.1.Méthode d’extraction des polyphénols a partdes margines brutes

L'extraction des polyphénols totaux (ppt) a parnies margines brutes est une
extraction de type liquide-liquide qui repose seirpkincipe de solubilité dans les solvants
organiques. Le choix du solvant dépend de la nati@® composés a extraire, de leur
solubilité dans le solvant et surtout de la natlurenatériel végétal.

1.2.1.1.1. Extraction des ppt a 'acétate d’éthyle

Les composeés phénoliques contenus dans les magpnegxtraits selon la méthode
décrite par DE MARCOet al. (2007). Les margines doivent, au préalable, sulpir u
prétraitement par I'hexane pour éliminer les ligidé s’agit d’'une extraction liquide —liquide
a 'acétate d’éthyle celui-ci est souvent utilissupce type d’extraction (DELLA GRECAt
al, 2004). En effet, FKét al. (2004) ont démontré que l'acétate d’éthyle ess jglificace que
les autres solvants d’extraction avec un taux daetion élevé.

- Délipidation des margines

10 ml de margines sont ajoutées a 10 ml d’hexa&)(M.a solution est mélangée
pendant 3 min. Le mélange subit ensuite une agitaguivie d’'une décantation pendant 10
min. Les margines délipidées sont recueillies apésaration compléte en deux phases :
I'hexane (surnageant) et les margines délipidéeas@ aqueuse) prétes a une extraction
liquide-liquide (annexe 09). Cette étape est rednais fois (3 lavages a I'’hexane).

- Extraction a I'acétate d’'éthyle

L'acétate d'éthyle est additionné aux margines pitddies (V/V), I'ensemble est
homogénéise. Apres une centrifugation a 4000g perfamin, le mélange est complétement
séparé en deux phases : I'acétate d’éthyle richgogmphénols (surnageant) et les margines
(culot) (figure 14). L'opération d’extraction estpetéee trois fois dans le but de récupérer le
maximum de composés phénoliques. La phase organajeeen composes phéenoliques subit
une évaporation sous vide dans un évaporateurfratat0°C (ZAHARI et al, 2014). Le
protocole est illustré par la figure 14.
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10 ml de Margines brutes

< Délipidation

Lavage a I’hexane (2x10ml)

l

Agitation, décantation (2x)

Phase organique (Lipides) /

v

Phase aqueuse (margines délipidées)

l

Extraction avec 10ml d’acétate d’éthyle (v/v) (3x)

l

Mélanger pendant 3min

l

Centrifugation a 4000g pendant 20min

l

Evaporation sous vide a 40°C jusqu'a

Obtention d’un résidu sec

l

Dissoudre le résidu sec dans 3 ml de méthanol

Figure 14 : Diagramme d’extraction des composés phéliques a partir des margines
(DE MARCO et al, 2007).
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1.2.1.1.2. Extraction des polyphénols avec trois solvants a farité croissante

L’extraction des PP est également réalisée selonéilhode de MARKHAM (1982)
avec modification inspirée selon la méthode de BERUAN (1993). Elle est basée sur le
degré de solubilité des polyphénols dans les stvanrganiques (Figure 15). De ce fait, trois
solvants organiques de polarités différentes oét wilisés (I'éther diéthylique, l'acétate
d’éthyle et le n-butanol). Afin de séparer les composés en fracti@agycones,
monoglycosides et di et triglycosides, des margpréslablement délipidées sont mélangées
avec l'éther diéthylique (v/v) pour obtenir une ghaorganique contenant les formes
aglycones et éventuellement les aglycones (EthpHase aqueuse restante subit a son tour
trois extractions avec l'acétate d’éthyle afin deupérer dans la phase organique certaines
formes aglycones mais surtout les monoglycoside®t(h La phase aqueuse restante est
mélangée avec le-butanol pour récupérer notamment les di et triggydes, ainsi que les
formes C-glycosylées (But.). Les trois fractionsaléées sont concentrées par évaporation a
basse pression & 35°C. Les résidus secs sont damssdu méthanol.

Selon LIU et al. (2014), I'acétate d’éthyle est utilisé pour I'exdtion des formes
aglycones ou mono O- glycosides et partielleme@-gilycosides, tandis que le n-butanol est
utilisé pour I'extraction des flavonoides di-O-ghgides et tri-glycosides et C-glycosides. Le
dosage des flavonoides a été réalisé selon la dedthnec AIC] en utilisant comme standard
la quercétine, les teneurs en flavonoides sonireges enug EQ/mg d’extrait.
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Margines délipidées + Ether diéthylique (v/v)

Phase aqueuse + acétate d'éthyle “— Phase organigue (it

Phase organique (Acét.

Récupération dans du
méthanol du résidu
sec apres évaporation
Phase aqueuse de I'éther

+n-butanol Récupération dans du
méthanol du résidu sec
aprés évaporation de
I'acétate d’'éthyle.
v

Phase organique butanolique

(but.)

Récupération dans du
méthanol du résidu sec
apres évaporation dun-

butanol.

Figure 15 : Protocole de fractionnement des polymgnols contenus dans les margines
par trois solvants organiques.
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» Lyophilisation de I'’échantillon de margines délipices:

Un des protocoles expérimentaux utilisés dans éttie exige la présence de la matiére
végétale sous forme de poudre. Or, dans notreesasnhrgines se présentent sous forme
liquide. Pour ce faire, la lyophilisation de I'éctidlon de margines délipidées s'impose. Le
lyophilisat ainsi obtenu est conservé a — 20°Qyyteu moment de I'utilisation.

1.2.2. Méthodes de traitement hydrolytique :

1.2.2.1. Hydrolyse a I'acide chlorhydrique (HCl)destinée a rompre les liaisons C-O-C
liant les sucres aux polyphénols.

Principe de I'extraction :

La méthode d’extraction décrite par ROBLESal. (1998) repose sur I'hydrolyse acide a
chaud des hétérosides présents dans le matériétavéden effet, les flavonoides sont
généralement sous forme d’hétérosides. Selonikoliaqui intervient, I’hétéroside peut-étre
un O-glycosylflavone (liaison C-O-C entre un OHaallique ou phénolique de I'aglycone et
un OH d’'une molécule glucidique) ou un C-glycosdfhine (liaison C-C entre lesGu le G
de l'aglycone et un carbone de l'ose). La liaisoifOL des O-glycosylflavones est une
liaison fragile qui se rompt a I'hydrolyse enzymat ou acide libérant les aglycones. Par
contre, la liaison C-C des C-glycosylflavones ésistante a ce type d’hydrolyse.

* Hydrolyse des liaisons hétérosidiques des compog#snoliques avec HCI 2N :

Pour la recherche des aglycones, bgdrolyse acide destinée a rompre les liaisons
(C-0-C) est effectuée sur 2 g de matéviegetal (lyophilisat) qui sont placés en préseree d
160 ml de HCI 2 N froid (figure 16). Les solutiosrentensuite placées au bain-marie a 100°C
pendant 40 min. Deux procédures de traitement amde été  réalisées. Apres
refroidissement, les pp sont extraits de la phapgewse acide par différents solvants
organiques pour les comparer ultérieurement qtiataent et quantitativement.

- La premiére procédure

* Une premiére extraction est réalisée avec l'acétbdehyle. Puis, le solvant est
évaporé a basse pression au rotavapor a 35°Csiturgéec est repris dans 4 ml de
méthanol, c’est I'extrait (Acét 2N).

» La phase aqueuse résultante est mélangéebatanol cette étape est refaite 3 fois. Le

butanol est éliminé par évaporation sous vide &40 résidu sec ainsi obtenu est
dissout dans 4 ml de méthanol constituant ainsiréét (But 2N).

44



Matériels et Méthodes

La deuxieme procédure

Les aglycones: les aglycones de la phase aqueiggesant extraits 3 fois par I'éther
éthylique. La phase organique obtenue subit uneerdration par évaporation au
rotavapor, le résidu sec obtenu est dissous dans de méthanol constituant ainsi
I'extrait (Eth 2N).

Les composeés C-glycosylés : la phase aqueusentesiabit un lavage antbutanol
(3fois). La phase butanoligue ainsi obtenue estceanée par évaporation au
rotavapor puis repris dans 4 ml de méthanol. Ceagxest (But 2N).
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29 de lyophilisat de margines délipidées dans 1@&nHiCl 2N
(100°C, 40min)

Procédure 1 Procédure 2

[ Extraction des ponphénoI%

1) A l'acétate d’éthylgAcét 2N), puis 1) a I'éther diéthylig&th 2N), puis
2) Au n-butanolBut 2N) 2) au n-buabk(But’ 2N)

y
Evaporation des solvants organiques au rotavapor

a 35-40°C

Les résidus secs sont repris dans 4ml méthanol

(Acét 2N) (Eth 2N)
(But 2N) (But’ 2N)

Figure 16: Protocole d’extraction des polyphénolsataux suite a une hydrolyse acide
(HCI 2N).
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e Hydrolyse acide avec HCI 6N:

Cette fois-ci, on effectue le traitement sur I'éatillon sous sa forme liquide, les
margines délipidées subissent un traitement acidéopérant dans un solvant constitué de
volumes égaux de HCI 6 N et de margines délipidéesnélange est porté au bain-marie
bouillonnant pendant exactement 5 min. Deux essdigté realisés a des fins comparatives
ultérieures (figure 17), apres refroidissementplaissont extraits comme suit :

-Essai 1:

Extraction a I'acétate d’éthyle : pour ce deuxieme essai, une premiére extract&ia faite
par I'acétate d’éthyle (3 lavages), ce dernierestieilli apres centrifugation du meélange (a
4000g pendant 20 min) et contiendrait les formdgcages et éventuellement les formes
mono-hétérosidiques. Il correspond a la fractiooé&f/6N).

Extraction au n-butanol : la phase aqueuse résultante du lavage a l'acdttieyle est
mélangée aun-butanol en vue de I'extraction des formes glycésyl n’ayant pas pu étre
extraites par I'acétate d'éthyle. Cet extrait &stupéré aprés une centrifugation a la méme
vitesse de rotation du rotor. Il est abrégé pat @i).

-Essai 2 :

Extraction par I'éther diéthylique : la phase aqueuse acide est mélangée au diétleyl éth
(v/v) (3 fois) pour en extraire les aglycones. Lélamge subit une centrifugation pendant
20 min & 4000g. La phase organique éthérée esumstelle constitue I'extrait (Eth 6N).

Extraction par le n-butanol : les polyphénols glycosylés de la phase aqueutantesaprés
lavage a I'éther sont extraits adbutanol, trois lavages sont faits. Une centrifugatest
réalisée a 4000g pendant 20 min. La fraction ré@géorrespond a I'extrait (But’ 6N).

Les quatre fractions obtenues sont concentrées&sgpat par évaporation sous vide au
rotavapor a une température de 35°C. Les résidos sent repris dans du meéthanol
constituant ainsi les solutions extractives obtemarameés (Eth 6N, But 6N, Acét 6N et But’
6N).
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Margines délipidées + HCI 6N(V/V)

—
§

(100°C, 5 min).

5

Essai 1 Essal 2

‘oo

1) Extraction par 3 lavages
d’éther diéthylique

1) Extraction par 3 lavages
d’acétate d’éthyle

(Acét 6N) (Eth 6N).

2) Extraction par 3 lavages 2) Extraction par 3 lavages

den-butanol(But 6N) den-butanol(BUt'6N)

Figure 17: Protocole expérimental d’extraction de plyphénols totaux issus d’'un
traitement d’hydrolyse chimique ménagée utilisant’acide chlorhydrique 6N (Inspiré
par la méthode décrite par RIBEREAU-GAYON (1968)).
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1.2.2.2. Hydrolyse alcaline suivie d’une hydrolysacide

L’hydrolyse alcaline utilisée est celle atiggppar la méthode de RIBEREAU-GAYON
(1968). Elle est conduite dans un milieu NaOH 2Nempérature ambiante, sous une
atmosphere vidée, pendant 4 heures, cette étapsiiei d'un traitement acide, ce dernier
consiste en une acidification a HCI concentré jissgbtention d’'un pH identique a celui de
HCI 2N, puis porter au bain-marie bouillonnant pamd3 minutes (figure 18). Ce type
d’hydrolyse est destiné a rompre les liaisons ssterles liaisons C-O-C pouvant relier le
sucre aux polyphénols, éventuellement.

- 50 ml de margines délipidées
Ajout de 4g de NaOH

Hydrolyse alcaline < Sous vide

A température ambiante
q Pendant 4 h
Sous agitation

‘ }

Hydrolyse acide Le mélange est acidibgec HCI concentré

apH 1,6 (100 °C, 3 min)
' :

Extraction des polyphénol:

} |

Procédure 1 Procédure 2
1) A l'acétate d'éthyldAcét ALCA) 1) a I'éther diéthyliqeth ALCA)
2) Au n-butanol (But ALCA) 2) au n-butano{But’/ALCA)

Evaporation a 35°C

‘

Récupération des résidus secs dans 4ml de méthanol.

Figure 18 : Protocole d’extraction des acides phétiques (RIBEREAU-GAYON, 1968).
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1.2.3. Caractérisations quantitative et qualitative des etxaits phénoliques

1.2.3.1.Analyse quantitative des extraits phénoligs obtenus
1.2.3.1.1. Détermination de la matiére séche totatles margines

La matiere séche totale (MST) correspond au résgtuappelé parfois extrait sec. Il
s’agit des matiéres restantes apres séchage dmaton a 105°C jusqu’a obtention d’'un
résidu sec a poids constant. La matiere seche emuar la fois les matieres en suspension et
les composeés dissous.

Pour notre étude, elles ont été déterminées paagtu(a 105°C) aussi bien pour les
margines brutes que pour les margines délipidéikss Bervent a exprimer la quantité des
composés dosés par spectrophotométrie, en millipescontenus dans 1 gramme de MST.

1.2.3.1.2. Dosage des composés phénoliques parrimiétrie

La teneur en composés phénoliques des différentmitsx obtenus a partir des
margines traitées et non traitées a été estiméelapanéthode de Folin-ciocalteu selon
SINGLETON et ROSSI (1965) qui est basée sur laatoln en milieu alcalin de la mixture
phosphotungstique et phosphomolybdique du réaetFalin par les groupements réducteurs
des composés phénoliques, conduisant a la formagoproduits de réduction de couleur
bleue. Ces derniers présentent un maximum d'abear@ 760 nm dont l'intensité est
proportionnelle a la quantité de polyphénols préselans I'échantillon. Les solutions des
différents échantillons a doser et la gamme étatort préparées de la méme maniére et dans
les mémes conditions.

A 125l de chaque extrait ou dilution, sont ajoutés | BGDeau distillée puis 124l
du réactif Folin-Ciocalteu, six minutes plus tatgR5 ml de la solution aqueuse de carbonate
de sodium (NgCOs) a 7% (annexe 10) sont additionnés au milieutigael puis le mélange
est ajusté a 3 ml avec de l'eau distillée. Aprésn@ilutes d’incubation a température
ambiante et a I'obscurité, I'absorbance est mesaré@0 nm au spectrophotometre contre un
blanc sans extrait (figure 19). La quantificatioesdcomposés phénoliques a été faite en
fonction d’'une courbe d’étalonnage linéaire dedanfe y = ax réalisée en utilisant I'acide
gallique comme référence. Les résultats seront dgpamés en équivalents d’acide gallique.
La quantité des polyphénols totaux est calculéardirpde I'équation de régression de la
gamme d’étalonnage établie avec I'acide galliqu@qQug/ml) (annexe 10) et est exprimée
en milligrammes équivalent d’acide gallique (EAQ@rgramme de matieres seches totales
des margines brutes et de margines délipidées ketas.
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125ul d’extrait ou de dilution

Ajout de 500ul d’eau distillé

Ajout de 125ul de réactif au Folin-Ciocalteu 1

6min

Ajout de 1,25ml de solution de carbonate de sodiNe;CQCs, 7%,

Le volume est ajusté a 3ml a I'eau distillée

Incubation & température ambiante, a I'obscurig@dant 60 minutes

Lecture a 760 nm

Figure 19 : Etapes de dosage des polyphénols se®RINGLETON et ROSSI (1965).
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1.2.3.1.3. Dosage de flavonoides totaux par spegthmtométrie

L’évaluation quantitative des flavonoides totauxhsides différentes fractions est
réalisée selon la méthode du trichlorure d’alummi(BAHORUN et al, 1996). A 1 ml de
chaque échantillon est ajouté 1ml de solution derate d’aluminium (AIC}) & 2% dans le
méthanol (annexel0). Dix minutes apres le débla deaction, I'absorbance est lue a 430 nm
(figure 20). Une gamme étalon est établie séparémest la quercétine (1-2m/ml) pour
calculer la concentration des flavonoides dans whaxxtrait. Les résultats du dosage sont
exprimés en milligramme d’équivalent de quercépiae gramme de matieres seches totales
(MST).

1ml d’échantillon ou de dilution

+ 1ml de solution AICk a 2%

A 4
Dix minutes d’incubation

A 4
Lecture a 430 nm

Figure 20 : Dosage des flavonoides totaux par la théde publiée par (BAHORUN et al,
1996).
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1.2.3.1.4. Détermination de la teneur en tanins taux

Seules les solutions extractives obtenus a pasimdargines non traitées sont utilisées
lors de ce test afin de bien caractériser I'échantde départ avant d’apporter tout traitement
chimique. Ces mémes extraits sont utilisés aussi pour la quantification des phénols totaux
que les tanins. La quantité de ces derniers eshdsten utilisant la méthode par la
précipitation a la caséine avec quelques modiboatiaprés optimisation. On préléve 6 ml
d’aliquote de chaque échantillon et on ajoute 12{'evwu distillée ; 1g de caséine en poudre et
on agite pendant 3 heures. Un blanc sera fait 48ewl d’eau distillée et 1g de caséine. On
filtre avec du papier Wathman N°1. Chaque béchéséiest soigneusement rincé avec 10ml
d’eau distillée et on ajuste le filtrat a 25ml. Hiquote de 2 ml de ces solutions est prélevé
pour la détermination des phénols. La quantitéades est donnée par la différence entre la
quantité des phénols totaux et celle obtenue dpa&ison des tanins sur la caséine @tlal,
2011).

1.2.3.1.5. Dosage de sucres totaux

La quantité de sucres totaux est déterminée partrepbotométrie. La méthode
utilisée est celle décrite par DUBOK al. (1956). Les sucres simples, oligosaccharides,
polysaccharides et leurs dérivés réagissent avebdaol et I'acide sulfurique concentré et
donnent une coloration jaune-orange. La réactidnsessible, la coloration reste stable
pendant plusieurs heures. Pour les margines, 1fiedeantillon (extrait méthanolique) est
mélangé a 1 ml d’'une solution phénolique (5%) et 8tacide sulfurique concentré (97%).
Aprés agitation, les tubes sont conserveés a I'afigscpendant 10 min puis transférés dans un
bain marie a 30 °C pendant 30 min. La densité aptigst mesurée a 488 nm. Les valeurs
obtenues sont traduites en concentration par référ@ une courbe étalon de D-glucose
préalablement établie de concentrations allant @é@ug/ml.

1.2.3.2.Analyse qualitative des extraits méthanoliges
1.2.3.2.1. Mise en évidence de la présence des tanins pardsttau FeCi.

La présence des tanins est mise en évidence eam@joa 1 ml de I'extrait méthanolique,
2 ml d’eau distillée et 2 a 3 gouttes de solutienF@C} a 1% (Annexe 10)Jne coloration
bleu-noire indique la présence de tanins galliqeiesne coloration vert-noire la présence de
tanins catéchiques (figure 21).

Si on a un mélange des deux, une solution de {dghgde-chlorhydrique est
additionnée a 10 ml d’'extrait, 'ensemble est clayfisqu'a ébullition. Les catéchols se
condensent en précipité rouge que I'on peut filtter filtrat est neutralisé avec I'acétate de
sodium et quelques gouttes de Fa&CL% sont ajoutées. L'apparition d’'une coloratideub
indique la présence des tanins galliques (TREASE/&NS, 1987).
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1 mlde solution+2mlBO +2 a3
gouttes de solution d&~eCl; a 1%

~ AN

Coloration bleu-verte Coloration bleu-noire

Tanins cathéchiques Tanins galliques

Figure 21 : Mise en évidence de la présence de tasidans un extrait phénoliques selon
TREASE et EVANS, (1987).

1.2.3.2.2. Recherche des anthocyanes

2 ml d’extrait sont ajoutés a 2 ml de HCI 2N. L'apition d’une coloration rose- rouge
qui vire au bleu violacé par addition d’ammoniaqudique la présence d'anthocyanes
(Figure 22) (RIBEREAU-GAYON, 1968).

5 ml de solution + 1 ml HCI 2N

Coloration rose ou rouge

!

Figure 22 : Recherche des anthocyangans un extrait végétal.
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1.2.3.2.3. Caractérisation par chromatographie sucouche mince

+ Principe de la méthode

Toute méthode de chromatographie est basée suistldbuation des substances a
séparer entre deux phases. La phase mobile s’éaadleng d’'une phase stationnaire. Selon
leur affinité, les substances en solution sont plusnoins retenues par la phase stationnaire,
ce qui rend possible leur séparation. Il existesiplurs applications pratiques, les phases
peuvent en particulier étre solides, liquides czegaes.

La chromatographie sur couche mince (CCM) reposacipalement sur des
phénomeénes d’adsorption : la phase mobile est lvartoou un mélange de solvants, qui
progresse le long d’'une phase stationnaire solid® fsur une plaque de verre ou sur une
feuille semi-rigide de matiere plastique ou d’alomm.

Lorsque la plaque sur laquelle on a déposé I'édlmntest placée dans la cuve,
I’éluant monte a travers la phase stationnairesressdlement par capillarité. En outre, chaque
composant de I'échantillon se déplace a sa propesse derriere le front du solvant. Cette
vitesse dépend d’'une part, des forces électroatdigetenant le composant sur la plague
stationnaire et, d’autre part, de sa solubilitésd@nphase mobile. Les composés se déplacent
donc alternativement de la phase stationnaire ghése mobile, I'action de rétention de la
phase stationnaire étant principalement controlée @es phénomenes d’adsorption.
Généralement, en chromatographie sur couche miesesubstances de faible polarité
migrent plus rapidement que les composants polaiess est valable lorsque I'éluant est a
caractére peu polaire ou apolaire. Apres avoir sépes échantillons sur des points repéres a
environ 1cm du bord inférieur de la plague, lesGig®gont séchés et la plague est introduite
dans une cuve de migration dont I'enceinte estigibament saturée (annexe 11).

-Révélation des composés séparés

Lorsque les composants de I'échantillon analysé& soiorés, leur séparation est
facilement observable sur la plaque ; dans le oasraire, on doit rendre les taches visibles
par un procédée de révélation. Les taches sont tensarclées au crayon. Les méthodes
usuelles de révélation sont les suivantes : radiatlJV, fluorescence, iode, ou atomisation.
Sauf indications contraires, nous utiliseront ladiations UV. En exposant la plague a une
source de radiation UV, certains composés appardiseus forme de taches brillant8sun
indicateur fluorescent est incorporé a l'adsorbdatplaque entiere devient fluorescente
lorsqu’elle est soumise a une radiation UV; les posés y sont révélés sous forme de taches
sombres.
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-Calcul du rapport frontal (R ¢)
R=D//Ds
Oou

D.: distance parcourue par le composé (mesuré au recerde la tache)
Ds : distance parcourue par le front du solvant.

» Protocole expérimental

Dans la présente étude, les échantillons sont sémlyn utilisant des plaques
commerciales prétes a étre utiliser, de gel deesile dimension (20x20cm).

» Plusieurs systemes de solvants ont été essayés
| : Acétate d'éthyle/Méthanol/Eau (v/v/v) (100/13,6) (RADOMIR et al,2010).
Il : Chloroforme/Acétate d’éthyle/Acide acétiqueéwlv) (50/50/10) (CHAet al,2011).
[l : Chloroforme/Méthanol/Acide acétique/Eau (108/0,3/0,5) (AMIOTet al, 1995).
IV : Chloroforme/Acétate d’éthyle/Acide formique0f@0/10) (RIOV et GOTTLIEB, 2006).

V : Acide acétique 2 % et 15 % (RIBEREAU-GAYON, B)6

Seuls les deux systemes (ll) et (IV) ont montré lmene séparation.
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1.2.3.3.Etude de l'activité anti-oxydante

La capacité réductrice d'un composé peut servirdidateur significatif de son
potentiel d'activité anti-oxydante (MEIBt al, 1995 ; APAK etal, 2007). La réduction du
Fe* est souvent employée pour étudier la capacitéedaubstance & donner des électrons.
Cette propriété constitue un important mécanisme tection anti-oxydante
(EBRAHIMZADEH etal, 2008).

1.2.3.3.1. Test du pouvoir réeducteur sur le ferro@nure de potassium

-Principe

Le pouvoir réducteur est basé sur la transformatdi® F&" présent dans le complexe
K3Fe(CN) en Fé" en présence d'un antioxydant qui a le pouvoir éeéec des électrons.
L'absorbance du milieu réactionnel est déterminég08 nm. Une augmentation de
I'absorbance correspond a une augmentation du paédoicteur des composés testés.

-Protocole expérimental

L’activité réductrice du fer des extraits phénoégu obtenus avant et apres
déglycosylation est déterminée selon la méthodetdéuar OYAIZU (1986), modifiée par
CHEW etal. (2009) qui est basée sur la réduction dd* Reésent dans le complexe
K3 Fe(CN) en Fé* impliquant le mécanisme de transfert des électrons

Ainsi 2,5 ml des CPM de concentration d’environ @0pl ont été mélangés avec
2,5 ml d’'une solution tampon phosphate (pH 6,62,6t ml de ferrocyanure du potassium
(KsFe(CN)) (1%) (Annexe 10). Le mélange ainsi obtenu a @t&hé a 50 °C pendant 20
min. Ensuite, est ajouté au mélange 2,5 ml ded&drichloracétique (10%) (Annexe 10)
pour arréter la réaction. Le mélange subit unerigegation a 3000xg pendant 10 min. Le
surnageant est récupéré, 2,5 ml de ce dernieéténinélangés avec le méme volume d'eau
distillée et 0,5 ml d'une solution de FgCh 0,1%. L'absorbance est mesurée par
spectrophotométrie a 700 nm. La méme procéduretaksée pour les autres concentrations
des CPM avant et apres traitements d’hydrolysevais0, 20, 30, 40, 50, 60, 70,80, 90 et
10Qug/ml dans I'eau distillée.

La méme expérience a été realisée pour I'acidéqgell I'acide caféique, I'acide ascorbique,

et I'oleuropeine a différentes concentrations @, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 et 1@@ml
dans I'eau distillée). Les essais ont été répétésPour I'ensemble des composés testés.
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1.2.3.3.2. Capacité de piegeage d’especes radiqasi
Réaction entre le radical libre DPPH et I'antioxydant

Le composé chimique 2,2-diphenyl-1-pibygrazyle §,a-diphenyl$-picrylhydrazyt)
fut 'un des premiers radicaux libres utilisé poétudier la relation structure-activité
antioxydante des composés phénoliques. Il posseddeatron non apparié sur un atome du
pont d’azote (Figure 23). Du fait de cette délazion, les molécules du radical ne forment
pas des diméres, donc le DPPit¢ste dans sa forme monomére relativement stable a
température ordinaire. La délocalisation provoqussala couleur bleue bien caractéristique
de la solution de DPPHLa mesure de l'efficacité d’'un antioxydant set fam mesurant la
diminution de la coloration bleu-violette, due aeurecombinaison des radicaux DPPH
mesurable par spectrophotométrie a 515-518 nm.

AH A e S@

O _alP ) W -

NO s

I: Diphenylpicrylhydrazyl (free radical) 2: Diphenylpicrylhydrazine (nonradical)

Figure 23 : Structure de DPPH- (radical) et sa rédetion par I'antioxydant AH.

Le test DPPH (diphenylpicrylhydrazyl) est une médargement utilisée dans
'analyse de l'activité antioxydante. En effet, @PPH se caractérise par sa capacité a
produire des radicaux libres stables. Cette stabést due a la délocalisation des électrons
libres au sein de la molécule. La présence deamksaux DPPHdonne lieu a une coloration
violette foncée de la solution, qui absorbe auxreng de 517 nm. La réduction des radicaux
DPPH par un agent antioxydant entraine une décolorad®ra solution (MOLYNEUX,
2004).

Dans la réaction ci-dessous (1), le radical DPPHregrésenté pare<Zet la molécule du
donneur par AH, la réaction primaire est: ¢+ZAH =>ZH+ A+ (1)

ZH est la forme réduite du radical DPPNotons que compte tenu de la solubilité en milieu
organique du DPPH, cette méthode est plus adaptée lps dosages qui se déroulent en
milieu alcoolique (méthanol et éthanol) (MANSOU#Ial,2011).
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Evaluation du potentiel anti-radicalaire

Pour I'évaluation de l'activité anti-oxydante, ateapproches sont appliquées : d’'une
part, la détermination de la réduction relativeradical DPPHa un temps de référence (par
exemple apres une heure du début de la réaction)a odétermination de la quantité
d’antioxydant nécessaire pour réduire 50 % de DRRId’ autre part, le suivi de la cinétique
de la réductionlSANCHEZ-MORENQOet al, 1998 ; GODOY et SCHERER, 2009). Dans la
premiere approche, l'activité est définie par licel de la réduction de lactivité anti-
radicalaire en pourcentage % RSA (Radical ScaveAggvity) ou pourcentage d’inhibition
(% 1), ou I'absorbance du mélange réactionnel guitient le radical libre et I'échantillon de
'antioxydant est reliée avec I'absorbance du nmgdasans aucun antioxydant (contréle
négatif) a un temps t :

% RSA= [(Abs contréle négatif — Abs échantillon) Abs contrdle négatif] x 100%

* Protocole expérimental :

Le protocole expérimental utilisé est celui de BRAMWILLIAMS et al. (1995). La
solution du DPPH est préparée par solubilisatiodrdg de DPPH dans 100ml de méthanol.
50ul des solutions d’extraits phénoliques ou standawist ajoutés a 2ml de DPPH. Le
mélange est laissé a I'obscurité pendant lheuta d€coloration par rapport au controle
négatif qui contient uniquement la solution de DRRFbn mesure & 517nm. Dans notre test
le contréle positif est représenté par une solutiatide gallique synthétique comme un
antioxydant standard. Les concentrations des é&xfphienoliques de margines (avant et apres
déglycosylation) dans le milieu réactionnel, aimpse celle de I'acide gallique utilisé comme
témoin dans plusieurs tests, sont de 20; 40 ; &D; 100; 150; 200 et 2pf/ml. La
diminution de I'absorbance est évaluée par le pniege d’inhibition (% 1) et [I'IC50
(quantité équivalente en extrait qui neutralise S¥DOPPH. Une IC50 faible correspond a
une activité antioxydante ou anti-radicalaire éedé I'extrait. Ce parametre a été introduit
par BRAND-WILLIAMS et ses collaborateurs (1995)aeété employé par plusieurs groupes
de chercheurs pour présenter leurs résultatsfiflid& concentration efficace du substrat qui
cause la perte de 50% de l'activité de DPPH (BRANDR-LIAMS et al, 1995 ; BOSKOUet
al, 2006 ; LOZIENEet al,2007; CHEWet al, 2009).

Le pouvoir antiradicalaire APFest inversement proportionnel a I'lC50 (APR=1/IE50
(PRAKASH et al, 2007 ; CHEWket al,2009).
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1.2.3.4. Analyse statistique :

Les résultats obtenus suite a I'évaluation deiV#étanti-oxydante (en utilisant le test
au DPPH) sont analysés statistiquement. lls suttiss® ANOVA a deux facteurs. L’analyse
de la variance (terme souvent abrégé par le tengkaia ANOVA : ANalysis Of VAriance)
est un test statistique permettant de vérifier gusieurs échantillons sont issus d'une méme
population et/ou présentant des différences. Cestapplique lorsque I'on mesure une ou
plusieurs variables explicatives catégorielles ¢gs alors facteurs de variabilité, leurs
différentes modalités étant parfois appelées «anixe») qui ont de linfluence sur la
distribution d'une variable continue a expliquen @arle d'analyse a un facteur, lorsque
I'analyse porte sur un modele décrit par un facteuvariabilité, d'analyse a deux facteurs ou

d'analyse multifactorielle.

Dans cette étude, ce traitement statistique edis@éaur ordinateur en utilisant le
logiciel STATBOX version 6.4. La variable mesuréés@ en compte est le pouvoir anti-
oxydant (PAO) mesuré. Les deux facteurs étudiéd .stype solvant et concentration ;
puisque la nature des polyphénols retrouvés dansxtrait dépend du type de solvant lui-
méme ayant servi a leur extraction, et le deuxiéasteur (la concentration des ppt des
extraits) doit impérativement étre pris en compiesgue le pouvoir anti-oxydant est variable
en fonction de ce parametre.
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2-Résultats et discussion
2.1. Analyse guantitative
2.1.1. Matieres seches totales

Les matiéres séches totales (MST) des margines d&atminées par étuvage et sont
représentées dans le tableau XII.

Tableau XII : Résultats des matieres seches totales

Margines Matiéres seches totales (Moyenne + Ecart type) (g/l

Margines brutes 74,70 £ 4,10

Margines délipidées 50,50 £ 2,12

Le taux de matiéres séches totales (en g/l) estrrdété (74, 70 + 4,10). Il est
nettement plus élevé que celui des margines pei@sne échantillon par  STEEGMANS et
FRAGEMAN (1992) (19,2 g/l), et celui des marginesdiées par PAREDESt al. (1999) ;
par contre, EL ABBASSEt al. (2011) ont trouvé que leur échantillon de margic@stenait
90 g/l de MST. Ces variations peuvent étre duessapdrametres climatiques et géologiques,
a des variations botaniques, au stade de maturdioholive et au procédé d’extraction
d’huile.

2.1.2. Choix de la méthode d’hydrolyse

L’hydrolyse acide des liaisons hétérosidiques dst @u moins facile selon leur
nature ; RIBEREAU-GAYON (1968) a déterminé la vitesle cette hydrolyse pour différents
hétérosides de quelques échantillons végétauxpptis son étude, en opérant a 100°C dans
un solvant constitué de volumes égaux d’échantiiord’extrait méthanolique et de solution
chlorhydrique (HCI). On peut donc opérer un tragemsimilaire, la problématique est de
trouver la concentration de HCI la plus efficatéaedurée de traitement donnant un meilleur
taux de polyphénols totaux lors de leur quantifasatPour cela, différentes concentrations de
HCI ont été utilisées et testées en des intervalles0 min, les polyphénols totaux sont
extraits par I'acétate d'éthyle, un méme solvaig pomme référence en vue de comparer la
guantité extraite en fonction du temps, pour champreentration de HCI. Une mise au point
de cette méthode d’hydrolyse a été établie. Uneeseptation graphique est dressée (figure
24).
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Figure 24 : Optimisation d’'une méthode d’hydrolyse acide par des cccentrations
différentes deHCI. L’hydrolyse se fait dansune solution contenantdes volumes égau
d’ échantillon demargines et de HCI (V/V).

D’aprés la représentation-dessus, on constate clairement gu’il y a un meiltaux de
polyphénols totaux donné par l'un des traitemergsages. On pourradonc retenir la
concentration délCl 6N, en une dur¢ relativement plus réduite qui est ¢ minutes. Chose
qui, effectivement, a été faite et a servi de camipan avec le premier type de traitem
acide.
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Figure 25 : Optimisation de laméthode d’hydrolyse acidgvolumes égauyd’échantillon
et de HCI) a 100°C.

2.1.3. Dosage des polyphénols totau :

L'étape d'extractiondes polyphénol@a l'acétate d'éthyleest précédée d'une ée
d’acidification a pH 2 avetiCl, cette étape est tres importante. En effet le miteide
favorise la précipitation des protéines et la ruptdes liaisons établies entre les comp
phénoliques aux composants des parois cellulairesi @ue I'hydrolyse des phénc
complexes en phéfosimples cela a été confirmé par dosage spedatoptétrique que |
quantité de polyphénols dans les margines aces est plus élevée que la quantité
polyphénols dans les margines les (OBIEDet al, 2005 ; DE MARCOet al, 2007). Dans
notre étudejl est préférable d’extraire les polyphénols a ipates margines brutes tell
gu’elles sont rejetées, afin de les quantifier’évauer leur activité puideles comparer aux

polyphénols issus de margines traitées volontaing.

La concentration depyft est déterminée par la méthode de F@liacalteau a partir
d’'une courbe étalon utilisant 'AG comme standaFiggre 26), la quantite de ppt a été
exprimée en mg d’équivalent d’acide gallique (EASJE matieres séches totales (M. En
plus de sasensibilité, cette méthode de dosage présente apeoductivité puisqu
I'absorbance est étroitement corrélée a la conagotr de I'acide gallique utilisé dans
gamme étalon, R= 0999 (figure 2)).
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Figure 26 : Courbe d’étalonnage a I'acide gallique.

La détermination quantitative des CP est habitoedi® réalisée selon la méthode
colorimétrique de Folin-Ciocalteau. Cependant ecetéthode n'est pas tres spécifique car elle
ne donne pas d’indication sur la nature des CPeptésdans l'extrait (TASIOULA-
MARGARI et OKOGERI, 2001). En outre, certaines tabses, telles que la vitamine C, les
caroténoides, les sucres réducteurs et les acidiggs aromatiques, peuvent en réduisant le
complexe phosphotungstique-phosphomolybdénique rfénég et conduire a une
surestimation de la teneur en CP (OBIEfal, 2005). En fait cette méthode donne un apercu
sur la qualité réductrice d’'un ensemble de compesésus des CP.

Cette méthode satisfait aux criteres de faisalslitde reproductibilité, la disponibilité
du réactif de Folin et la méthode est bien stangéed la longueur d’onde (760 nm)
d’absorption du chromophore permet de minimiser ile®rférences avec la matrice
d’échantillon qui est souvent colorée, c’est un Egement pratiqué dans les laboratoires de
recherche a travers le monde (HUANGal, 2013).
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Les teneurs des PPT déterminées ne sont pas dasemedsolues des quantités des
phénols du matériel de départ, elles sont en Baisges sur la capacité réductrice relative a
une capacité réductrice équivalente a l'acide gadli(EAG). Les valeurs obtenues par la
méthode colorimétrique fournie des informationseclies sur la quantité des groupes
phénoliques antioxydants de l'extrait qui dépendersellement du nombre des groupes
hydroxyles de ces derniers (BALASUNDRA® al, 2006).

La quantité de PPT trouvée peut varier selon utaicemombre de facteurs. Les
facteurs contribuant a la variabilité dans la teresu PP pourraient étre liée au cultivar, au
stade de maturation, des conditions climatiquaagézature, précipitations), de la période de
récolte (CRIADOet al, 2004 ; MORELLOet al, 2004 ; VINHA et al, 2005 ; YOUSFlet al,
2006 ; BEN AHMEDet al, 2007 ; GOMEZ-RICCet al, 2008). Les processus technologiques
auxquels les olives sont exposées peuvent égaleaffatter de maniere significative le
contenu phénoliqgue (RYAN et ROBARDS, 1998 et 198UTINAR, 2006).

Cependant le profil phénolique varie égalementrséwigine. Le profil phénolique des
olives de Chine Ganarium albumL) est totalement différent de celui des olives
méditerranéennesO(ea europaed.). Dans les olives de chine l'acide gallique dagibue
sont les PP les plus abondants (HE et XIA, 2007).

Dans cette étape d’étude, les polyphénols exuatsmargines sont doseés. Leur taux a éte
déterminé puis représenté en histogramme (figuye 27
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Figure 27 : Quantité de ppt extraits par différents solvantsorganiques a partir des
margines brutes et délipidées, avant hydroly. CPMB : composés phénoliques extrait:
I'acétate d’éthyle a partir des margines br; CPMD : composés phénoliques extraits a l'acé
d’éthyle a partir des margines délipids

D’aprésles résultats obtenus illustrés par cfigure, la quantité des polyénols est
estimée a (12 + 0,20hg d’'EAG/g de matieres seches de margines bruteMg}, et celle
des polyphénols extraits des margines délipidéesstisnée 21+ 0,70)mg EAG/g MST de
margines délipidées ; cecipncerie les polyphénols extraits paatétate d’'éthe.

Une autre gtraction a été faite, a ddins comparativesElle aboutit a troisextraits
phénoliques issus des margines délipidées utilsuccessivemerttois solvants organiques
polaritécroissante, pour tester justement leur acité et surtout leurs spécificité -a-vis de
certaines formes phénoliques.

Selon DE MARCOet al. (2007, 2013), I'acétatd’éthyle est utilisé pour I'extractic
des formes aglycones ou mon- glycosides et partiellement di-@ycosides, tandis que
n-butanol est utilisé pour I'extraction des flavoresdi-O-glycosides et t-glycosides et C-
glycosides. Le dosage des flavonoides aréalisé selon la méthode d’Al; en utilisant
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comme standard la quercétine, les teneurs en ftAsles sont exprimées arg EQ/mg
d’extrait.

L’éther utilisé en premier, a pu extraire une gitard’aglycones, en second, I'acétate
d’éthyle qui pourrait remplir la fonction d’'extractr d’une large gamme de structures
monoglycosylées ou éventuellement aglycones, latadol, ayant une polarité plus élevée
que les deux solvants précédemment cités, sembigirexies formes les plus polaires, ainsi
les quantités des PPT estimés pour ces extraitsgeBAG/g de MST de margines délipidées
sont respectivement (3,64 £ 0,58),( 5,22 + 0,6912160 * 0,26).

2.1.4. Dosage des flavonoides totaux :

Les fractions représentant les flavonoides totabX) (dans les différents extraits
phénoliques récoltés avant et apres traitemente agli basique, sont déterminées en mg
équivalent de quercétine par gramme de matieregsesémtales (MST). Les FT ont été
quantifies par la méthode utilisant le trichlor@luminium (AICk), la quercétine est le
flavonoide pris comme référence pour la courbeatbé@nage (figure 28).

Absorbance a
430 nm
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Figure 28 : Courbe étalon a la quercétine ayant sera quantifier les flavonoides totaux.

L’évaluation quantitative des flavonoides (la qé¢ire sert de standard) montre une
corrélation positive entre la variation de ce flav@e (0 a 3Qug/ml) et 'absorbance avec un
coefficient de corrélation®& 0,997 (figure 28).
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2.1.5. Dosage des sucres totaux :

La détermination du taux de sucres totaux (STyémtsée par la méthode utilisant le
phénol et l'acide sulfurique (méthode de DUBOISakt1956). La courbe étalon ayant
servi a la quantification des ST est représentés tafigure 29.
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Figure 29 : Courbe d’étalonnage au D-glucose poueldosage des sucres totaux.

Les résultats de la quantification des sucres xotmontrent que les extraits
butanoliques issus des margines avant et aprésntents acides et/ou alcalin, sont les plus
riches en sucres comparativement aux extraits &ttefrd’acétate d'éthyle, ce qui prouverait
la présence des CP a haut degré de glycosylatios plaires) dans les extraits phénoliques
aun-butanol.
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2.1.6. Dosage des tanins totaux:

La quantité de tanins des extraits méthanoligess déterminée en utilisant leur
propriété a précipiter les caséines. Ces dern@resté obtenues apres leur fractionnement et
leur isolement a partir du lait bovin cru selorptetocole utilisé dans notre laboratoire. Aprés
ajout des caséines, les tanins ont tendance aeselices protéines, formant ainsi des
complexes plus denses qui précipitent, formantulat@prés centrifugation. Le surnageant
contiendrait les polyphénols solubles autres gsetdains. De ce fait, la quantité de tanins
totaux correspond a la différence entre la quadiet@olyphénols totaux avant la précipitation
a la caséine et celle obtenue en dosant les paigidhdu surnageant. Elle est exprimée en mg
EAG/g de MST.

La fraction que représentent les tanins de la imcphénolique totale a été
déterminée, comme I'a montré le tableau XIll, laantité de ppt extraits avec I'acétate
d’éthyle (CPMB) a partir des margines brutes esflde+ 0,2) mg EAG/g de MST et celle
des tanins est (9,145+0,035) mg EAG/g de MST <ish énviron.

Quant aux composés phénoliques extraits a parsirndargines par trois solvants
organiques a polarité différente, il a été étabk des quantités de tanins totaux représentent
pres de 42%, 9,77% et 38,57% de la fraction toteldtaits respectivement par I'éther
diéthylique, I'acétate d’éthyle et trebutanol.

Tableau XIllI : Tableau récapitulatif des résultats de dosages spectrophotométriques
effectués sur les extraits des margines brutes eélgpidées.

Polyphénols totaux Flavonoides totaux  Sucres totaux  Tanins totaux

(mg EAG/g MST) (mg/g MST) (mg/g MST) (mg/g MST)
CPMB 12+0.2 0,245+ 0 5,023+ 0,587 9,145+0,035
CPMD  21+0.70 0,390 +0,007 9,756 0,006  Non dosés
Eth 3,64 £0.58 0,190 +0,039 1,283 +0,040 1,54 +0,20
Acét 5,22 + 0.69 0,151 +0,002 5,373+ 0,504 0,51 +0
But 12,60 + 0.26 0,480 + 0,03 24 £ 0 4,86+ 0,22

Les résultats de ce tableau ont été repris purgseptés en histogrammes (figure 30)
pour mieux cerner les différences existant entrecdamtenance des différents extraits
méthanoliques en composeés doseés (polyphénols ssetritavonoides).

La quantité de sucres liés et/ou libres se retnaustans I'extrait phénolique ; la plus
grande partie (majorité) correspond a la fractiturcigique liés au composés phénoliques.
412 mg/g MS est la quantité de sucres totaux reptést la fraction glucidique totale dans
les margines délipidées (a I’hexane) estimée pareitnode de DUBOIS ai. (1956).
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Une petite partie seulement de cette quantité passe de I'extraction a l'acétate
d’éthyle des composés phénoliques, dans I'extt@hplique (méthanolique) et est estimée a
15,47 mg/g de MS (soit 3,75 %).

30 ® "polyphénols totaux"
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o5 sucres totaux
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Figure 30: Histogrammes représentant les taux de ogposés dosés dans les extraits

phénoliques issus des margines avant les hydrolyses
CPMB : extrait a I'acétate d’éthyle a partir des margibases.
CPMD : extrait a I'acétate d’éthyle a partir des margidébpidées.
Ext d’ether : extrait éthéré obtenu a partir des margines.
Ext d’acétate d'éthyle : extrait d’acétate d’éthyle obtenu aprées I'extacta I'éther.
Ext butanolique : extrait aun-butanol obtenu aprés I'extraction a I'acétate d/teth

L'acétate d’éthyle semble extraire I'ensemble de$yghénols retrouvés dans les
margines. La somme des quantités de PPT extrailep#&ois solvants est presque identique
a la quantité de PPT extraits par I'acétate d'&tsdul (21mg/g de MST). Nous pouvons dire
que ce sont les mémes composés phénoliques desnesangouvant se présenter sous
différentes formes structurales (aglycones, héigess polymeéres...) et sont extraites par
différents solvants organiques a polarités diffegenDe plusAIT BADDI et al. (2008) ont
démontré que I'acétate d’éthyle exerce lui aussiaut pouvoir d’extraction.

L'utilisation de I'hexane ou le chloroforme n’augme pas la concentration des PPT
dans I'extrait mais elle permet d’éliminer la fiact lipidigue du matériel végétal (DE
MARCO et al, 2007).
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Les teneurs eflavonoide des extraits obtenus a partir des margines sorgéseptée
sous forme de pourcentages par rapport a la fragtfenolique totale. Les résultats s
représentés en histogramnuzsis la figure 2.
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Figure 31 Représentation graphique des flavonoides en powentages (%) par rapport a
la fraction phénolique totale pour chaque extrait dbtenu avant traitement d’hydroly se.
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* Analyse quantitative des extraits issus de I'hydrgise acide (HCI 2N)

Le traitement a I'acide chlorhydrique apporté esituthé a rompre les liaisons C-O-C
reliant les sucres aux polyphénols. Le but de cétepe est de veérifier si le taux de
polyphénols, de sucres et de flavonoides variesapyglrolyse acide avec HCI 2N. Les
guantités des composés dosés sont représentéds tiavisau XIV.

Tableau XIV: Teneur en polyphénols, en flavonoidest en sucres totaux extraits apres
traitement avec HCI 2N.

Les différents PPT Flavonoides totaux Sucres totaux
hydrolysats
Acét 2N 45,60 £ 0,79 1,925 + 0,33 37,300 + 1,98
But 2N 28,75 +0,79 4,665 + 0,078 167,812 +10,87
Eth 2N 35,70 £ 0,23 1,010 +0,30 18,767+ 0,64
But’ 2N 39,50 £ 0,50 6,710+ 0,78 102 +7,42

Pour mieux caractériser les différences quantaatexistant entre ces extraits, les valeurs de
ce tableau ont été reprises en histogramme (figRye

Cette représentation montre qu’il y a une augmematiu taux de PPT suite au
traitement hydrolytique prouvant ainsi leur libéatde toutes combinaisons antérieures.

La quantité de PPT extraits par I'éther (Eth 2N)des (35,70 + 0,23) mg EAG/g de
MST alors que celle extraite par (But’ 2N) est @9,50 £ 0,50) alors que la teneur en
polyphénols extraits par 'acétate d’éthyle (AcBl) 2st de (45,60 + 0,79) prouvant ainsi que
'acétate d’'éthyle, en plus des aglycones, peutegtles mono-O-glycosides comme a été
rapporté par LlUet al. (2014). Ce méme auteur a également rapporté guéilganol avait
une spécificité pour les formes di et triglycosglépuisqu’il est trés polaire. Du moment que
'acétate d’éthyle a pu extraire quelques formegagylées le butanol n'a pu extraire que
(28,75 £ 0,79) mg EAG/g de MST quantité relativeméaible par rapport a I'extrait
butanolique obtenu apreés I'extraction a I'étherspguie ce dernier a pu extraire les formes
aglycones, le-butanol dans ce cas a extrait plus de formes gjj€es.
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Qtité en mg/g MST
H polyphénols totaux

200 - _
® Flavonoides totaux

180 -
I sucres totaux
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Figure 32 : Teneurs en polyphénols, en flavonoides en sucres totaux apres hydrolyse
acide (HCI 2N).

Nous constatons également que les extraits butpresisont ceux qui contiennent le
plus de sucres (figure 32) avec (167,812 +10,871@2 +7,42) mg Equivalent de glucose/g
de MST, suivi de l'extrait d'acétate avec (37,30Q1,98) et enfin I'extrait éthéré avec
(18,767 0,64). De ces résultats, nous pouvonsircoerf que plus les formes phénoliques
sont glycosylées plus elles auront tendance g&traites par les solvants polaires.

La figure 33 est une représentation en histograntespourcentages (%) que représentent
les fractions de flavonoides par rapport aux featiphénoliques totales.
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ext acétate 2N ext butanol.2N ext ether 2N ext butanol. 2N

Figure 33 : Histogrammedesfractions des flavonoidesssus de I'hydrolyse acide a I'HC
2N.

Cette représentation montre que les extraits blitaes contiennent plus ¢
flavonoides comparativement aux extraits d’acéd&denyle et éthéré On pourrait explique
cela par la polae des solvants qui extraient des entités diffl@erayant des polarit
différentes aussi, ce qui implique la présence ifi@rdntes structures phénoliqudans
chacun des extraits.
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» Résultats de I'analyse quantitative des extraits s1s de I'hydrolyse a 'HCI 6N

La méthode d’hydrolyse avec HCI 6N est mise en eeaans cette étude afin de
comparer les résultats des dosages entre les détlwodes d’hydrolyse acide (HCI 2N et 6N).

L’hydrolyse avec HCI 6N est conduite en mélangehes volumes égaux de HCI 6N
et de margines délipidées selon le protocole pefoéuent décrit. Le tableau XV récapitule
les résultats des dosages.

Tableau XV : Teneurs en polyphénols, en flavonoidext en sucres totaux obtenus aprés
traitement avec HCI 6N.

Extrait d’acétate 25,66 + 0,225 1.946+ 0.0665 24 927 +1.38
Ext.butanolique 65,875 + 6,45 12,950 +1,797 26306+ 6,36
Ext. Ethéré 10,415 + 3,23 1,103+ 0,100 12,035 + 0,40
Ext. Butanolique 49,93 + 3,72 9,175 2,066 242333 + 28,71

Les quantités sont exprimées en mg/g des MST (MQ@4tiHype).

Les valeurs de ce tableau sont reprises en histogeadans la figure 34.
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Quantité en mg/g
MST
300 -
® polyphénols
250 - totaux
200 - m flavonoides
totaux
150 -
msucres
totaux
100 -
50 -
0 1 T T
Acét 6N But 6N Eth 6N But' 6N

Figure 34 : Résultats de la quantification des polyphénols, ddlavonoides et des sucres
totaux des etraits issus de I'hydrolyse avediCl 6N.

% des flavonoides

20 A

15 4

10 -

SJ

0 - T T T

ext acétate 6] ext butanol. 6N ext ether 6N ext butanol. 6N

Figure 35 : Pourcentages que représentent les flavonoides daes kextraits issus de
I’hydrolyse acide avec HCI 6N.
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* Analyse quantitative des extraits issus des margiseaprées hydrolyse alcaline suivie
d’'une hydrolyse acide :

Ce type d’hydrolyse est congu pour libérer les fsmhénoliques aglycones de toutes
combinaisons possibles avec les sucres (les combirsgester pouvant étre rompues par une
hydrolyse alcaline sous vide et éventuellement,lidésons O-glycosidiques qui peuvent se
rompre par un traitement acide a chaud).

Les polyphénols, les flavonoides et les sucreségatement été quantifiés pour les
extraits issus apres hydrolyse alcaline. Les rasuiont représentés dans le tableau XVI.

Tableau XVI : Résultats des dosages des polyphénaties flavonoides et des sucres
totaux apres hydrolyse alcaline suivie de I'hydrolge acide.

Extrait acétate

(Acét ALCA) 12,5+ 0,71 0,856 + 0,08 2,867+ 0,09
Ext.butanolique

(But ALCA) 7,84 £ 0,86 1,563 + 0,26 22,387 +0,30
Ext. Ethéré

(Eth ALCA) 6,54 + 0,32 1,816 + 0,16 6,932 0,08
Ext. Butanolique

(But'ALCA) 7,50 £ 0,37 2,073 £ 0,49 23,318 +1,58

La figure 36 reprend les résultats des dosagesprgentation en colonnes.

La figure 36 présente une allure générale différatds histogrammes obtenus des
margines traitées avec HCI, puisque I'extrait dfat® est celui qui a extrait le plus de
polyphénols (12,5 + 0,71) mg EAG/g MST, ebutanol ayant été utilisé pour extraire les
polyphénols apres I'extraction a I'acétate d’éthylans la premiere expérience, a extrait une
guantité de (7,84 = 0,86)mg/g MST, tandis que laantités de PPT extraits lors de la
deuxieme expérience par I'éther puis au n-butamat €6,54+0,32) et (7,50 + 0,37)mg/g MST
respectivement.
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Quantité H polyphénols totaw
(mg/g MST) .
u flavonoides totaw
30 -+
u sucres totau;
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10

Acét ALCA But ALCA Eth ALCA But'ALCA

Figure 36: Résultats des dosages des polyphénols, des flavioles et des sucres totat
aprés hydrolyse alcaline suivie d’hydrolyse acid

Les extraits butanoliques contiennent plus de suaenfirmant ainsce qui a été
publié par DE MARCOet al. 013), a savoir que le lmdtanol est spécifigue aux form
fortement polaires (glycosylée

Les pourcentages que représentent les flavonoiaes ld fraction phénolique tote
sont représentés en tigramme des la figure 37.
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Pourcentage %
30 4
25 -+
20 -
15 -
10 A
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ext acétate ext butanol. ext ether ext butanol.
ALCA+ACIDE  ALCA+ACIDE ALCA+ACIDE ALCA+ACIDE

Figure 37 : Fractions flavoniques en pourcentages obtenus paiftérents solvants apres
hydrolyse alcaline suivie d’hydrolyse acide

La figure cidessus montre clairement que la quantité la plupoitante de
flavonoides est extraite par n-butanol, que ce soit aprés I'extractian’acétate d’éthyl
(procédure 1) ou a I'éther (procée 2).
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quantité de PPT
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Figure 38 : Quantité des polyphénoldotaux apres différentes hydrolyses chimique
effectuées acides et/ou alcaline.

Parmi les composés phénoliqgues des margines, BHHOMARCO et al (2007), le
plus abondant et trés intéressant de point de utrionnel est I'hydroxytyrosol |-(3, 4-
dihydroxyphényl) étanol : HT], largement étud ses propriétés antioxydantes
pharmacologiques ont été montrées. Dans les margingd] se présente a l'état lib
(monomeére), sous forme lié (oleuropéine, verbadedst sous forme glycosylée (OBEet
al, 2007). Un autre composé phénolique simple identitds les margines est le Z-
dihydroxyphénylglycol (DHPG), de structure simitag celle de HT mais avec présence
groupe hydroxyle supplémentaire et doué des prggsriantioxydantes (LIMIROLet al,
1996) en plus des autres structures phénoliques idsgiimonomeériqu: gu’elles soient ou
paspolymeériques pouvant se trouver glycosylées o.
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2.2. Résultats des analyses qualitatives :
2.2.1. Analyse des extraits obtenus avant et aprdgglycosylation par CCM :

La chromatographie sur couche mince (CCM) est edenique analytique rapide, simple
dont le principe est basé sur le phénomene d'ailzorille est utilisée dans la séparation et
I'identification des molécules pures, les extrdit®lange complexes de métabolites) et les
échantillons biologiques. Trois microlitres de chaggxtrait sont déposés a des points précis,
a 1cm du bord inférieur de la plaque de gel dees{i20x20 cm d’épaisseur).

Apres plusieurs essais de systemes de solvants, ammns adopté, apres optimisation, le
systeme suivant : Chloroforme/acétate d'éthyleadarmique (v/v/v) (50/40/10) (RIOV et
GOTTLIEB, 2006).

Apres le développement dans la cuve en verrectarkea été faite par observation des
plagues sous lampe UV (lumiere ultra-violette) 6& Bm. Les rapports frontaux des spots ont
été calculés.

2.2.1.1.Choix des margines brutes :

Au début de I'étude, des traitements ont été dpp@ux margines au préalable dans le
but de justifier pourquoi a-t-on choisi d'utilisiels margines a I'état brut pour cette étude ?

Trois expériences sont realisées a cette fin, ream@re consiste a récupérer le
surnageant d’un échantillon de margines bruteatasibi une centrifugation, la deuxieme, a
récupérer le filtrat obtenu apres filtration, chaeuwes deux, consiste en une élimination des
matieres en suspension et la troisieme expérienosiste a utiliser les margines telles
gu’elles sont récupérées de I'huilerie.

L'extraction des polyphénols est réalisée a [Idectal’éthyle. Les profils

chromatographiques des extraits phénoliques obtdasigrois expériences sont représentés
dans les figures 39 (a et b).
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Figure 39-a : Profil chromatographique des extraitaméthanoliques des polyphénols issus

des margines brutes, centrifugées et filtréevisualisation sous lampe UV & 366 nm.
1l.acide gallique?.acide cinnamiqu8.acide tanniqud.acide caféiqué.rutine6. Oleuropeine7. Acide
galligue+acide tanniqué®. acide caféique+rutine+oleuropeirgeacide gallique+acide caféique+acide
tannique+rutine+oleuropein&0. Extrait phénoliques issus des margines brutésExtrait phénoliques issus
des margines centrifugéds. Extrait phénoliques issus des margines filtrées.

Figure 39-b : Profil chromatographique des extraitsméthanoliques des polyphénols
issus des margines brutes, centrifugées et filtréegsualisation sous lampe UV a 254nm.
1. acide gallique.acide cinnamiqu8.acide tanniqud.acide caféiqué.rutine6. Oleuropeine. 7. acide
galligue+acide tanniqug. Acide caféique+rutine+oleuropei®e. acide gallique+acide caféique+acide
tannique+rutine+oleuropeirid. Extrait phénoliques issus des margines brifegxtrait phénoliques issus des
margines centrifugéel. Extrait phénoliques issus des margines filtrées.
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Il apparait clairement sur ce chromatogramme qeatriait phénolique issu des
margines brutes sont les plus riches en polyphénastrant ainsi un nombre plus important
de spots. Ce qui implique que les traitements d@pane sont pas néecessaires dans cette
présente étude, puisque nous voulons récupéreadtion phénolique totale (le maximum
gu’'on puisse extraire) des margines brutes. Apparem, la centrifugation et la filtration
élimine les matieres en suspension qui pourraientles structures phénoliques diverses. On
a méme des spots qui présentent le méme niveaugiation mais d’intensité différente, ce
qui pourrait aussi étre expliqué par la différedeeconcentration de ces composés due aux
traitements apportés au préalable (centrifugatiofilteation) qui ont fait que la plupart des
COMpOSES ne se retrouvent pas dans l'extrait diteététhyle.

2.2.1.2. Analyse qualitative des extraits obtenuwvant et apres hydrolyse acide (HCI 2N)

Le profil chromatographique obtenu aprés migratoes composés phénoliques
extraits des margines avant et apres hydrolyseeaidc HCI 2N, dans un systeme de
solvant composé de (Chloroforme/Acétate d’'éthyl@Adormique ( v/v/v) : 50/40/10)
est donné par la figure 40 (a et b).
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Figure 40-a : Profil chromatographique des extraitphénoliques obtenus avant et

apres traitement avec HCI 2N Visualisation sous lampe UV & 254dnCPMB. 2. CPMB.
3.CPMD4.Acét 2N5.But 2N6.Eth 2N7.But’2N.8.acide caféiqu®.rutine 10acide galliquelloleuropeine.
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Figure 40-b : Profil chromatographique des extraitsphénoliques obtenus avant et apres

traitement avec HCI 2N.Visualisation sous lampe UV & 366 nmCPMB. 2. CPMB. 3. CPMD.
4. Acét2N5.But 2N 6.Eth 2N7.But'2N.8.acide caféiqué®.rutinel0acide galliquelloleuropeine.

Sur le profil des figures 40-a et b, chacun desdtfegemble contenir des entités
moléculaires de composés phénoligues pouvant étéeettes ou au contraire se ressembler,
puisque, les extraits obtenus suite a I'hydrolysemglieu HCI 2N semblent présenter des
profils plus ou moins différents. Nous pouvons requar que l'extrait éthéré présente un
profil avec des spots ayant migré plus loin quexagprésentant les entités retrouvées dans
I'extrait d’acétate ou I'extrait butanolique. Dabesxtrait d’acétate d’éthyle, il a été constaté
gu’il contenait en plus de quelques composés pdugtaer extrait par I'ether (les formes
aglycones) des formes, probablement, plus polapkss volumineuses qui sembleraient
correspondre a des formes aglycones ayant rédistééggradation par HCI.

Pour les pofils des extraits butanoliques, il siengioie celui obtenu aprés I'extraction a
I'ether (But’2N), contient plus de composés quel’adfait I'extrait (But 2N) obtenu apreés
I'extraction a l'acétate d’éthyle. Cela confirme flt que I'acétate d’éthyle ait extrait des
formes aglycones dont les niveaux de migration sderitiques a la majorité de composés
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séparés de I'extrait éthéré (Eth 2N) en plus deairers formes de CP glycosylées avec des
niveaux de migration plus faibles.

Les rapports frontaux des spots issus de la sépardes extraits ainsi que ceux des
témoins rapportés dans le tableau XVII montrent lggeextraits polyphénoliques obtenus a
partir des margines brutes (MB) (dépo6t 1 et 2)est mhargines délipidées (MD) (dépbt 3) ont
donné lieu a des spots communs de points de vueatioin, position et méme dans le
nombre, donc on confirme que les deux extraits guE® une composition identique. La
seule différence qui réside entre les MB et les EMd que ces derniéres ont subi une
délipidation.

Tableau XVII : Rapports frontaux (Rf) des spots desextraits phénoliques issus des
margines brutes et des témoins dans le systéeme :|Gfoforme/acétate d’éthyle/acide
formique : 50/40/10, v/viv).

gallique caféique
0* 0* 0 0 0 0,03 0,21 0

, 0,43*

0,11 0,11* 0,11* 0,11 0,02*
0,22 0,22 0,29 0,29 0,12
0,26* 0,26 0,42* 042 0,42
0,29 0,29 0,60 0,57 0,57
0,35 0,35* 0,62() 0,67

0,38 0,38 0,68

0,46 0,46
0,52 0,52
0,59*  0,59*
0,69 0,69
0,74 0,74

(*) : Absorption de la lumiére ultra-violette a 366n.
(j) : couleur jaune du spot.

De ce tableau nous relevons des différences entreritenance des différents extraits,
puisque chaque solvant utilisé présente une cerfaatarité donc une affinité bien précise
pour un composé donné. Par exemple, I'éther diéfinyl est moins polaire que I'acétate
d’éthyle, il ne peut donc extraire que les formgl/@nes qui sont moins polaires que les
structures phénoliques possédant des sucres ligslePsolvant est polaire, plus il a tendance
a extraire les formes polaires (possédant plus weipgments polaires). Ces formes
glycosylées sont donc polaires, et sont retenuetapgshase stationnaire (gel de silice) et le
systeme de solvants (phase mobile) n’entraine epientités ayant une affinité meilleure pour
la phase mobile. C’est la raison pour laguelle sdaxtrait butanolique, nous retrouvons des
COMpOSES qui sont restés au point de dép6t (namefe véhiculées par le solvant mobile), ou
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des entités qui n'ont pas migré plus aussi loin gad’ont fait les composés phénoliques
extraits par d’autres solvants.

Les rapports frontaux correspondant aux niveausniggations des composés separés
contenus dans les différents extraits issus deginea avant et apres hydrolyse avec HCI 2N,
sont mentionnés dans le tableau XVIII.

Tableau XVIII : Rapports frontaux (Rf) des composésphénoliques extraits avant et
apres traitement avec HCI 2N ainsi que ceux des ébas séparés dans le systeme de
solvants (Chloroforme/Acétate d’éthyle/Acide formiaue (v/v/v) : 50/40/10).

CPMB  Aceét But Eth But" Oleuropeine Acide Rutine Acide

2N 2N 2N 2N caféique gallique

0o* 0,14 0 0,13 0 0,03 0,43* 0 0,21
0,11* 0,21 0,2 0,09*
0,22 0,26* 0,06* 0,34* 0,14*
0,26* 0,34* 0,37 0,21*
0,29 0,38 0,39 0,25*
Rf 0,35* 0,41 0,34* 0,43 0,34*
0,38 0,46 0,43* 0,37
0,46 0,52 0,375 0,45 0,46
0,52 0,59 0,46 0,5 0,62
0,59* 0,69 0,88 0,54 0,75*
0,69 0,74 0,65 0,79
0,74 0,83 0,67 0,86
0,73 0,88

0,83

Du tableau XVIII, nous remarquons que, d'un extaaitn autre, il y a des différences
et des similitudes entre les niveaux de migraties sbots. Nous retrouvons certaines entités
aussi bien dans I'extrait d'acétate d’'éthyle extrait éthéré que dans les extraits butanoliques
avec des intensités différentes et absorbant bodgeeurs d’onde identiques.

87



PARTIE Il Résultatset Discussion

2.2.1.3. Analyse qualitative des extraits obtenus aprés hydlyse acide avec HCI 6N et
hydrolyse alcaline

Les profils chromatographiques obtenus aprés siépardes composés phénoligt
extraits par différents solvants suite a I'hydrelyacide dans un mélange contenant
volumes égux de margines délipidées et de HC et a I'hydrolyse alcaline suivie d’'ur
hydrolyse acidesont photographiés (figures-a et b).

Figure 41-a : Rofil chromatographique des extraits obtenus avanet apres hydrolyse
acide (HCI 6N) et alcaline.Lecture a 254nm.
1. CPMB 2. Extrait éthéré (margines brute. Extrait d’acétate d'éthylémargines brutes4. extrait butanolique
(margines brutes).
5. Acét 6N.6.But 6N. 7 Eth 6N.8.But’ 6N.
9. Eth ALCA 10But’ALCA .11 AcétALCA.12But ALCA.
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Figure41-b : Profil chromatographique des extraits obtenus avanet aprés hydrolyse

acide (HCI 6N) et alcaline.Lecture a 366 nm.
1. CPMB 2. Extrait éthéré (margines brute. Extrait d’acétate d'éthylémargines brutes4. extrait butanolique
(margines brutes).
5. Acét 6N.6.But 6N. 7 Eth 6N.8.But’ 6N.
9. Eth ALCA 10But’ALCA.11AcétALCA.12But ALCA.
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Les rapports frontaux (Rf) sont calculés et regass le tableau XIX.

Tableau XIX : Rapports frontaux (Rf) des composés Ipénoliques extraits a partir des
margines apres hydrolyses avec HCI 6N et alcalinégarés par CCM dans le systéme de
solvants (Chloroforme/Acétate d’éthyle/Acide formiaque (v/v/v): 50/40/10).

0,18 0,14  0727(*  014* 0,18 () 0,094* 0,15()  0,17*

0,225()*  0,42*  0,37* 0,210 0,22(r) 0,17*  0,22(* 0,62

0,31* 044 0,42 0,25*  0275()*  0,64*  0,27(n*
Rapports  g's74« 055 043 037  0,32() 0,32
frontaux 40+ 0,76*  0,55* 0,42 0,43 0,44

0,44 0,88* 0,62 0,44*  0,49(b)* 0,48(b)

0,54 0,69 0,56 0,53 0,53

0,58+ 0,71 0,67 0,57 0,57

0,64 0,75 0,75  0,61() 0,59()*

0,69 0,87 0,66 0,66

0,76 0,875 0,76 0,75

(*) : Absorption a 366nm. (r) : coloration rougb) ¢ coloration bleue. (j) : coloration jaune.

De ces valeurs de rapports frontaux, on constateleg taches (figures 44-a et b)
correspondant aux niveaux de migration des comppkésoliques issus des margines et
extraits par différents solvants organiques pré&sgntles différences au niveau de leur
coloration, de leur intensité, de la longueur deral laquelle elles apparaissent (longueur
d’onde d’absorption).

Un méme niveau de migration peut étre obtenu parsgets correspondant & deux
entités moléculaires différentes, puisque deux as@p phénoliques peuvent avoir un méme
niveau de migration donc la méme polarité et ménasse, ce qui les différencie est leur
apparition sous la lampe a lumiére Ultra-violeite;avere que les deux composés ne sont pas
identiques puisque I'un absorbe a la longueur déothel 254nm et I'autre au contraire apparait
sous longueur de 366nm, on peut citer I'exemple dpsts ayant le Rf de (0,14)
correspondant a un niveau de migration de compestaits aun-butanol apres hydrolyse
acide (HCI 6N), dans I'extrait (But 6N) butanoliqubdtenu aprés I'extraction a l'acétate
d’éthyle le spot est visible a la longueur d’onde2b4nm alors que dans I'extrait (But'6N)
obtenu apres I'extraction a I'éther diéthyliquejlparait aussi bien sous lampe UV a longueur
d’'onde de 254nm qu’a 366nm ; on peut donc conaueeles entités ayant migré a ce niveau
sont bien différentes vu qu’au sein d’'un méme spotis pouvons avoir plusieurs COmposeés a
méme niveau de migration.
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2.2.1.4. @paration par CCM des acides phénoliques extraits partir des margines avant
et apres déglycosylation

La séparation des acides phénoliques a été optimiséatiksant le systéme c
solvants (chloroforme/méthanol/acicformique (v/viv) : 85/15/01RIBEREAU-GAYON,
1968) comme éluardt la plague utilisée comme phase stationnairérgsttgnée de gel ¢
silice. Le résultat de I'analyse est photographest représenté dans la figure.

1 2 3456 7 8 9 101112 13

Figure 42 : Profil chromatographique des extraits obtenus avant et ags hydrolyse

acide (séparation des acides phénoligis). Systéme de solvant utilis¢chloroforme/méthanol/acic
formique : 85/15/01).
Profil gauche : Visualisation a 2%¥n. Profil droit : visualisation a 366 nm.
1. Acide tanique+acide gallique+acide caféi2. Acide caféiqueS.acide gallique4.
Oleuropeines.Quercétinegs. Rutine.7.Eth8.Acét9.But.10.Eth 2N11.Eth 6N12Eth ALCA.13.CPMD.

Puisque I'hydrolyse alcaline suivie d’hydrolysedsciont été utilisées afin de libé
les aglycones de type acides phénols exercant uvopcant-oxydant important, on a ten
de caractériser les extraitthérésobtenusapres traitements acide et bas, puis de
comparer entréeurs profils chromatographiqgt et par rapport a des composés phénolit
pris comme étalons séparés dans les mémes cos.
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Les rapports frontaux des composés phénoliqueséspant calculés et sont repris
dans le tableau XX.

Tableau XX : Rapports frontaux des composés phénagjues séparés par CCM des
extraits obtenus avant et aprés traitements acide alcalin et ceux des étalons utilisés
dans le systéme de solvants (chloroforme/méthanadide formique : 85/15/01)

Acide Acide Acide Oleuropeine Rutine Quercétine
caféique  gallique tannique
Rapports 0,67 0,30 0 0.33 0,037 0,59
frontaux
CPMD Eth Acét But Eth 2N Eth 6N Eth ALCA
Rapports 0,25 0,20 0,19* o* 0,26 0,47 0,30
Frontaux 0,39* 0,49* 0,20 0,18 0,47 0,72 0,39(b)*
0,46* 0.64 0,33 0,26 0,51 0,48
0,55* 0,67 0,45* 0,33 0,59 0,57(b)*
0,67 0,72 0,47 0,67 0,67 0,63
0,72 0,82 0,61 0,72 0,67
0.,67* 0,74

(*) : Absorption du composé a 366 nm.
(b) : coloration bleue.

Les valeurs de ce tableau montrent que les extp@isentent des compositions
différentes en termes de nombre et de type de cedsguhénoliques présents. L'extrait éthéré
issu de I'hydrolyse alcaline suivie de I'hydrolyseide (Eth ALCA) présente plus de
composeés avec sept spots. Tout spot peut correspanah ou plusieurs composés. De plus,
un méme rapport frontal pourrait étre donné parxdeomposés différents absorbant la
lumiére ultra-violette a des longueurs d’onde dédfdes (exemples, les spots au Rf=0,67 sont
présents dans tous les extraits analysés, ils ladrsiotous la lumiére a 254nm mais dans
I'extrait d’acétate d’éthyle (Acét) obtenu a padés margines brutes avant hydrolyse apparait
sous lampe UV a 254nm et 366nm).

Par ailleurs, nous distinguons des taches ayant@me niveau de migration mais
apparaissant avec des couleurs distinctives eied'sités différentes.

Les taches ayant le rapport frontal de 0,67 poemtas’agir de I'acide caféique, celle
qui a le Rf apparue dans I'extrait éthéré (Eth A)@btenu apres hydrolyse alcaline suivie
d’hydrolyse acide, semble correspondre a I'acideoge, I'acide phénolique qui pourrait se
libérer aprés rupture des liaisons esters, padidlyse alcaline, qui liaient les molécules
d’acide gallique et de glucose dans les structiesganins hydrolysables.

Le spot dont le Rf de 0,33 correspond a celui dleliropeine également retrouvé dans
I'extrait (Acét) d’acétate d’éthyle obtenu a padis margines brutes, ce qui concorde avec
les données bibliographiques qui rapportent quenkegjines peuvent contenir I'oleuropeine a
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des concentrations variées selon guelques factdmatiques, le stade de maturation de
l'olive... (YAAKOUBI et al,2010 ; ZBAKH et EL ABBASSI, 2012).

Le Rf=0,59 est celui la quercétine eégalement rettouwdans I'extrait éthéré obtenu
apres hydrolyse dans un milieu HCI 2N. Ce qui Rsspposer que la quercétine pouvait étre
libérée, suite a I'hydrolyse acide, d’'une combioaiglycosidique antérieure.

2.2.2. Mise en évidence de la présence des taniassl les extraits méthanoliques

La mise en évidence de la présence des tanins ldansxtraits méthanoliques de
polyphénols issus des margines avant et apresrraiits de déglycosylation est réalisée par
le test au chlorure de fer (FeLlDans I'extrait phénolique issus des marginestesru
(CPMB), il a été mis en évidence qu’'un mélange a@ns hydrolysables et de tanins
catéchiques existe (annexe 12).

Le test est refait et a révélé que les marginesebrat les margines centrifugées
renfermaient des tanins cathéchiques par appadtiore couleur verte indicatrice (vert, vert-
marron), alors que pour les extraits phénoliqusssigies margines acidifiées, on a constaté
gu'il y avait une différence remarquable puisquextifait dilué a pris une couleur marron
claire. D’allleurs les résultats du dosage desntatdtaux a la casé€ine sont confirmés par de
nombreuses publications. ZBAKH et EL ABBASSI (2013pportent que les margines sont
riches en tanins et AISSAM (2003) confirme que hegrgines contiennent aussi bien les
tanins hydrolysables pouvant étre dégradés pamlysdr chimique ou enzymatique, que les
tanins catéchiques.

2.2.4. Mise en évidence de la présence des anthocyanesgltes extraits phénoliques
issus des margines

Dans le but de mettre en évidence la présencentlescyanes dans I'échantillon de
margines brutes, un traitement d’acidificationagborté. La coloration rouge indicatrice de
la présence d’anthocyanes est apparue.
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2.3. Evaluation de I'activité antioxydante avant eapres déglycosylation

2.3.1. Etude du potentiel réducteur sur ferrocyanue de potassium des polyphénols
extraits par différents solvants avant et apres traements d’hydrolyse chimique (acide et
alcaline)

Par ce test, on évalue la capacité d’'un composarsformer le F& en Fé". On
détermine ainsi la capacité de ce composé a dalaseélectrons. Cette propriété constitue un
important mécanisme de I'action anti-oxydante. Pladsorbance mesurée a 700 nm
augmente plus le pouvoir réducteur du composédest EBRAHIMZADEH et al,2008).

La figure 43 montre les DO lues lors du test deucédn du ferrocyanure de
potassium par quelques polyphénols et I'acide asgoe pris comme étalons.

Absorbﬁrrzqce a 700 Acide

35 - gallique
——Acide

3 - :
ascorbique
2.5 1 Acide
2 - caféique
1,5 - =>=Qleuropéine

0 20 40 60 80 100 120
Concentration des composés réducteurs (pg/ml)

Figure 43 : Pouvoir réducteur sur le ferrocyanure @ potassium des étalons.

Le pouvoir réducteur des quatre étalons évolue aVaaogmentation des
concentrations.

Visiblement l'acide gallique réduit plus rapidemest plus efficacement le
ferrocyanure de potassium, suivi de l'acide caféiqGette figure montre également que
I'acide ascorbique posseéde un pouvoir réducteur egli relativement faible. L'activité
réductrice de l'oleuropeine s’avere étre intermiéeljacela a été confirmé par les travaux de
GULCIN (2006).

Le potentiel réducteur des composés phénoliquesitxtdes margines brutes par
différents solvants organiques est évalué. Ledtedsidu test sont représentés dans la figure
44.
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DO a 700 nm
2,5 -
—o—CPMB acétate unig.

—li—ext. Ether
ext. acétate
=>&=ext butanol.

(e}

-20 0 20 40 60 80 100 120
concentration des ppt des extraits (ug/m

N

Figure 44 : Pouvoir réducteur des extraits méthanadues issus des margines brutes
obtenus par différents solvants.

Pour comparer I'activité des différentes substanasesiétermine le pouvoir réducteur
PRosau défini comme la quantité d’'une substancepgnpar ml du volume réactionnel qui
donne une unité d’absorbance de 0,5 & 700 nm (ARBESet YAZDANPARAST, 2007).

Les figures 45, 46 et 47 reprennent les résultédaluation de I'activité réductrice
des extraits phénoliques obtenus avant et apraslyggds acide et alcaline.
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DO a 700 nm
1,4 +

1,2 1

—&—ext acétate
=—ext butanol
—d—ext ethéré

—¥=ext butanol.

(]

T T T 1

-20 0 20 40 60 80 100 120
concentration des extraits en ppt (ug/ml)

Figure 45:Pouvoir réducteur des extraits phénoliqus issus d’'une hydrolyse avec HCI
2N.

DO a 700 nm
2,5 -

—o—ext ether
=i but.
—A—acétate
=>=but.

[e»]

-20 0 20 40 60 80 100 120
concentration des ppt (pg/ml)

Figure 46 : Pouvoir réducteur sur ferrocyanure de ptassium des quatre extraits issus
de I'hydrolyse avec HCI 6N.
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boa 7%0 _nm —o—ext d'acétate d'ethyle
=—Dbut.
ext d'ether

2,5 —>=ext but.
2

15
1

0,5

I O N T T T T T 1
-20 0 20 40 60 80 100 120
concentrations des composés réducteurs (ug/n

Figure 47 : Pouvoir réducteur sur ferrocyanure de ptassium des extraits obtenus apres
hydrolyse alcaline suivie de I'hydrolyse acide.

De ces figures, nous ne pouvons pas étre formelexeluant toute incertitude et
comparer directement les courbes données par ddiquie des composés contenus dans les
extraits. Pour cela, on a introduit le paramétre i permet de les comparer selon la
concentration pour laquelle le produit de la réductdonne une absorbance de 0,5. Ce
parameétre étant introduit pour comparer la rapidit€efficacité des composés a céeder des
électrons se montre indispensable pour une congoaraies capacités réductrices.
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Tableau XXI : Concentrations des extraits obtenusaant et apres déglycosylation
donnant apres réduction du ferrocyanure de potassim une densité optique de 0,5.

Extrait Concentrations donnant
une DO=0,5 a 700 nm (ug/ml)

CPMB 33,27
Eth 26,88
Acét 23,47
But 24,2
Acét 2N 34,33
But 2N 35,73
Eth 2N 45,25
But'’2N 33
Acét 6N 28,38
But 6N 34,30
Eth 6N 17,72
But’ 6N 22,19
Acét ALCA 18,43
But ALCA 16,52
Eth ALCA 21,10
But’ ALCA 17,09

Ces concentrations nous renseignent sur l'effiéadés composés phénoliques a
réduire le ferrocyanure de potassium. Elles sordgrsement proportionnelles a I'activité anti-
oxydante, la concentration la plus faible corresparfactivité la plus importante. Il apparait
clairement que les extraits éthérés obtenus avardpees les traitements d’hydrolyse
contenant les composeés les moins glycosylés voamenaglycones présentent des activités
moins importantes que celles des composés extaits-butanol et a l'acétate d’éthyle.
Cependant, I'extrait éthéré (Eth 6N) obtenu apyardiyse avec HCI 6N présente un 2R
plus faible (17,72 pg/ml) que celui de I'extraittémoolique (22,19 pg/ml) et I'extrait d’acétate
(Acét 6N) semble étre plus efficace (28,38ug/mg fextrait butanolique (34,30 pg/ml). On
pourrait expliquer ces différences par la difféede la composition des extraits en composés
phénoliques (DORMAN et HILTUNEN, 2010).

Une analyse statistique a été réalisée dans ldebabncrétiser les différences existant
entre les extraits et d’'interpréter aussi biendgimuement que statistiquement I'existence de
ces différences.

La raison la plus plausible est le mécanisme dactle HCI utilisé a différentes
concentrations dans les deux méthodes utiliséesef2BIN). Selon RIBEREAU-GAYON
(1968), la durée du traitement semble aussi jonerdle dans la différence des produits de
dégradation libéres.
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Visiblement, les formes aglycones de I'extrait éh@Eth 6N) sont plus actives que
celles a plus haut degré de glycosylation (monogtdiri-O-glycosylées) résistantes au
traitement acide et extraites par des solvants pilesres que I'ether ('acétate d’éthyle et le
n-butanol). Cette différence semble étre due awnctions phénoligues a haut pouvoir
réducteur engagées dans des liaisons glycosidiefuldsérées apres rupture de cette méme
liaison exercant ainsi une meilleure activité (CRES al, 2013).

2.3.2. Pouvoir anti-oxydant par le test au DPPH

L’activité anti-oxydante exprime la capacité de ugibn des radicaux libres. Ces
radicaux libres tant décriés dans diverses patiedodpans le but de pallier le systeme de
défense endogéne, les recherches s'orientent dafécbuverte de molécules antioxydantes.
Ainsi pour évaluer I'activité antioxydante de nodraits, nous avons employé la méthode au
DPPH. Ce radical libre présente une coloration s@sbre. Lorsqu’il est piégé par des
substances antioxydantes, la forme réduite corféaesolution une coloration jaune pale. Le
virage vers cette coloration et l'intensité de d¢docation de la forme libre en solution dépend
de la nature, la concentration et la puissance de slubstance anti-radicalaire
(EBRAHIMZADEH et al,2010).

L’activité anti oxydante des différents extraitbi@nus a partir des margines avant et
aprés traitements chimiques) est évaluée en suilamé&duction du radical DPPH qui
s’'accompagne par son passage de la couleur vialédateouleur jaune mesurable a 517nm.

L’activité antioxydante de la rutine, un flavonoidgycosylé, et celle de son

homologue aglycone, la quercétine, a été évaluge.rejorésentation graphique est dressée et
est représentée dans la figure 48.
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% d'inhibition 80 -
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60 -
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40 -
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Figure 48 : L'activité antioxydante de la rutine etde la quercétine.

Cette représentation illustre bien la différencactlivité anti-radicalaire, entre la forme
glycosylée et la forme aglycone. Pour pouvoir deshcomparer, des courbes de régression
ont été établies pour calculer la concentratioicafe pour réduire 50 % de DPPH (IC50) de
chacune des deux formes (figure 49 et 50). Il kéternent établi que la quercétine qui est un
aglycone posséde un pouvoir anti-DPPH plus importare celui de la rutine qui est
glycosylé. Les valeurs d’'IC50 sont données damsdieau XX.

Ceci pourrait prouver le réle de la fonction hydyex; lorsque celle-ci est libre, elle
contribue a la potentialisation de I'effet biologejde la quercétine, tandis que lorsque cette
méme fonction est bloquée par le sucre (dans lectste de la rutine) I'activité diminue
(SOKOL-LETOWSKA etal, 2007).
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% d'inhibition QUERCETINE

80 - y =0,278x + 3,006

70 - R?=0,999

60 -
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Figure 49 : Courbe de régression de l'activité antixydante de la quercétine.

% d'inhibition RUTINE
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Figure 50 : Courbe de régression de I'activité antixydante de la rutine.

Les courbes représentées en figures 51, 52, 58 ebsespondent aux activités des
composés phénoliques extraits par différents stdvarganiques a partir des margines avant
et apres traitements chimiques d’hydrolyse.
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% d'inhibition
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Figure 51 : Activité antioxydante des polyphénolsxraits des margines brutes par
différents solvants organiques.
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Figure 52 : Activité anti-DPPH des polyphénols desxtraits méthanoliques obtenus suite
a I'hydrolyse acide (HCI 2N).
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Figure 53 : Activité anti-DPPH des extraits phénoljues obtenus aprés hydrolyse avec

HCI 6N.
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Figure 54 :

Activité antioxydante des extraits phéaliques obtenus suite a I’hydrolyse
alcaline suivie de I'hydrolyse acide.
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Pour calculer I'IC50, on détermine I'équation deltaite de régression pour chac
courbe et on calcule pour une inhibition di% la concentration corresponda

% d'inhibition ACIDE GALLIQUE y =0,375x + 8,299

120 1 R2 = 0,964

100 - ®

80 -

®
60 -
®
40 -
20 - K-
O T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300
concentration d'acide gallique (ug/ml

Figure 55 : Courbe de régression de I'activité antioxydante dedcide gallique
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Figure 56 : Les valeurs d’IC50 des polyphénols extraits par diffrents solvants a partir
des margines ainsque celles des étalons.
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Figure 57 : Valeurs dedC50 des polyphénis extraits aprés hydrolyse aveHCI 2N.
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Figure 58 : Valeurs dedC50 des polyphénols extraits par différers solvants apreé:
traitement avec HCI 6N.
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Figure 59 : Valeurs dedC50 des polyphénols extraits par différents solvas apres
traitement alcalin suivi d'une hydrolyse acide

Les figures 56, 57, 58 et représentent les concentrations des extraits piggies
obtenus avant et apres traitements de déglycosylatnsi que celles des étalons réduisa
guantité de DPPH a 50% (IC5!

La différence de I'activité est mise en évidencestiisant ce parameétre (IC50) qui ¢
inversement proportionnel au potentiel d’-radicalaire d’'un antéxydant, une valet

,,,,,

Ces figures montrent égalent que les étaloret les extraits possedent des caps
de neutralisation importani; des différences de potentiel aotiydantentre les extraits
subsistent. Ces variatiopguvent étre dues a la composition des extraith@@écules an-
oxydantesL’acide gallique a montré (figue 59) une meilleasivité, due a la présence ¢
groupements (OH) hautement réducteurs ce qui ecoétidbmé par de nombreux chercheur
titre d’exemple (RIBEREAUSAYON, 196¢; GULCIN, 2006).

La quercétine montre urmeilleure activité par rapport a celle de son hagoé
glycosylé, la rutine, mettant ainsi en relief I'iorpance de certaines fonctions phénoliqu
haut pouvoir réducteur quliprsqu’elles sont impliquées dans des liaisons agigiques el
engageant eemémes fonctiol, donnent une activité inférieure due au blocagefoiestions
actives (EL HADJllet al,2006.
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La figure 56 nous renseigne aussi sur les potenéigbiéger les radicaux libres des
extraits issus des margines brutes, qui ne sontapasi importants que celui de I'acide
gallique. Au fait, un méme anti-oxydant testé sépanent a I'état pur donne une activité
différente que lorsqu’il se retrouve dans une comaote (mélange) de molécules ayant des
contributions différentes (phénomenes de synewmjemtagonisme et de compétition) (EL
HAJJl et al.2006).

Le test antiDPPH des extraits obtenus a partintegines par des solvants a polarités
différentes a montré que I'extrait butanolique tépdiis actif que I'extrait d’acétate d’éthyle et
I'extrait éthéré. Cela prouve que les moléculesples polaires ayant des formes glycanes
dans leurs structures, piegent le radical DPPH mp&lement que les autres formes moins
polaires. Dans ce cas, il est constaté que leeswontribuent a la potentialisation de I'effet
anti-radicalaire et réducteur par I'interventionlders fonctions hydroxyles (OH) réductrices
la méme explication a également été fournie parRDMAN et HILTUNEN, 2010 ; CRETU
et al,2013).

Dans le tableau XXII, sont reprises en ordre cavitdes concentrations inhibitrices
efficaces pour réduire 50% de DPPH (IC50) des wffts extraits obtenus a partir des
margines avant et apres déglycosylation.

Tableau XXII : Valeurs des IC50 des polyphénols exaits des margines avant et apres
déglycs sont osylation.

Fraction IC 50 (pg/ml) ARP (x10°) |
Eth 6N 159,25+ 1,53 63
But’ 6N 219,57+6,03 45
But’ 2N 223,24+13,78 45
But’ ALCA 243,48+0,56 41
AcétoN 280,36+22,74 35
But 2N 283,32+2,79 35
Eth ALCA 282,67+0,23 35
ButALCA 287,26+3,29 35
Acét 2N 296,32+13,98 34
But 6N 301,27+4,87 33
Acét ALCA 341,70+4,03 29
Eth 2N 357,29+14,71 28
Eth 559,83+49,68 25
Acét 436,19+44,79 23
But 403,18+28,28 18
CPMB 936,7+148 1
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Les figures 57, 58 et 59 ainsi que le tableau ssm& ci-dessus montrent qu'il y a des
différences au niveau de la composition des différextraits. Ces derniers comprennent des
molécules pouvant étre différentes tant au niveauctsiral qu’au niveau « propriétés
chimiques ». A titre d’exemple, les deux extraitseéés obtenus par hydrolyse en milieu HCI
2N et en utilisant HCI 6N présentent des profilsoamatographiques différents témoignant
d’'une composition différente. De ce fait, ils préismt des capacités de neutralisation du
DPPH différentes puisque I'extrait (Eth 6N) posséne capacité anti-oxydante (ARP.10
%-63) et I'extrait (Eth 2N) (ARP.I8-28) soit deux fois plus efficace. Les aglyconegrés
par la méthode de traitement acide des margines B 6N présenteraient dans leurs
structures des groupements plus actifs que cewepi® dans les structures des aglycones des
autres extraits éthérés Eth 2N et Eth ALCA.

Les extraits butanoliqgues obtenus aprés I'extractid’éther diéthylique (But’'6N) et
(But’ 2N) suite aux traitements utilisant HCl 2N @& semblent donner la méme capacité
anti-oxydante (ARP.I®= 45) laissant penser que les entités moléculapagenues dans les
deux extraits sont identiques, et que les polyplségigcosylés ayant échappé aux traitements
d’hydrolyse sont les mémes, mais le traitemenissigiie des résultats révele que I'extrait
(But’ 6N) est plus actif que les autres extraittaboliques (annexe 13).

Il a été constaté, par les tests réalisés dans pattie, que les extraits sont différents
aussi bien gualitativement que quantitativement.

Le traitement statistique des résultats des potages d’inhibition calculés pour
chaque concentration des composés phénoliquestexkant et apres déglycosylation par
'analyse de la variance (ANOVA a deux facteurs),pkremier est la concentration car le
pouvoir anti-oxydant varie selon la concentratibledype de solvant utilisé.

Les différents extraits phénoliques sont alors lysés selon les valeurs de
pourcentages d’inhibition qu'ils présentent en farc des concentrations, trois répétitions
d’évaluation de I'activité anti-DPPH ont été prisgscompte.

Les résultats du test montrent qu’il y formatia@s djroupes homogenes classés dans le
tableau en Annexe 13 (de A a K) selon un ordreadésant de la moyenne la plus élevée
attribuée a I'acide gallique pris comme référericég plus faible appartenant aux composeés
phénoliques totaux des margines brutes (CPMB). éwn d'un méme groupe homogeéne, les
différences entre les extraits n'existent pas. T@mgl’entre groupes homogenes, les
différences sont tres hautement significatives (8=00,001).

Le groupe (B) qui suit I'acide gallique (A) estnsitué uniguement d’'un seul extrait
(Eth 6N) qui s’est avéré le plus puissant le compiaa d’autres extraits, prouvant ainsi que
ce type d’hydrolyse libére des composés aglyconeésnga pu extraire a I'éther et qui
possédent une activité anti-radicalaire assez imapte présentant des différences
significatives au seuil de 0,1% .
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La variable mesurée (pouvoir anti-oxydant) vargma d’'un solvant a un autre, on
remargue que la probabilité d’acceptation de I'gpee qu'il n'y aurait pas de différences
entre l'activité des extraits phénoliques est dé.J0soit, une valeur inférieure a un pour mille
(P=0,001), les différences entre les groupes deastd sont donc tres hautement
significatives. Selon ce méme tableau, on congjatela plupart des extraits butanoliques
montrent une bonne activité. Ainsi, on pourraitlégent remarquer que I'extrait éthéré (Eth
ALCA) obtenu aprés hydrolyse alcaline suivie d’tolgise acide est plus efficace que I'extrait
éthéré (Eth 2N) obtenu suite a I'hydrolyse a 'HZN. La différence entre l'activité des
extraits est due a la différence de compositionédeantillons testés.
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+ Discussion générale :

RODI etal. (2002) ont rapportés gu’apres extraction de I'hdildive, moins de 2% des
composés phénoliques de fruit (annexe 14) se narudans celle-ci et plus de 98% passent
dans les margines appelées aussi eaux de végétadioimonséquence, ce résidu peut étre
considéré comme une source importante de ces cé@sipba qualité et la quantité des
polyphénols contenue dans les margines dépendeplusgieurs facteurs qui sont en général
d’ordre géographique, variétal, saisonnier et lelend'extraction.

Les polyphénols sont fréequemment rencontrés sousefa@lycosylée. La présence
d’un sucre modifie les propriétés de la moléculerppport a son analogue non glycosylé en
particulier sa solubilité et son hydrophobicité BXID et al, 2011). La liaison entre
I'aglycone et I'ose se fait généralement par I'es dhydroxyles phénoliques, en particulier
ceux en position 3 (pour les flavonols) ou en 7udes flavones) et parfois en 6 ou 8 si ces
positions sont hydroxylées. Les acides phénoliggeant a eux, lient les sucres par
estérification de leurs fonctions acides. Les ppagx monosaccharides entrant dans leur
composition sont : le D-glucose, le D-galactosel{hamnose, I'acide D-glucuronique,
'acide D-galacturonique, le L-arabinose, le D-380 et occasionnellement le D-allose,
I'apiose et le D-mannose. Les sucres les plus ooment rencontrés sont le D-glucose et le
L-rhamnose (ALMELAet al,2006 ; MANCHEIXet al, 2005).

Les taux de polyphénols, de flavonoides et de suotaux sont estimés en utilisant des
courbes d’étalonnage respectivement a I'acideqgal{R=0,999), & la quercétine $80,997)
et au D-glucose (0,998). D'une maniére générale, les taux des cedmalosés ont
augmenté apres deéglycosylation, surtout par rappocelui des polyphénols totaux qui
s’avere prometteur puisque il témoigne de la lith@nade certaines entités qui auraient eu des
liens glycosidiques avec des structures glycandgredd’exemple, le taux de polyphénols est
estimé a 3,64 + 0,58 mg équivalent d’acide galligé&s/g de matieres seches totales (MST)
de I'extrait éthéré obtenu sans traitement chimides margines et s’éléve a 35,70 = 0,231
mg d’EAG/g MST aprés hydrolyse en milieu HCI 2N.Hér diéthylique extrait les formes
aglycones tandis que l'acétate d’éthyle est sppafiaux formes monoglycosylées etnle
butanol pour les tri-O-glycosides et les C-hét@hesj pour son caractére polaire (Letal,
2014). 412 mg/g MST est la quantité de sucres xosguproximative représentant la fraction
glucidique totale dans les margines délipidées’l{axane) estimée par la méthode de
DUBOIS etal. (1956). Une petite partie seulement de cette iégudisse, lors de I'extraction
a l'acétate d’éthyle des composés phénoliques, baxtsait phénolique (méthanolique) et
est estimée a 15,47 mg/g de MS (soit 3,75 %). CQurrpit suggérer que cette fraction
représente la partie glycane liée aux polyphénoisqoe I'acétate d'éthyle est spécifique aux
polyphénols (ALLOUCHEet al, 2004 ; LIUet al,2014).

L’analyse qualitative des extraits polyphénoligisssis des margines brutes et délipidées
par la chromatographie sur couche mince a révék lga deux extraits ont la méme
composition qualitative et contiennent un nombnesiérable de constituants visibles sur les
profils chromatographique Les profils chromatogigphs prouvent qu’il y a eu bien
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libération des polyphénols de liaisons glycosidgjaatérieures puisque les extraits obtenus
avant et apres déglycosylation, présentent degrdiftes au niveau du nombre de taches
apparues des extraits butanoliques confirmant &nsicontenance en formes glycosylées, au
visible déja et sous UV. Les polyphénols des estréihérés semblent migrer plus loin que
ceux des autres extraits témoignant ainsi de latactere peu polaire par I'enlévement de
sucre par les traitements chimiques acide et/ocalialpréalablement apportés. De plus, la
couleur des spots (spots de couleur rouge, blewmej..) confirme la différence entre les
formes aglycones ou moins glycosylées libéréesasatifférents traitements, ceci ne pourrait
étre expliqué que par le fait des mécanismes dlaae chaque méthode utilisée qui lui est
spécifiqgue (on donne I'exemple de I'hydrolyse dlmllibérant les acides phénoliques qui
apparaissent sous UV sous des aspects bien petpaes couleurs spécifiques (fluorescence)
a la molécule).

Le test au DPPHe n’est pas quantitatif, il permetcdmparer différents extraits entre
eux selon leur capacité a piéger le DPPHe et aitagiprécier les variations qualitatives des
composeés phénoliques. L’évaluation de l'activitéi-eadicalaire doit étre interprétée avec
précaution du fait que I'absorbance du DPPHe a ®A®-nm diminue sous l'action de la
lumiére, de I'oxygéne, en fonction du pH et le tglesolvant additionné a I'antioxydant.

Les profils d’activité anti radicalaire obtenus &#nt que les extraits possedent une
activité anti radicalaire dose dépendante. LOZIENEaI. (2007) ainsi que DAMAKet al.
(2008) ont rapporté que la concentration en polgplgtotaux est corrélée significativement
avec la capacité antioxydante évaluée généralepaee test de DPPH.

Selon BENAVENTE-GARCIAet al (2000), I'activité anti-oxydante de l'oleuropéine
est principalement due a la partie hydroxytyrosahsl sa structure. L'autre facteur qui
détermine le potentiel antioxydant des CP est kbil¢ du radical aroxyl formé
(BENAVENTE-GARCIA et al, 2000). Les propriétés anti-oxydantes des O-diplsésont
associées a leur capacité a former des liaisonsggdes intermoléculaires entre le groupe
hydroxyle et les radicaux phénoxyliques (VISIOLIGALLI, 1998).

Les résultats que nous avons obtenus, concordewt @s conclusions tirées par la
littérature. D’apres les résultats obtenus jusquigsent, I'AG a montré globalement la plus
haute activité qui peut s’expliquer par le fait cqgen cycle aromatique porte trois groupes
hydroxyles, I'activité anti-oxydante augmentant @Ve degré d’hydroxylation (PULID@t
al, 2000 ; ANTOLOVICHet al, 2004). L’AT présente également une activité imgpate de
part sa structure O-diphénolique. L’AT constituépasieurs molécules d’AG, montre une
capacité réductrice et de piégeage de RL impodamizs le plus souvent légérement plus
faibles que celle de 'AG. Ces résultats ne s’appuipas toujours que sur le fait de
I'augmentation du degré d’hydroxylation.
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D'aprés MOLYNEUX (2004) ; BOUZID etl. (2011) etGRESELEet al. (2011),
plusieurs facteurs influent sur le potentiel anyident et la cinétique de réduction, notamment
les conditions de la réaction (temps, rapport agtant/DPPHe, type de solvants, pH) et le
profil phénolique en particulier. De méme pour DAKAet al. (2008) qui ont suivi
I’évolution de l'activité des polyphénols issus addises a differents stades de maturation, ont
rapporté que les valeurs des IC50 de ces mémeaitexphénoliques diminuaient avec la
maturation des olives, ceci a été expliqué par &gradation de I'oleuropeine en
hydroxytyrosol et en d'autres composés dérivés aéms de molécule de glucose (cas de
I'oleacine) ceci a fait I'objet des études menées EZERWINSKA et al. (2012) et
IMPELLIZZERI et al (2011 et 2012).

La structure chimique et la polarité de l'antioxgtissont déterminantes pour sa
capacité a piéger les radicaux libres (MALHEIROal, 2011). Des effets synergiques mais
aussi antagonistes ont été observés dans desosslutiodeles qui contiennent plusieurs
composes fonctionnels a activité anti-radicaldf&@nmoins, ces observations sont basées sur
une simple estimation des activités des composésqgiwdes études plus poussées seraient a
mener avec des extraits réels (POPO\ACAI, 2009).

L'évaluation de l'activité anti-oxydante montre duy a une différence entre les
formes glycosylées et les formes moins glycosytéesncore aglycones. En effet, les CPMB
extraits a l'acétate d’éthyle montrent le plus ilpouvoir antioxydant (0,001). Lorsque
I'extraction est faite sur le méme échantillon dargmes utilisant des solvants a polarité
croissante il a été démontré que les polyphéntisueés dans les mémes margines avaient
des pouvoirs réducteurs et anti-radicalaires (ARiffrents puisque chaque ensemble de
formes quasiment similaires se retrouve dans uragbbien défini. Ainsi, les PP des extraits
(But), (But2N) et (But'2N) possedent des ARP siguifivement supérieurs (0,0018,0035
et 0,0045) a ceux des PP des extraits (Eth), (A€t 2N) et (Acét2N) avec une probabilité
(P<0,001), ce réesultat concorde avec les traval@RIETU etal. (2013).

Au contraire, les PP des extraits (But6N) et (BNYy®btenus suite a I'hydrolyse par
HCI 6N, ont des ARP respectifs de 0,0033 et 0,08@raparativement aux PP des extraits
(Acét 6N) et (Eth 6N) avec des ARP respectifs @87 et 0,0045 prouvant ainsi que les
formes des PP libérées par cette méthode et testrpar len-butanol sont différentes de
celles extraites par le méme solvant et ayant wvqgioimportant.De plus, il a été démontré
que l'activité antioxydante de I'extrait éthéré et aprés hydrolyse a I'HClI 6N est
statistiqguement supérieure a celle des extraitanaligues (§0.001), eux-mémes sont plus
actifs que I'extrait d’acétate d’éthyle obtenu apl& méme traitement. Il existe probablement
des différences qualitatives dans la nature despoeés phénoliques des extraits obtenus
apres les différents traitements chimiques (quresmtdans la composition des extraits)
influencant le pouvoir antioxydant des extraits.
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Il a été méme constaté que l'activité de I'extéhiéré issu de I'hydrolyse a I'HCI 6N
avait une activité statistiquement plus élevée (ARB063) que celle de I'extrait éthéré issu
de I'hydrolyse a HCI 2N (ARP : 0,0028) ceci conferait davantage I'hypothése de la
différence de mécanisme d’action des réactiong®pdoduits de dégradation.

De plus, le temps d’exposition de HCI aux molécyleénoliques est différent, faisant
ainsi apparaitre des différences au niveau deiVitetdes extraits qui en découlent. Ceci
pourrait étre du a la nature des composés libéresahctions qui est certainement différente
et aux mécanismes mémes des réactions qui présentaites différences.

On pourrait également expliqguer ces différences lga présence de certains
groupements libérés par un type d’hydrolyse mais par un autre, accomplissant cette
fonction anti-radicalaire. Dans ce contexte, LIU at (2014) ont rapporté que les
biomolécules phénoliques extraites par I'acétaéhgle et par lan-butanol possédaient des
groupements polaires (parties glycanes) qui leumptent d’acquérir et de potentialiser
certaines fonctions notamment (solubilité, actigitdvenging...).

D’ailleurs JU et ses collaborateurs (2012) ont\iéoque I'extrait d’acétate d'éthyle
était le plus actif il s’est avéeré que ce méme aixtcontenait une quantité importante
d’hydroxytyrosol ce qui fait augmenter l'activitéavenging (anti-radicalaire).

La comparaison entre l'activité des molécules phéues extraites par la-butanol
(solvant polaire) et celles extraites par les sutvanoins polaires (acétate d’éthyle et éther)
montre que les formes polaires possedent une téctelativement meilleure, ce qui pourrait
laisser supposer que les formes se trouvant dertdit butanolique possédent soit, plus de
structures glucidiques liées; soit, des groupemieydsoxyles (OH) ou autres... possédant un
caractére polaire pouvant contribuer a la potas@iibn du pouvoir a réduire les radicaux
libres. Ceci a été également remarqué et concllLibhet al.(2014) suite a leur étude sur les
extraits butanolique, éthéré et d’acétate d’ét@eomposés phénoliques d’'un autre matériel
végétal ainsi que celle de DORMAN et HILTUNEN (BQlapportant ainsi la méme
conclusion.

Pourtant, les flavonoides glycosylés ont une aétiamtioxydante inférieure a celle des
flavonoides non glycosylés. Par exemple la rutistepeesque dix fois moins active que la
quercétine, son homologue aglycone (SOKOL-LETOWSKA al, 2007 ; BOUZIDet al,
2011 ; CRETkt al, 2013).

Selon BRAND-WILLIAMS et al. (1995) et RICE-EVANS (1996), I'activité peut
également différer d'un stéréoisomére a un autest-a-dire que lors de I'évaluation de
I'activité de composés phénoliques dont les strastune différent que par I'orientation des
fonctions phénols (OH) (position ortho, para ...), peuvoir antioxydant s'avére étre
nettement différent d’'une molécule a une autre. &meée plus récente menée par CRETU et
ses collaborateurs (2013) vient confirmer ces dims comparant l'activité de quelques
étalons phénoliques (flavonoides) qui ne sont @diffts que par I'orientation des groupements
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hydroxyles, la quercétine s’est montrée plus ac{iVEAC 4,72 + 0,10) relativement au
kaempférol (TEAC 1,34 + 0,08).

Les interactions entre les especes réactives eintesxydants dépendent de plusieurs
parametres biologiques, physiques et chimiqueguella structure, la taille, la solubilité et le
potentiel oxydo-réducteur (pouvoir réducteur) (BRAWILLIAMS et al, 1995).

Généralement, un bon inhibiteur est un agent ayamtactivité antioxydante qui varie
proportionnellement avec sa concentration (ANTOLOMIet al, 2004), ce qui est le cas de
tous les extraits testés ainsi que les étalonprisme références.

Dans leur étude, TEDESC@t al. (2001) ont montré l'effet protecteur des
anthocyanines du vin rouge sur les érythrocytesdmsrtraités au 0., ils ont conclu que
les dérivés O-glycosyles étaient responsables dé&daction considérable du niveau des
ERO. De ce fait, la présence d'un tel sucre sur fuaetion aglycone augmenterait la
solubilité de la molécule, permettant de piégeicaffement les RL aussi bien a la surface de
la membrane qu’a I'intérieur du globule rouge (NADR etal, 2012a).

D’apres EBRAHIMZADEH et al. (2008), la cinétique des flavonoides repose
essentiellement sur la position de la double lraidans le cycle C ainsi que la position des
groupements hydroxyles. D’aprés BRAND-WILLIAM& al. (1995), la force de réactivité
dépend du nombre d’hydrogéne pouvant étre céddesugroupements hydroxyle de la
molécule antioxydante. En effet, la structure derdéine montre la disponibilit¢ de 2
hydrogénes, ce qui suppose qu'une mole de rutiné giéger deux moles de DPPH-. Cela
explique la cinétiqgue rapide observée (BRAND-WILMAS et al, 1995). Les polyphénols
englobent un ensemble de molécules de structuiféseites qui peuvent avoir plus ou moins
deux hydrogénes disponibles et dont les cinétigieeséactions ne seraient pas les mémes
(KAVIARASAN et al, 2004). Ceci pourrait expliquer a la fois l'allufginétique) moyenne
observée et la forte activité de ces derniers [ffi@t e synergie par rapport a la rutine
(HILDAGO et al, 2010 ; TAI etal, 2010). En dehors de 'hydrolyse des hétérosjlesjeurs
transformations, dont il faut tenir compte, peuvenproduire pendant le chauffage en milieu
acide. La plus importante est la transformation t toau moins partielle des
leucoanthocyanidines (flavanediols-3,4) en anthoiciaes ; ceci est valable également pour
les formes condensées qui constituent les tanias. d@nséquent les anthocyanidines,
présentes aprés hydrolyse acide, peuvent prowsaiirde I'hydrolyse des anthocyanines, soit
de la transformation des leucoanthocyanidines. sll feéquent de voir apparaitre une
coloration rouge, par chauffage en milieu acidendissu ne contenant pas d’anthocyanes.

A coOté de la formation d’anthocyanidines, le chag& en milieu acide des
leucoanthocyanidines conduit également a des p@sodpolymérisés. Les catéchines
(flavanols-3) donnent aussi une telle transfornmatioais sans apparition d’anthocyanidines.
Ces produits de polymérisation se trouvent suclgematogrammes, sous forme de trainées
mal définies partant de la ligne de départ (RIBEREAGAYON, 1968). L'apparition des
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produits d’hydrolyse et de toutes ces transformaticonduit a des variations dans I'activité
biologique du milieu réactionnel (en la potentiatisou au contraire en la diminuant).

Selon certains travaux, la capacité réductriceaegtnentée par les orientations ortho
et para des groupements hydroxyles du phénol (CHitviil, 1991 ; CHENet al, 1996 ;
MCDONALD et al, 2001 ; CHENet al,2007). Le nombre de substituants hydroxyles dans |
noyau aromatique et la nature des substituants asitign para ou ortho, sont des
caractéristiques structurales importantes détemitiactivité (CHIMI et al, 1991). Ces
composés réagissent avec les RL et génerent uneaouradical stabilisé par l'effet de
résonance du noyau aromatique (BRAND-WILLIAMSal, 1995).Des études semblables sur
les flavonoides ont montré que le degré de I'agtigntioxydante est corrélé avec le nombre
de groupes hydroxyles. Le nombre de groupes OHues Ipositions sur le noyau aromatique
sont des parameétres importants pour les flavon@tkes phénols en général (RICE-EVANS,
1996 ; CAOQet al, 1997). Quant a l'activité anti-oxydante des CPMBe peut étre expliquée
en grande partie par la richesse de cet extraitReayant une structure o-diphénolique.
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Conclusion

Nous nous sommes intéressés a I'évaluation deviicanti-oxydante des composés
phénoliques (CP) issus des margines d'olives dari@téChamlalavant et apres traitements
chimiques d’hydrolyse des liaisons glycosidiques kgraient les parties glycanes aux
polyphénols afin de cerner le réle que pourraiejde sucre dans l'activité biologique.

La quantification et I'extraction des polyphénols partir des margines avant
traitements chimiques, ont permis de mettre erfrédi présence de composés a structures
différentes dans I'’échantillon de départ.

L’emploi, lors de I'extraction des CP, des solgntganiques a polarité croissante
montre que la quantité et la qualité des polyptgmantenus dans ces solvants étaient
différentes. Le taux de CP extraits par I'étheacétate d’éthyle et le-butanol est de (3,64 +
0.58), (5,22 £ 0.69) et (12,60 + 0.26) mg EAG/gMIBT, respectivement.

Les méthodes d’hydrolyse chimique destinées a rerfgy liaisons pouvant unir un
sucre a un polyphénol ont été mises au point. Léthades d’hydrolyse acide utilisant HCI
2N et 6N sont destinées a la rupture des liaisargtals (-C-O-C-) et la méthode de
I'hydrolyse alcaline est employée pour tenter depeo les combinaisons esters (-CO-O-C-)
éventuelles.

La quantification des CP extraits par les troivaots organiques précédemment cités
a partir des margines apres traitements acidesudbasique, montre clairement la libération
des polyphénols des combinaisons antérieures sl s’éleve a (35,70 + 0,23), (45,6
0,79) et (39,50 + 0,50) mg EAG/g de MST des exraithéré, d'acétate d'éthyle et
butanolique respectivement suite a I'hydrolyse diremHCI 2N ; et a (10,415 * 3,23), (25,66
+ 0,225) et (65,875 * 6,45) mg EAG/g de MST respeatent des extraits éthéré, d’acétate
d’éthyle et butanolique aprés traitement utiligd@i 6N.

Le dosage des flavonoides et des sucres totauxéaBsé permettant ainsi de
confirmer que les formes phénoliques les plus pedaise trouvent dans les extraits
butanoliques, ces formes ne sont autres que lewefoglycosylées des polyphénols.

L’analyse qualitative par chromatographie sur ceuctfince des extraits phénoliques
obtenus avant et aprés traitements chimiques degimea met en évidence la présence de
nouvelles entités moléculaires pouvant correspoadxeoroduits d’hydrolyse.

L'évaluation du pouvoir réducteur sur le ferrocysnuwde potassium ainsi que le
potentiel anti-radicalaire par le test au DPPH atmoque les CP issus des margines brutes
étaient doués d’une activité anti-oxydante. L'eixtpbaitanolique s’est montré le plus actif. Ces
mémes tests ont été réalisés sur les extraits pyées obtenus aprés traitements des
margines, et ont montré que I'extrait obtenu apr@&isement des margines en milieu HCI 2N
contenant les formes les moins polaires (aglycomss)celui qui possédait une activité
minimale. Au contraire, lors du traitement acides deargines utilisant HCI 6N, les formes
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aglycones libérées avaient des capacités de fisati@ meilleures que celles des autres
extraits contenant des formes glycosylées.

Nous retenons de notre étude que les méthodes aiggsint pour la déglycosylation
sont fiables a un certain degré et libérent chac@seproduits spécifiques selon le mécanisme
d’action du réactif hydrolytique.

Certaines méthodes d’hydrolyse semblent libérer atggcones qui présentent une
meilleure activité par rapport a celle des formbsapylées (cas de la méthode d’hydrolyse
utilisant HCI 6N) ; d’autres (la méthode d’hydradyacide en milieu HCI 2N et la méthode
d’hydrolyse alcaline suivie d’'un traitement aci@el) contraire, liberent en plus des aglycones,
des formes glycosylées ayant échappé a I'hydrodysarésentant une meilleure activité. II
semblerait que les sucres dans certains cas coertailent a la potentialisation de la capacité
anti-oxydante lorsque leurs fonctions réductricad fibres.

La caractérisation structurale, par spectroscappaerésonance magnétique nucléaire
des entités moléculaires issues des margines avapres déglycosylation s’impose dans le
but de valoriser les composés phénoliques des imesrgconsidérées comme source
importante d’antioxydants naturels et peut congibde cette maniére a diminuer leur effet
polluant sur I'environnement;

1. proposer des méthodes d’extraction et de préservdas extraits phénoliques ;

2. dans le cas d'un usage a des fins alimentairesétdegs toxicologiques poussées
devraient étre entreprises dans la mesure ou & taproduit naturel » n’est pas
suffisant pour garantir la totale innocuité de cemposés car ces extraits sont
obtenus par des solvants dont les résidus peutrerto&iques.

Au vue de l'activité anti-oxydante importante detames formes des CP (aglycones
et glycosylées), il serait intéressant d’envisatgetes incorporer dans des produits aussi bien
a visée alimentaire, pharmaceutique qu’en cosnmgilpermettant ainsi d’augmenter leur
conservation.
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Annexe 03 : Extraction de I'huile d'olive par le sgtéme de presse traditionnel.
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Annexe 04: Procédés d’obtention d'huile d'olive (Centre d’Adivités Régionales pour le




Annexe 05 : Composition minérale des margines (SALEMINI, 1985).

Elément Concentration (mg:)
Orthophosphates (PQ 3) 800,6
Chlorures (Cl-) 270,2
Sulfate (SO 2) 16,68
Sodium (Na) 5370,9
Potassium (K+) 15295,5
Calcium (Caz+) 1167,6
Magnésium (Mge+) 410,3
Fer (Fe) 103,4
Aluminium (Al) 8,34
Chrome (Cr.) 0,66
Nickel (N) 3,36
Cobalt (Co) 1,33
Manganése (Mn) 1,66
Cadmium (Cd) 0,83
Oxyde de silicium (SiQ) 41,7
Zinc (Zn) 10,0

Annexe 06: Composition phénolique des margines étigts par D’ANNIBALE et al

(2000).
Composé phénolique Teneur (mQ)
Acide 3-hydroxybenzoique 28
Acide 4-hydroxybenzoique 71
Acide 3-hydroxyphénylpropionique 70
Acide 4-hydroxyphénylpropionique 23
Acide 4-hydroxyphénylacétique 23,4
4-hydroxyphényléthanol 173
Catéchol 234
Acide 3,4-dihydroxyphényléthanol 438
Acide 3,4-dihydroxyphénylacétique 92
Acide 2,3-dihydroxyphénylacétique 16,4
Acide 3,4-dihydroxyphénylpropionique 11,7
Acide 3,4-dihydroxycinnamique 35,2
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Figure 1. Chromatogramme HPLC de I'extrait phénolique des margines brutes
Figure 1. HPLC chromatograms of the phenols from raw olive mill effluent

Annexe 07 : Rofil chromatographique de I'extrait phénolique desmargines brutes
(ACHAK et al,2009).
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Annexe 08: Déséquilibre de la balance entre pr-oxydant et antioxydant
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Annexe 09 : Extraction liquide -liquide (par solvants organiques’



Annexe 10 : Préparation des solutions
o Préparation de la solution de carbonate de sodiumN@,CO3) 7%
Dissoudre 7g dans un volume de 100ml d’eau distillé
o Préparation de la solution mere d’acide gallique deoncentration (200ug/ml)

Une quantité de 5mg (pesée a 'aide d’une balaegaécision) est dissoute dans 25 ml d’eau
distillée.

» Dilutions a partir de la solution mére :pour avoir des solutions diluées a partir
d’une solution mere, appliquer la regle (C1=C; V>).
C,: concentration de la solution diluée que I'on verdparer (par exemple,€100
Hg/mi)
V,: le volume connu de la solution diluée (par exemp=1000ul).
C,: Concentration de la solution merg£200ug/ml).
V1: le volume inconnu de la solution mere qu’il fapélever et ajuster a 1000l avec
I'eau distillée pour avoir une concentration findke100ug/ml.

Application : V1=C, V,/C;
V= 100.1000/200 = 500pl.

o Préparation d’une solution de chlorure d’aluminium (AICI 3) 2% dans le
méthanol : Dissoudre 2g de AlGldans 100ml de méthanol.

o Préparation d’'une solution de Fe C}1% : 1g de FeG——> Dans 100ml d’eau
distillée.

0 Solution de ferrocyanure de potassium 1% : dissolidr de ferrocyanure de
potassium (KFe(CN)), dans 100ml d’eau distillée.
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Annexe 1. : Chromatographie sur couche mince.



Annexe 12 : Résultats de la mise en évidence depl&sence des tanins dans les extraits
méthanoliques obtenus avant et apres déglycosylatio

A. Extraits méthanoliques obtenus suite a I'extractiorpar les trois solvants a
polarités croissanteq1.extrait éthér@. extrait d’acétate d’éthyl8. extrait
butanolique).

B. Extraits méthanoliques obtenus aprés hydrolyse au ifreu HCI 2N.
A gauche :avant traitement au Fefl
A droite : aprées traitement au FeCl

1. Extrait phénolique d’acétate d’éthyle obtenu aipdes margines brutes (CPMB).
2 Acét2N.3.But 2N.4 Eth 2N5. But’ 2N.



C. Extraits obtenus a partir des margines traitées aveHCI 6N.
1.Acét 6N2.But6N.3.Eth6N4.But’6N.

D. Extraits obtenus a partir des margines ayant suliiaiment au NaOH suivi d'un
autre a I'HCI.
1.Acét ALCA.2.But ALCA.3. Eth ALCA4.But’ ALCA.



Annexe 13 : Les groupes homogénes.

LIBELLES | MOYENNES GROUPES HOMOGENES
ACGAL 45,814 A
ETH6N 35,144 B
BUTP6N 30,068 C
BUT6N 27,228 D
BUTP2N 26,847 D
BUTPalc 23,827 E
ETHalc 21,697 F
ACET6N 20,739 G
ACETalc 20,114 G
BUTalc 20,073 G
BUT2N 19,996 G
ACET2N 18,948 H
ETH2N 13,154
ETH 12,81
ACET 11,85
BUT 11,449
CPMB 9,053
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Annexe 14 : Structures chimiques des polyphénolsadtifiés dans les fruits, les feuilles et
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les huiles d’'olive classées par ordre alphabétiqU®MAR, 2010).



