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Résumé :  

L’industrie oléicole produit principalement l’huile d’olive et engendre deux résidus : 
l’un solide (les grignons) et l’autre liquide (les margines). Ce dernier est caractérisé par sa 
richesse en matière organique représentée essentiellement par les composés phénoliques(CP). 
Ces derniers sont, par excellence, des inhibiteurs de l’oxydation par piégeage des radicaux 
libres, identifiés comme des antioxydants naturels. Dans ce contexte, cette présente étude a 
pour objectifs d’étudier l’activité antioxydante des polyphénols présents dans les margines de 
la variété chamlal par le biais de divers tests ainsi que le rôle que joueraient les sucres liés aux 
CP. Les CP sont extraits par différents solvants organiques (acétate d’éthyle, éther diéthylique 
et n-butanol). Les formes glycosylées ont subi des traitements par hydrolyse acide à 
différentes concentrations de HCl destinés à rompre les liaisons simples et alcalins afin 
d’hydrolyser les esters.  

Les propriétés antioxydantes des formes hétérosidiques et aglycones, ont été évaluées, 
avant et après déglycosylation par le test au DPPH et la réduction du Ferrocyanure de 
potassium.  

Le taux de CP est remarquablement plus élevé après déglycosylation prouvant ainsi 
leur libération de toute combinaison antérieure, puisque la quantité de l’extrait éthéré, 
butanolique et d’acétate d’éthyle avant traitement est respectivement de (3,64 ± 0,58), (12,60 
± 0,26) et (5,22 ± 0,69) mg/g de matières sèches totales et s’élève après hydrolyse chimique 
acide à (35,70 ± 0,23), (45,60 ± 0,79) et (39,50 ± 0,50). Les résultats de l’évaluation de 
l’activité des extraits obtenus à partir des margines avant et après traitements chimique de 
déglycosylation sont soumis à une analyse statistique. Les fractions, extraites après traitement 
en milieu HCl 2N, contenant un taux plus élevé en sucres sont celles qui présentent 
statistiquement une meilleure activité anti-radicalaire et un meilleur pouvoir réducteur 
comparativement aux extraits qui contiennent des CP moins glycosylés. Par contre, l’extrait 
éthéré, contenant les formes aglycones, obtenu après hydrolyse à HCl 6N, est statistiquement 
(P<0,001) plus actif que les autres extraits (butanoliques et d’acétate d’éthyle).  

De plus, le temps d’exposition des molécules phénoliques à l’HCl est différent, faisant 
ainsi apparaitre des différences au niveau de l’activité des extraits qui en découlent. Ceci 
pourrait être du à la nature des composés libérés des réactions qui présentent statistiquement 
des différences très hautement significatives et aux mécanismes mêmes des réactions qui 
présenteraient des différences. 
 

 Nous retenons de notre étude que les méthodes mises au point pour la déglycosylation 
sont fiables à un certain degré et libèrent chacune des produits spécifiques selon le mécanisme 
d’action du réactif hydrolytique. Certaines méthodes d’hydrolyse semblent libérer des 
aglycones qui présentent une meilleure activité par rapport à celle des formes glycosylées ; 
d’autres au contraire libèrent en plus des aglycones, des formes glycosylées ayant échappé à 
l’hydrolyse et présentent une meilleure activité. Il semblerait que les sucres dans certains cas 
contribueraient à la potentialisation de la capacité antioxydante lorsque leurs fonctions 
réductrices sont libres. Au vue de l’activité anti-oxydante importante de certaines formes des 
CP (aglycones et glycosylées), il serait intéressant d’envisager de les incorporer dans des 
produits aussi bien à visée alimentaire, pharmaceutique qu’en cosmétologie permettant ainsi 
d’augmenter leur conservation. 
 
Mots clés : Margines/Polyphénols/Déglycosylation/Activité anti-oxydante/DPPH/Pouvoir 
réducteur. 



                                                                                                                                                                                                                                                          

 

 

 

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

solid (olive pomace) and the other liquids (olive mill wastewater). This last is characterized 
by its high content in organic matter represented primarily by the phenolic compounds (CP). 
The latter are mostly the inhibitors of oxidation by trapping the free radicals, identified like 
natural antioxydants. In this context, this present work aims to study the antioxydant activity 
of polyphenols present in the margines of the Chamlal variety by the means of various tests as 
well as the part which sugars related to the CP would play. The CP are extracted by various 
organic solvents ( ethyl acetate, diethylic ether and N-butanol). The glycosyl forms underwent 
treatments of acid hydrolysis to various concentrations of HCl intended to break the simple 
and alkaline connections in order to hydrolize esters. The antioxydant properties of the 
heterosidic forms and aglycones, were evaluated, before and after deglycosylation by the test 
with the DPPH and the reduction of the potassium Ferrocyanide. The rate of CP is remarkably 
higher after deglycosylation thus proving their release of any combination the former, since 
quantity of the ether extract , butanolic and of ethyl acetate before treatment is respectively of 
(3,64 ± 0,58), (12,60 ± 0,26) and (5,22 ± 0,69) mg/g of total dry matters and rises after acid 
chemical hydrolysis with (35,70 ± 0,23), (45,60 ± 0,79) and (39,50 ± 0.50). The results of the 
activity evaluation of the extracts obtained starting from the margines before and after 
chemical treatments of deglycosylation are subjected to a statistical analysis. The fractions, 
extracted after treatment in a medium HCl 2N, containing a higher sugar rate are those which 
statistically present a better anti-radicalizing activity and a better reduction compared to the 
extracts which contain glycosyl CP. On the other hand, the ether extract, containing the 
aglycon forms , obtained after hydrolysis with HCl 6N, is statistically (P< 0,001) more active 
than the other extracts (butanolic and of ethyl acetate).  

Moreover, the duration of the phenolic molecules to HCl is different, thus revealing 
differences on the level of the activity of the extracts which result from this. This could be due 
to the nature of the released compounds of the reactions which present statistically differences 
very highly significant and with the same mechanisms of the reactions which would present 
differences. We retain from our study that the methods developped at the point for the 
deglycosylation are reliable with a certain degree and release each specific product according 
to the mechanism of action of the hydrolytic reagent. Certain methods of hydrolysis seem to 
release the aglycons which present a better activity compared to that of the glycosyl forms; 
others on the contrary release in addition to the aglycons, the glycosyl forms which escaped 
from the hydrolysis and present a better activity. It would seem that sugars in certain cases 
would contribute to the potentiation of the antioxydant capacity when their reducing functions 
are free. Thus, due to the important antioxydant activity of these glycosyl forms of CP and 
aglycon ones, it would be interesting to plan in incorporating them in products of various uses 
in food, pharmaceutical and in cosmetology industries thus making it possible to increase 
their conservation. 

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

Durant ces dernières années une recrudescence d'intérêt est à remarquer concernant les 
effets biologiques des antioxydants naturels inclus dans la lutte contre le stress oxydatif 
généré par les espèces réactives de l’oxygène (ERO) (molécules pro-oxydantes très réactives 
causant des endommagements cellulaires graves). Celles-ci sont impliquées dans le 
vieillissement et dans le déclenchement et la progression de plusieurs maladies telles que le 
cancer, l'athérosclérose, les accidents cardiovasculaires (AVC), l’ostéoporose, les maladies 
inflammatoires et les maladies neurodégénératives...etc. Dans ce contexte, de nombreuses 
recherches scientifiques faites sur les composés bioactifs notamment sur les polyphénols (PP) 
qui agissent contre les ERO, ont aboutit à leur utilisation dans les industries alimentaires, 
cosmétiques et pharmaceutiques (PIETTA et al, 2000). 
 

En plus de sa production principale (huile d’olive) l’industrie oléicole génère deux 
résidus, l’un liquide (les margines) et l’autre solide (les grignons). Les margines sont rejetées 
soit dans des cours d’eau, soit épandues sur le sol. Ces effluents, fortement chargés en 
matières organiques, affectent la qualité des eaux dans lesquelles elles sont déversées 
constituant ainsi un déchet polluant qui mérite d’être valorisé au vu de ses constituants, 
notamment en composés phénoliques. Ces derniers également ont des structures chimiques 
variées et des caractéristiques propres. Ils sont omniprésents dans les fruits, les légumes, les 
graines, les boissons tels le thé et le vin rouge et d’autres parties de la plante 
(TSIMOGIANNINS et OREOPOULOU, 2006). Ils ont une très grande importance biologique 
et technologique. Considérés comme des pigments quasi universels des végétaux, ils peuvent 
participer dans les processus photosynthétiques (MUKOHATA et al, 1978), dans la 
régulation de gènes et dans le métabolisme de croissance (HAVSTEEN, 2002).  

 
La valorisation des sous produits oléicoles est une des thématiques développées au 

Laboratoire de Biochimie Analytique et biotechnologies (LABAB) au vu de l’importance de 
la culture de l’olivier et des industries oléicoles dans la région de Kabylie. Dans ce cadre 
plusieurs travaux ont aboutit à montrer l’importance des PP aussi bien de par leur quantité 
dans les sous produits oléicoles que de par l’importance de leurs propriétés biologiques. En 
effet,  les PP présentent de multiples intérêts qui peuvent être exploités dans divers domaines 
comme le secteur agro-alimentaire et/ou celui de la santé. Ces propriétés reposent sur leur 
activité anti-oxydante et anti-microbienne (SENANI et MOULTI-MATI, 2012). Les PP sont 
par excellence des inhibiteurs de l’oxydation par piégeage des radicaux libres, ils s’illustrent 
par leur action protectrice vis-à-vis des érythrocytes sanguins que nous avons démontré au 
niveau du laboratoire due à leur activité anti-oxydante (NADOUR et al, 2012) d’autres 
chercheurs ont permis de mettre en relief d’autres propriétés comme leur activité anti-
cancérigène, la réduction de la formation de molécules pro-inflammatoires ; la prévention des 
maladies cardiovasculaires suite à leur action hypocholestérolémiantes par réduction de dépôt 
de LDL dans les parois artérielles (RODRIGO et al, 2011).  
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Dans ce contexte, cette thématique a pour objectifs d’étudier l’activité anti-oxydante 
des polyphénols présents dans les margines par le biais de divers tests comme le DPPH.  

Dans un premier temps le travail sera principalement axé sur les PP totaux extraits de 
margines brutes. Dans un deuxième temps, ces polyphénols vont être déglycosylés selon des 
procédures mises au point. Les polyphénols aglycones seront évalués pour leur activité anti-
oxydante.  

 
 Pour répondre aux objectifs fixés à ce travail, nous l’avons mené comme suit : 
 
-Une synthèse bibliographique actuelle portant :  
 - sur quelques aspects concernant les polyphénols retrouvés dans la nature en général 
et dans les margines (classification, biosynthèse notamment comment sont ajoutés les sucres 
lors de leur formation, activités biologiques…)  
 
 - et sur la caractérisation des margines (rejet de l’industrie oléicole). 
 
-Au niveau expérimental, il s’agit de mettre au point : 

 
-   l’extraction des polyphénols totaux à partir des margines brutes ; 
 
- les traitements hydrolytiques chimiques acide et/ou basique destinés à rompre les 

liaisons glycosidiques ; 
 
- la quantification des polyphénols, des flavonoïdes et des sucres totaux par des 

méthodes spectrophotométriques ; 
 
- l’analyse qualitative des différents extraits obtenus après les traitements chimiques par 

chromatographie sur couche mince (CCM) ; 
 
- et enfin, l’évaluation de l’activité antioxydante des extraits avant et après 

 déglycosylation par deux méthodes (test au DPPH et test du pouvoir réducteur 
sur ferrocyanure de potassium) puis comparer les différences qui en découlent. 
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I-COMPOSES PHENOLIQUES : 

 
1.1 Généralités : 

   
Les composés phénoliques (CP), sont des molécules du métabolisme secondaire 

spécifiques du règne végétal. Cette appellation générique désigne un vaste ensemble de 
substances aux structures variées qu’il est difficile de définir simplement (BRUNETON, 
1999).  A l’heure actuelle, plus de 8000 molécules ont été isolées et identifiées (TAO et 
LAMBERT, 2014). Ils ont tous en commun la présence d’un ou plusieurs cycles benzéniques 
portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles qui peuvent être libres ou engagées (KÜHNAU 
1976 ; MOMPON et al, 1998 ; ROBARDS et al, 1999 ; PIETTA et al, 2000 ; ROBARDS, 
2003 ; HENNEBELLE et al, 2004), avec ou non d’autres fonctions (alcoolique (OH), 
carboxylique (COOH),…). La désignation « polyphénols» est fréquemment utilisée dans le 
langage courant et même dans des articles scientifiques ou de vulgarisation pour désigner 
l'ensemble des composés phénoliques des végétaux. En fait, elle devrait être réservée aux 
seules molécules présentant plusieurs fonctions phénols. Ce qui exclurait alors les 
monophénols, pourtant abondants et importants chez les végétaux. Donc la désignation 
générale «composés phénoliques» concerne à la fois les mono, les di et les polyphénols dont 
les molécules contiennent respectivement une, deux ou plusieurs fonctions phénoliques. 
 

Ils sont présents dans les vacuoles des tissus, participent aux réactions de défense face 
à différents stress biotiques ou abiotiques (pathogènes, rayonnements UV…) et contribuent à 
la qualité organoleptique des aliments issus des végétaux (couleur, astringence, arôme, 
amertume). Leur répartition tant qualitative que quantitative dans la plante varie selon les 
espèces, les organes, les tissus ou encore les différents stades de développement (ROBARDS 
et al, 1999 ; GRESELE et al, 2011). 

 
Ce sont des composés très hétérogènes tant par leur composition que par leur structure. 

Pendant longtemps, ces composés ont été considérés comme secondaires et métaboliquement 
inactifs, ils ne suscitaient donc que peu d’intérêt. A l’heure actuelle, cette opinion a changé, 
du fait de nombreuses recherches qui ont largement montrées que ces composés ne sont pas 
inertes et contribuent efficacement dans la biosynthèse de divers métabolites de l’organisme. 
Chez les végétaux, ils sont soumis à d’importantes variations quantitatives et qualitatives, ce 
qui témoigne d’une dynamique biochimique incontestable. Ils interviennent dans des 
processus vitaux les plus divers. D’où l’importance croissante des études consacrées à ces 
composés. 
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1-2  Diversité structurale et source alimentaire 
 
Le ou les cycles aromatiques des polyphénols sont issus de deux grandes voies 

métaboliques : la voie du shikimate et celle de l’acétate (BRUNETON, 1999). La diversité 
structurale des composés phénoliques est due à cette double origine synthétique et elle 
augmente souvent avec la participation simultanée du shikimate et de l’acétate conduisant à 
l’élaboration de composés mixtes (flavonoïdes, stilbènes, xanthones, etc.). Plusieurs milliers 
de polyphénols ont été identifiés dans les plantes et dans les aliments d’origine végétale 
(HABAUZIT et HORCAJADA, 2008) (tableau I). 
 

1-2-1. Classification des structures phénoliques 
 

 Les composés phénoliques peuvent être regroupés en une dizaine de classes 
(HARBORNE, 1990 ; MANCHEIX et al, 2006) (tableau I) qui se différencient d’abord par la 
complexité du squelette de base (allant d’un simple C6 à des formes très polymérisées), 
ensuite par le degré de modifications de ce squelette (degré d’oxydation, d’hydroxylation, de 
méthylation…), enfin par les liaisons possibles de ces molécules de base avec d’autres 
molécules (glucides, lipides, protéines, autres métabolites secondaires pouvant être ou non des 
composés phénoliques) (MANCHEIX et al, 2006). Ces espèces sont des monomères, des 
polymères ou des complexes dont la masse moléculaire peut atteindre 9000 (HARBONE, 
1990 ; CROZIER et al, 2006). 

Tableau I : Les principales classes des composés phénoliques (HARBORNE, 1989 ; 
MACHEIX et al, 2006 ; CROZIER et al, 2006). 

Squelette carboné                               Classe Exemple Origine (exemples) 
C6 Phénols simples Catéchol Nombreuses espèces 
C6-C1 Acides 

hydroxybenzoiques 
p-Hydroxybenzoique Epices, fraise 

C6-C3 Acides 
hydroxycinnamiques 
 
Coumarines 

Acide caféique,  
Acide férulique 
 
 
Scopolétine 

Pomme de terre, pomme 
 
 
 
Citrus 

C6–C4 Naphtoquinones Juglone Noix 

C6-C2-C6 Stilbènes Resvératrol Vigne 

C6-C3-C6 

 
 
 

Flavonoides 
• Rlavonols 
• Anthocyanes 
• Flavanols 
• Flavanones 

 
Isoflavonoides 

 
Kaempférol, quercétine 
Cyanidine, pélargonidine 
Catéchine, épicatéchine 
Naringénine 
 
Daidzéine 

 
Fruits, légumes, fleurs 
Fleurs, fruits rouges 
Pomme, raisin 
Citrus 
 
Soja, pois 

(C6-C2)2 Lignanes Pinorésinol Pin 

(C6-C3)n Lignines  Bois, noyau des fruits 

(C15) Tannins  Raisin rouge, kaki 
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1-2-1-1. Les formes les plus simples 
 

Les formes phénoliques les plus simples présentent des structures chimiques allant du 
simple phénol en C6 (non présent naturellement chez les végétaux) aux flavonoïdes en C15 et à 
des molécules proches. Sauf exceptions, ces substances sont présentes sous forme soluble 
dans la vacuole (HABAUZIT et HORCAJADA, 2008). 
 
 

• Acides phénoliques 
Ils appartiennent à deux groupes, les acides hydroxybenzoiques et les acides 
hydroxycinnamiques (LAFAY et GIL-IZQUIERDO, 2008). 
 

- Les acides hydroxbenzoïques 
Ils sont les dérivés de l’acide benzoïque et ont une formule de base de type C6-C 1 (figure 

01). Ils existent fréquemment sous forme d’esters ou de glucosides et peuvent également être 
intégrés dans des structures complexes comme certains tanins (GRESELE et al, 2011). 
L’acide gallique et son dimère (l’acide hexahydroxydiphénique) sont les éléments constitutifs 
des tannins hydrolysables. D’autres aldéhydes correspondant à ces acides, comme la vanilline, 
sont utilisés dans le secteur pharmaceutique (BRUNETON, 1993 ; LAFAY et 
GILIZQUIERDO, 2008). 
 

- Acides hydroxycinnamiques et dérivés 
Ils représentent une classe très importante dont la structure de base (C6-C3) dérive de celle 

de l’acide cinnamique. Les molécules de base de la série hydroxycinnamique sont l’acide p-
coumarique (et ses isomères les acides o-et m-coumariques) et les acides caféique, férulique et 
sinapique (figure 01). L’ensemble est souvent rapporté sous le vocable commun de 
«phénylpropanoides ». Ces acides sont rarement présents à l’état libre et existent 
généralement sous forme d’esters (avec le glucose, l’acide quinique, l’acide tartrique…) ou de 
glycosides (LAFAY et GIL-IZQUIERDO, 2008 ; BONDIA-PONS et al, 2009). 

 
Parmi les acides hydroxycinnamiques, l’acide caféique a une répartition quasi-universelle 

chez les végétaux où il est souvent présent sous forme d’acide chlorogénique (ester 5-
caféoylquinique) (figure 01), par exemple dans la pomme ou le café, et de ses isomères (ester 
3 et 4-caféoylquiniques). On le retrouve également sous forme d’acide caféoyltartrique 
(=acide caftarique) dans le raisin, d’acide caféoylshikimique dans la datte, d’acide 
caféoylmalique dans le radis, de caféoylglucose, de caféoylputrescine (BENDINI et al, 2007). 

 
Les coumarines (figure 01) dérivent des acides hydroxycinnamiques par cyclisation 

interne de la chaîne latérale et certaines formes complexes, les aflatoxines, peuvent être des 
contaminants très dangereux de denrées alimentaires (BENDINI et al, 2007).  

 
 



                                                                                                                             

                                                                                   

 

• Stilbènes : 
Les membres de cette famille possèdent la structure C

avec un cycle A portant deux fonctions hydroxyles en position méta et un cycle B portant des 
fonctions hydroxyles ou méthoxyles en méta, ortho et para. Ce sont des phytoalexines, 
composés produits par les plantes en réponse à l'atta
fongiques, bactériens et viraux. Les sources principales des stilbènes sont les raisins, les vins, 
le soja et les arachides (CROZIER
cinnamiques dont la substitution déterminera celle du cycle B et ainsi la molécule elle
(MACHEIX et al, 2006). Ils sont présents dans
trimères ou polymères. La molécule la plus courante et la plus étudiée est le 
(3,5,4’- trihydroxystilbène) qui existe sous forme 
majoritaire. Les sources principales de stilbènes sont citées dans le tableau II. 
 

Figure 01 : Les principaux acides phénoliques et quelques
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Les membres de cette famille possèdent la structure C6-C2-C6, comme les flavonoïdes 
avec un cycle A portant deux fonctions hydroxyles en position méta et un cycle B portant des 
fonctions hydroxyles ou méthoxyles en méta, ortho et para. Ce sont des phytoalexines, 
composés produits par les plantes en réponse à l'attaque par les microbes pathogènes 

bactériens et viraux. Les sources principales des stilbènes sont les raisins, les vins, 
CROZIER et al, 2006). Ils sont synthétisés à partir de dérivés d’acides 

ution déterminera celle du cycle B et ainsi la molécule elle
. Ils sont présents dans la plante sous forme de monomères, dimères, 

trimères ou polymères. La molécule la plus courante et la plus étudiée est le 
rihydroxystilbène) qui existe sous forme cis ou trans. Cependant, la forme trans est 

majoritaire. Les sources principales de stilbènes sont citées dans le tableau II. 

: Les principaux acides phénoliques et quelques-uns de leurs dérivés 
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, comme les flavonoïdes 
avec un cycle A portant deux fonctions hydroxyles en position méta et un cycle B portant des 
fonctions hydroxyles ou méthoxyles en méta, ortho et para. Ce sont des phytoalexines, 

que par les microbes pathogènes 
bactériens et viraux. Les sources principales des stilbènes sont les raisins, les vins, 

Ils sont synthétisés à partir de dérivés d’acides 
ution déterminera celle du cycle B et ainsi la molécule elle-même 

la plante sous forme de monomères, dimères, 
trimères ou polymères. La molécule la plus courante et la plus étudiée est le resvératrol 

. Cependant, la forme trans est 
majoritaire. Les sources principales de stilbènes sont citées dans le tableau II.  

 
uns de leurs dérivés simples. 



                                                                                                                             

                                                                                   

 

• Ensemble des flavonoïdes
 

De structure générale en C
phénoliques. Il comprend à lui seul plus de 
(RIBEREAU-GAYON, 1968 
La structure de base commune à ce groupe de polyphénols, est
présence de deux cycles aromatiques (A et B) liés par une chaîne de 3 carbones, formant un 
hétérocycle oxygéné (C) (YAO
02). Il reste des milliers d'autres composés à découvrir puisque le squelette des f1avonoïdes
peut être substitué par différents groupements comme des groupements hydroxy, méthoxy, 
méthyl, benzyl et isoprényl (BEECHER, 2003 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 
 

Les flavonoïdes sont subdivisés en sous
chimique de base en C15 portant principalement sur trois points

-Le degré d’hydroxylation des différents cycles

-le niveau de méthoxylation (groupements O
phénoliques ; 
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flavonoïdes 

De structure générale en C15 (C6-C3-C6), c’est le groupe le plus représentatif des composés 
l comprend à lui seul plus de 6000 molécules regroupées en 

 ; ANDERSEN et MARKHAM, 2006 ; MACHEIX et al, 200
structure de base commune à ce groupe de polyphénols, est le diphénylpropane

présence de deux cycles aromatiques (A et B) liés par une chaîne de 3 carbones, formant un 
YAO et al, 2004 ; MACHEIX et al. 2006 ; YAO 
d'autres composés à découvrir puisque le squelette des f1avonoïdes

différents groupements comme des groupements hydroxy, méthoxy, 
(BEECHER, 2003 ; GRESELE et al., 2011 ). 

Figure 02 : Structure générale des flavonoïdes. 

sont subdivisés en sous-classe selon les variations autour du squelette 
portant principalement sur trois points : 

Le degré d’hydroxylation des différents cycles ; 

le niveau de méthoxylation (groupements O-CH3 à la place des seules fonctions 
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c’est le groupe le plus représentatif des composés 
molécules regroupées en sous-classes 

MACHEIX et al, 2006). 
le diphénylpropane : c’est la 

présence de deux cycles aromatiques (A et B) liés par une chaîne de 3 carbones, formant un 
; YAO et al, 2010) (figure 

d'autres composés à découvrir puisque le squelette des f1avonoïdes 
différents groupements comme des groupements hydroxy, méthoxy, 

les variations autour du squelette 

à la place des seules fonctions 



                                                                                                                             

                                                                                   

 

-le niveau de glycosylation. En dehors, de quelques exceptions comme 
les flavonoïdes des végétaux sont liés à des sucres.  D’une manière générale, l’ose est lié à la 
molécule phénolique par l’intermédiaire d’une liaison glycosidique C
hydrolyse acide à chaud, ou de type C

 On distingue alors (flavones, isoflavones, flavonols et flavanones), les 
proanthocyanidines, les anthocyanes ainsi que des composés plus minoritaires, le
et dihydrochalcones (HAVSTEEN, 2002 ; 
GRÜNHAGE, 2003 ; CROZIER

Figure 03
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le niveau de glycosylation. En dehors, de quelques exceptions comme le groupe 
les flavonoïdes des végétaux sont liés à des sucres.  D’une manière générale, l’ose est lié à la 
molécule phénolique par l’intermédiaire d’une liaison glycosidique C-O
hydrolyse acide à chaud, ou de type C-C beaucoup plus résistante (BENDINI 

On distingue alors (flavones, isoflavones, flavonols et flavanones), les 
anthocyanes ainsi que des composés plus minoritaires, le
HAVSTEEN, 2002 ; BEECHER, 2003 ; EDENHARDER ET 

CROZIER et al, 2009) (figure 03).  

3 : Les principales classes de flavonoïdes. 
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le groupe des flavanes, 
les flavonoïdes des végétaux sont liés à des sucres.  D’une manière générale, l’ose est lié à la 

O-C dégradable par 
BENDINI et al, 2007).  

On distingue alors (flavones, isoflavones, flavonols et flavanones), les flavanols, les 
anthocyanes ainsi que des composés plus minoritaires, les chalcones 

EDENHARDER ET 
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� les 4-oxoflavonoïdes 
 
- Les flavones 

Les flavones présentent une double liaison en position 2-3 et le noyau aromatique B 
est fixé en position 2 (Figure 03). De manière générale, les flavones sont présentes sous forme 
de 7-O-glycosides. Moins répandues dans les fruits et légumes que les flavonols, les flavones 
sont principalement présentes sous forme de glycosides de lutéoline et d’apigénine 
(ANDERSEN et MARKHAM, 2006). Les sources principales de flavones sont données dans 
le tableau II.  
 
- Les flavonols 

Caractérisés par la présence d’une double liaison en position 2-3 et d’un groupement 
hydroxyle en C3 (Figure 03), ce sont les flavonoïdes les plus répandus dans le règne végétal à 
l’exception des algues et des champignons. Les composés principaux sont le kaempférol, la 
quercétine, l’isorhamnétine et la myricétine. Ils sont le plus souvent présents sous forme de 
glycosides, avec une molécule de glucose ou de rhamnose. Leur conjugaison se fait le plus 
fréquemment en position 5, 7, 4’, 3’ et 5’ et on a pu mettre en évidence plus de 200 conjugués 
O-glycosylés différents pour le seul kaempférol (CROZIER et al. 2009). S’ils sont largement 
présents dans les végétaux, leurs concentrations moyennes restent cependant limitées (tableau 
II). 
 
- Les flavanones 

Les flavanones se caractérisent par la saturation de l’hétérocycle C (Figure 03). Le 
plus souvent glycosilées par un disaccharide en C7, on distingue deux sous-familles : les 
rutinosides (6-O-α-L-rhamnosyl-D-glucosides) et les néohespéridosides (2-O-α-Lrhamnosyl--
D-glucosides) (D'ARCHIVIO et al, 2007). Cette classe de flavonoïdes est caractéristique des 
agrumes (tableau II).  
 
- Les isoflavones 

Les isoflavones se différencient des flavones par la fixation du noyau benzénique au 
carbone 3 de l’hétérocycle. Elles présentent de fortes similitudes avec les oestrogènes. En 
effet, la présence de groupements hydroxyles en C7 et C4’ leur donne une structure similaire 
au 17-β-oestradiol leur conférant ainsi des propriétés pseudo-hormonales dont celle de se lier 
aux récepteurs aux oestrogènes. Ainsi elles sont également nommées phyto-estrogènes. Les 
isoflavones sont présentes presque exclusivement dans les légumineuses et plus 
particulièrement dans les Fabacées. Le soja et ses produits dérivés en sont les sources 
principales dans l’alimentation humaine (CASSIDY et al, 2000). Trois molécules principales 
ont été mises en évidence dans le soja: la génistéine, la daidzéine et la glycitéine dans un ratio 
1/1/0,2. Elles peuvent être présentes sous 4 formes différentes : aglycones, 7-Oglycosides, 
6’-O-acétyl-7-O-glucoside et 6’-O-malonyl-7-O-glucoside, cette dernière pouvant donner aux 
aliments un goût désagréable d’amertume et d’astringence (COWARD et al, 1998). 
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� Les chalcones et dihydrochalcones 
Les chalcones dérivent des flavanones par isomérisation réversible en milieu alcalin, ce 

qui se traduit par l'ouverture de l'hétérocycle C avec formation d'une double liaison en 
position C2-C3 (Figure 03). Les chalcones sont peu présentes dans l’alimentation en raison de 
leur transformation en flavanones en milieu acide, principalement au cours des étapes 
d’extraction (TOMAS-BARBERAN et CLIFFORD, 2000).  

Les dihydrochalcones dérivent des chalcones par réduction de la double liaison entre les 
carbones 2 et 3. Elles sont caractéristiques de la pomme et de ses produits dérivés (cidre, 
jus…). On retrouve dans ces aliments 3 molécules principales : la phloridzine (phlorétine 2’-
glucoside), la phlorétine 2’ (2’’-xylosyl-glucoside) et la 3-hydroxyphloridzine (LU et FOO, 
1997).  
 

� Les flavanols et proanthocyanidines 
Les flavanols existent sous forme de monomères également appelés catéchines (Figure 

03) ainsi que sous forme de polymères, les proanthocyanidines. Les flavanols présentent un 
hétérocycle C saturé auquel s’ajoute une fonction hydroxyle en C3. La présence de deux 
centres chiraux en C2 et C3 donne 4 isomères potentiels pour chaque niveau d’hydroxylation 
du cycle B. Dans les végétaux, les monomères principaux sont la (+)-catéchine et son isomère 
l’(-)-épicatéchine. Ces monomères peuvent être hydroxylés en C4’ et former la (+) 
gallocatéchine et l’(-)-épigallocatéchine. De plus, des conjugaisons par estérification en C3 
avec l’acide gallique formeront des oligomères (épigallocatéchine 3- gallate (EGCG) et 
épicatéchine 3-gallate) (ANDERSEN et MARKHAM, 2006). 
  

La catéchine et l’épicatéchine sont les flavanols principaux présents dans de nombreux 
fruits, tandis que gallocatéchine, épigallocatéchine et épigallocatéchine gallate sont plus 
spécialement présents dans le thé.  
 

Les proanthocyanidines, encore appelées « tanins condensés » se forment par 
polymérisation des monomères de flavanols lors de réactions d’auto-oxydation ou le plus 
souvent sous l’action d’une enzyme, la polyphénoloxydase (MAYER et HAREL, 1979). La 
polymérisation se fait entre les molécules de (+)-catéchine et (-)-épicatéchine par des liaisons 
C4-C8 ou C4-C6 pour les proanthocyanidines de type B. Les proanthocyanidines de type A 
ont en plus une liaison C2-O-C7. Ces polymères peuvent contenir jusqu’à plus de 50 unités. 
Cependant, le degré de polymérisation pour un aliment donné est rarement déterminé et peut, 
par exemple, aller de 4 à 11 dans les pommes à cidre. Les proanthocyanidines uniquement 
constituées d’unités (épi)catéchines sont appelés procyanidines et sont les plus répandues. Les 
proanthocyanidines contenant l’ (épi)gallocatéchine sont appelées prodelphinidines et sont 
plus rares. Les proanthocyanidines participent à la saveur des aliments. Elles sont 
responsables de l’amertume du chocolat et de l’astringence de certains fruits (tableau II) par 
complexation avec les protéines salivaires. 
 



                                                                                                                             

                                                                                   

 

� Les anthocyanes 
 

Les anthocyanes constituent le groupe de pigments solubles dans l’eau le plus
Ils sont dissous dans les vacuoles des cellules épidermiques des fleurs et des
ils donnent des couleurs rose, rouge, bleu et violet (

Plusieurs centaines de molécules sont connues. Elles varient selon le nombre et la position
des différents groupements hydroxyles et méthox
sucres et l’acylation éventuelle de ces sucres
présents sous forme aglycone (anthocyanidine)
sont des 3-glycosides ou des 3,5
plus répandue dans l’alimentation), 
couleur varie en fonction du pH. 

Les anthocyanes sont particulièrement instables sous forme
stabilisés par la glycosylation. Les anthocyanes sont présents dans le vin
céréales, certains légumes feuillus ou racinaires (chou rouge, oignon rouge,
c’est dans les fruits qu’ils sont les plus abondants (
l’aliment est souvent proportionnelle à 
CLIFFORD (2000). 

 
 

 
        3-glucoside de malvidine
 
 

Figure 04
 
 
1-2-1-2. Formes condensées 
 

� Tannins : 
 

Cette classe désigne le nom général descriptif du groupe des substances phénoliques 
polymériques, ayant une masse moléculaire comprise entre 500 et 3000. Ce sont des 
molécules fortement hydroxylés qui présentent, à coté des réactions classiques des phénols
propriété de précipiter les alcaloïdes, la gélatine et d’autres protéines 
peuvent former des complexes insolubles lorsqu’
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Les anthocyanes constituent le groupe de pigments solubles dans l’eau le plus
Ils sont dissous dans les vacuoles des cellules épidermiques des fleurs et des
ils donnent des couleurs rose, rouge, bleu et violet (MAZZA et MINIATI, 1993).

Plusieurs centaines de molécules sont connues. Elles varient selon le nombre et la position
des différents groupements hydroxyles et méthoxyls, la nature, le nombre et la position des 
sucres et l’acylation éventuelle de ces sucres (CLIFFORD, 2000) (Figure 0
présents sous forme aglycone (anthocyanidine) (tableau II), les anthocyanes les plus fréquents 

glycosides ou des 3,5-diglycosides de pélargonidine, cyanidine (anthocyanidine la 
répandue dans l’alimentation), péonidine, delphinidine, pétunidine et malvidine. Leur

couleur varie en fonction du pH.  
Les anthocyanes sont particulièrement instables sous forme 

stabilisés par la glycosylation. Les anthocyanes sont présents dans le vin
feuillus ou racinaires (chou rouge, oignon rouge,

c’est dans les fruits qu’ils sont les plus abondants (MANACH et al. 2004).
l’aliment est souvent proportionnelle à l’intensité de la pigmentation du

                       

glucoside de malvidine 
          
                                   3,5-diglucoside de malvidine

 
4 : Quelques structures d'anthocyanosides 

Formes condensées  

Cette classe désigne le nom général descriptif du groupe des substances phénoliques 
polymériques, ayant une masse moléculaire comprise entre 500 et 3000. Ce sont des 
molécules fortement hydroxylés qui présentent, à coté des réactions classiques des phénols
propriété de précipiter les alcaloïdes, la gélatine et d’autres protéines (COWAN, 1999) 

des complexes insolubles lorsqu’ils sont associés aux glucides, aux protéines 
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Les anthocyanes constituent le groupe de pigments solubles dans l’eau le plus important. 
Ils sont dissous dans les vacuoles des cellules épidermiques des fleurs et des tissus auxquels 

1993). 
Plusieurs centaines de molécules sont connues. Elles varient selon le nombre et la position 

la nature, le nombre et la position des 
Figure 04). Très rarement 

, les anthocyanes les plus fréquents 
diglycosides de pélargonidine, cyanidine (anthocyanidine la 

péonidine, delphinidine, pétunidine et malvidine. Leur 

 d’aglycones mais 
stabilisés par la glycosylation. Les anthocyanes sont présents dans le vin rouge, certaines 

feuillus ou racinaires (chou rouge, oignon rouge, radis). Cependant, 
2004). Leur quantité dans 

l’intensité de la pigmentation du fruit d’après 

 

diglucoside de malvidine 

 

Cette classe désigne le nom général descriptif du groupe des substances phénoliques 
polymériques, ayant une masse moléculaire comprise entre 500 et 3000. Ce sont des 
molécules fortement hydroxylés qui présentent, à coté des réactions classiques des phénols, la 

(COWAN, 1999) et 
ils sont associés aux glucides, aux protéines 



                                                                                                                             

                                                                                   

 

et aux enzymes digestives, réduisant ainsi la digestibilité des ali
la cellulose et aux nombreux éléments minéraux

Les tannins sont caractérisés par une saveur astringente et sont retrouvés dans toutes 
les parties de la plante : l’écorce, le bois, les feuilles, les fruits et les racines 
et 2012). On distingue deux groupes de tannins différents par leur structure et par leur origine 
biogénétique : 
 

� Tannins hydrolysables qui sont des oligo ou de
variable d’acide phénol. Le sucre est très généralement le D
l’acide gallique dans le cas des gallotannins soit l’acide ellagique dans le cas des tannins 
classiquement dénommés ellagitannins 
COWAN, 1999). Comme leur nom l’indique, ces tanins subissent facilement une hydrolyse 
acide et basique, ils s’hydrolysent sous l’action enzymatique et de l’eau chaude.
 
Les tannins hydrolysables renferment trois groupes : 
 
* Esters d’acides phénoliques,
* Esters d’acides phénoliques et sucres,
* Glucosides, est le groupe le plus abondant où l’acide gallique le plus important. L’action de 
l’enzyme tannase chez Aspergillus niger 
gallique. Les gallotanins sont les plus représentatifs de ce groupe.
taux non négligeable de ce type de tannins
puisqu’elles renferment un taux élevé en tannins hydrolysables capables d’induire 
production de l’enzyme tannase

 

 
Figure 05 : Structure chimique des acides gallique (

 
L’acide tannique fait partie des tannins hydrolysables sous forme de gal1oy1
contient plusieurs molécules d'acide 
 

� Tannins condensés ou tannins catechiques 
fondamentalement des tannins hydrolysables car ils ne p
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et aux enzymes digestives, réduisant ainsi la digestibilité des aliments. Ils peuvent être liés à 
la cellulose et aux nombreux éléments minéraux.  

Les tannins sont caractérisés par une saveur astringente et sont retrouvés dans toutes 
les parties de la plante : l’écorce, le bois, les feuilles, les fruits et les racines 

On distingue deux groupes de tannins différents par leur structure et par leur origine 

qui sont des oligo ou des polyesters d’un sucre et d’un 
variable d’acide phénol. Le sucre est très généralement le D-glucose et l’acide phénol est soit 
l’acide gallique dans le cas des gallotannins soit l’acide ellagique dans le cas des tannins 
classiquement dénommés ellagitannins (Figure 05) (Annexe 01) (BRUNETON, 1993 ; 

Comme leur nom l’indique, ces tanins subissent facilement une hydrolyse 
acide et basique, ils s’hydrolysent sous l’action enzymatique et de l’eau chaude.

Les tannins hydrolysables renferment trois groupes :  

cides phénoliques, 
* Esters d’acides phénoliques et sucres, 
* Glucosides, est le groupe le plus abondant où l’acide gallique le plus important. L’action de 

Aspergillus niger hydrolyse ce type de tanins en glucose et en acide 
Les gallotanins sont les plus représentatifs de ce groupe. Les margines renferment un 

gligeable de ce type de tannins. Les margines sont utilisées comme substrat 
puisqu’elles renferment un taux élevé en tannins hydrolysables capables d’induire 
production de l’enzyme tannase (BRUNETON, 1993). 

: Structure chimique des acides gallique (A) et ellagique (

L’acide tannique fait partie des tannins hydrolysables sous forme de gal1oy1
contient plusieurs molécules d'acide gallique par molécule de glucose. 

Tannins condensés ou tannins catechiques ou proanthocyanidols 
fondamentalement des tannins hydrolysables car ils ne possèdent pas de sucre dans leur 
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ments. Ils peuvent être liés à 

Les tannins sont caractérisés par une saveur astringente et sont retrouvés dans toutes 
les parties de la plante : l’écorce, le bois, les feuilles, les fruits et les racines (YAO et al, 2004 

On distingue deux groupes de tannins différents par leur structure et par leur origine 

s polyesters d’un sucre et d’un nombre 
glucose et l’acide phénol est soit 

l’acide gallique dans le cas des gallotannins soit l’acide ellagique dans le cas des tannins 
(BRUNETON, 1993 ; 

Comme leur nom l’indique, ces tanins subissent facilement une hydrolyse 
acide et basique, ils s’hydrolysent sous l’action enzymatique et de l’eau chaude.  

* Glucosides, est le groupe le plus abondant où l’acide gallique le plus important. L’action de 
hydrolyse ce type de tanins en glucose et en acide 

Les margines renferment un 
. Les margines sont utilisées comme substrat 

puisqu’elles renferment un taux élevé en tannins hydrolysables capables d’induire la 

 

) et ellagique (B). 

L’acide tannique fait partie des tannins hydrolysables sous forme de gal1oy1-g1ucose qui 

proanthocyanidols qui se différent 
ossèdent pas de sucre dans leur 



                                                                                                                             

                                                                                   

 

molécule et leur structure est voisine de celle des 
flavaniques constitués d’unité de flavan
carbone (figure 06). Les proanthocyanidols ont été isolés ou i
végétaux, Gymnospermes et Fougères 

 
Figure 06 : Représentation de la liaison catéchique exis

 
� Lignanes 

Les lignanes sont formés par la dimérisation oxydative 
phénylpropane. Ils sont métabolisés par la flore colique libérant de l’entérodiol et de 
l’entérolactone ; ils sont ainsi considérés comme des phytoestrogènes. 
Même si leur quantité reste relativement faible dans une alimentation standard, leur ubiquité 
dans le règne végétal laisse penser qu’ils pourraient constituer une source importante de 
phytoestrogènes en particulier 
 

� Lignines 
Les lignines constituent une classe importante de produits naturels dans le règne 

végétal. Ils résultent de la polymérisation autooxydative ou enzymatique des unités de flavan
3,4-diol liées majoritairement par les liaisons C4
(figure 07), et se nomment ainsi pro anthocyanidines de type B. Lorsque la condensa
produit entre les unités adjacentes par la liaison C4
entre C2 et C7, les proanthocyanidines sont dits de types A. 
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molécule et leur structure est voisine de celle des flavonoïdes. Il s’agit de polymères 
flavaniques constitués d’unité de flavan-3-ols liées entre elles par des liaisons carbone 

Les proanthocyanidols ont été isolés ou identifiés dans tous les groupes 
Gymnospermes et Fougères (BRUNETON, 1999). 

eprésentation de la liaison catéchique existant entre les unités de tanins 
catéchiques. 

Les lignanes sont formés par la dimérisation oxydative de deux unités de 
sont métabolisés par la flore colique libérant de l’entérodiol et de 

l’entérolactone ; ils sont ainsi considérés comme des phytoestrogènes.  
Même si leur quantité reste relativement faible dans une alimentation standard, leur ubiquité 

laisse penser qu’ils pourraient constituer une source importante de 
phytoestrogènes en particulier dans les régimes végétariens (HARBORNE, 1990

Les lignines constituent une classe importante de produits naturels dans le règne 
résultent de la polymérisation autooxydative ou enzymatique des unités de flavan

diol liées majoritairement par les liaisons C4-C8 (parfois C4-C6) des unités adjacentes
, et se nomment ainsi pro anthocyanidines de type B. Lorsque la condensa

produit entre les unités adjacentes par la liaison C4-C8 et par une liaison d’éther additionnelle 
cyanidines sont dits de types A.  
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onoïdes. Il s’agit de polymères 
lles par des liaisons carbone 
dentifiés dans tous les groupes 

 

tant entre les unités de tanins 

de deux unités de 
sont métabolisés par la flore colique libérant de l’entérodiol et de 

Même si leur quantité reste relativement faible dans une alimentation standard, leur ubiquité 
laisse penser qu’ils pourraient constituer une source importante de 

végétariens (HARBORNE, 1990). 

Les lignines constituent une classe importante de produits naturels dans le règne 
résultent de la polymérisation autooxydative ou enzymatique des unités de flavan-

C6) des unités adjacentes 
, et se nomment ainsi pro anthocyanidines de type B. Lorsque la condensation se 

C8 et par une liaison d’éther additionnelle 



                                                                                                                             

                                                                                   

 

 
Figure 

 
 

                      
1-2-2. Principales sources alimentaires

 
Les polyphénols sont répartis de façon ubiquitaire dans les fruits et légumes qui en 

constituent les principales sources alimentaires, avec de fortes variations selon les espèces. 
Ainsi, la concentration en polyphénols totaux peut varier de 1
pour la pomme de terre à 5,5 g/kg PF pour la cerise (SCALBERT 
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Figure 07 : Structure des lignines. 
 

alimentaires 

Les polyphénols sont répartis de façon ubiquitaire dans les fruits et légumes qui en 
constituent les principales sources alimentaires, avec de fortes variations selon les espèces. 
Ainsi, la concentration en polyphénols totaux peut varier de 140 mg/kg de poids frais (PF) 
pour la pomme de terre à 5,5 g/kg PF pour la cerise (SCALBERT et al, 2005
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Les polyphénols sont répartis de façon ubiquitaire dans les fruits et légumes qui en 
constituent les principales sources alimentaires, avec de fortes variations selon les espèces. 

40 mg/kg de poids frais (PF) 
2005). 
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Tableau II : Tableau récapitulatif des principales sources alimentaires des polyphénols. 
 

Classe de 
polyphénols 

Sources alimentaires Auteurs 

Les stilbènes -le raisin et son jus, 
 -les baies, le chou rouge, les épinards et certaines plantes médicinales. 
-les cacahuètes et le beurre de cacahuètes. 
-Vin rouge. 
 
  

-(LAMUELA-
RAVENTOS et al, 
1995). 
- (CASSIDY et al. 
2000). 
-(CROZIER et al. 
2009). 
-(ROMERO-PEREZ et 
al, 1996). 
 

Les flavones persil, céleri et le poivron rouge  
-Les glycosides de flavones sont également présents dans les céréales 
comme le mil ou le blé  
- Sous forme glucuronidée, la lutéoline 7-diglucuronide est présente dans 
l’infusé de verveine odorante.  
- la peau des agrumes  
-des huiles essentielles (huile essentielle de mandarine) 

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

Les flavonols - l’oignon, le chou frisé, le poireau, le vin rouge, le thé noir et le thé vert.  -(PRICE et al, 1995 ; 
MANACH et al, 2004) 

Les flavanones -les rutinosides de flavanones dans les citrons, les mandarines, les 
oranges. 
-Les pamplemousses et les oranges amères 
-les  glycosides de flavanones dans le jus d’orange  
-la tomate et certaines plantes aromatiques comme la menthe. 

 
TOMAS-BARBERAN 
et al, 2000). 

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

(CASSIDY et al,2000). 

Chalcones 
dihydrochalcones 

-La tomate (la peau, le ketchup  
la pomme (peau, chair et epépins)  

(KRAUSE et 
GALENSA, 1992 ; 
GUYOT et al, 1998). 

(épi)cathéchine -l’abricot et la cerise  
les pêches, 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 pêches, les kakis ou les pommes.  
le vin, le cidre, le thé et la bière  
-les pommes,  

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

Les anthocyanes -baies comme le cassis ou les mûres. 
-fruits rouges comme les myrtilles, fraise ou la cerise . 
-les vins. 

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

Les lignanes -graine de lin.  
-céréales (le triticale et le blé). 
-fruits (les poires et les prunes). 
-certains légumes (ail, asperges et carottes). 
-légumineuses comme les lentilles. 

(THOMPSON et al, 
1991; 
ADLERCREUTZ et 
MAZUR, 1997).  
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1-3. Biosynthèse des composés phénoliques 
 
Les expériences avec des précurseurs marqués au  carbone (C) ont permis de préciser 

les principales étapes de la biosynthèse des polyphénols. Deux voies différentes de leur 
formation sont actuellement connues. Selon l'une, liée au métabolisme des acides gras, les 
noyaux aromatiques sont formés aux dépend de 3 unités acétate ou malonate activées par le 
coenzyme A. L'autre est liée au métabolisme des glucides et des acides aminés aromatiques. 
Les substances initiales sont ici les produits de la glycolyse (voie EMP) et du cycle du pentose 
phosphate: le phosphoénolpuryvate et l'érythrose-4- phosphate. Leur condensation et 
cyclisation conduisent à la formation d'un intermédiaire important : l'acide shikimique. Celui-
ci peut, soit se transformer en acide hydroxybenzoïques (par exemple acide gallique), soit, 
après l'adjonction d'une molécule supplémentaire de phosphoénolpyruvate et une série de 
stades intermédiaires suivie d'une amination, donnent naissance aux acides aminés 
aromatiques : la phénylalanine et la tyrosine. Leur désamination conduit à la formation des 
acides cinnamiques et leurs très nombreux dérivés : leurs aldéhydes, acides benzoïques, 
acétophénones, lignanes et lignines, coumarines (HARBORNE, 1990 ; BRUNETON, 1993 ; 
BRUNETON, 1999 ; KNAGGS, 2003 ; NACZK, et SHAHIDI, 2004; CROZIER et al, 2006 
; MACHEIX et al, 2006). Les acides hydroxycinnamiques, ou phénylpropanoïdes, sont des 
composés dont le noyau de base est en C6-C3. Sous l’action de la Phénylalanine Ammonia 
Liase (PAL), la phénylalanine libère un ion ammonium et forme de l’acide cinnamique. 
Celui-ci est à son tour hydroxylé par la Cinnamate 4Hydroxylase (C4H) pour former l’acide 
para-coumarique qui sera à l’origine de nombreuses molécules (figure 08). Ces acides sont 
rarement présents sous formes libres, ils sont en général combinés à d’autres molécules 
organiques. Les liaisons se font souvent au niveau des fonctions carboxyliques, ce qui conduit 
à la formation d’ester. Les liaisons avec du glucose (sous forme Uracile Diphosphate, UDPG) 
forment des ester de glucose (l’acide feruoylglucose). Les liaisons avec différentes molécules 
organiques (Coenzyme A ou acide quinique par exemple) conduit par exemple à la forme 
active du p-coumaroyl CoA. L’acide chlorogénique est l’ester de l’acide caféique le plus 
fréquemment rencontré (liaison avec un acide quinique en C5). Si la liaison s’effectue avec 
des mono ou diamine, des phénolamides sont formés. Les estérifications peuvent être 
multiples, ainsi l’acide caféique peut être estérifié avec des acides quiniques et former les 
acides di et tricaféoylquinique. Des liaisons avec des sucres peuvent aussi être effectuées au 
niveau des fonctions hydroxyles, ce qui conduit à la formation de glucoside (glucoside de 
l’acide caféique) (MACHEIX et al, 2005). Les flavonoïdes (C6-C3-C6) sont issus du para-
coumaroyl CoA et de 3 molécules de malonyl-CoA qui forment l'hydroxychalcone 
comprenant 2 noyaux benzéniques (Figure 08). Cette transformation s'effectue avec une autre 
enzyme clef la Chalcone Synthase (CHS). La fermeture de l’hétérocycle central s’effectue par 
la Chalcone Isomérase (CHI). Ces composés sont la plupart du temps liés à des sucres, 
généralement par une liaison glycosidique, qui est dégradable par une hydrolyse acide à 
chaud. Des étapes ultérieures, surtout de glycosylation et d'acylation, amènent les flavonoïdes 
à la forme définitive dans laquelle ils se trouvent in vivo. Une ou plusieurs de leurs fonctions 
hydroxyles sont alors glycosylées (annexe 02) (BUNETON, 1999).  



                                                                                                                             

                                                                                   

 

Figure 08 : Représentation simplifiée de la voie de biosynthèse des polyphénols végétaux. 
Phénylalanine Ammonia Liase (PAL),  
hydroxycinnamoyl tranférase (HQT ), O-méthytransférase (
Isomérase (CHI ), Flavanone-3 hydroxylase (
Anthocyane synthase (ANS), Flavonoïde glucosyl transférase (
Les flèches en pointillés indiquent que plusieurs étapes enzymatiques, non représentées, sont nécessaires pour arriver au produit

• La désamination de la phénylalanine et la tyrosine conduit à la formation de l’acide cinnamique qui par hydroxylation (p
C4H) donne l’acide p-coumarique. 

• Les acides p-coumariques sont à l’origine de nombreuses molécules via des voies enzymatiques, formant ainsi des chalcones 
qui sont des précurseurs des flavonoides.

• Le p-coumaroyl coA est la forme activée des acides p
arrivant aux dérivés hydroxycinnamiques et à l’acide férulique 
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Cinnamate 4hydroxylase (C4H), CoA Ligase (4CL), Hydroxycinnamoyl

méthytransférase (OMT ), Férulate 5-hydroxylase (F5H), Chalcone Synthase (
3 hydroxylase (F3OH), Dihydroflavonol réductase (DFR), Flavone synthase (FS

), Flavonoïde glucosyl transférase (FGT). (*) indique les composés impliqués dans la synthèse des monolignols, 
flèches en pointillés indiquent que plusieurs étapes enzymatiques, non représentées, sont nécessaires pour arriver au produit

La désamination de la phénylalanine et la tyrosine conduit à la formation de l’acide cinnamique qui par hydroxylation (p

coumariques sont à l’origine de nombreuses molécules via des voies enzymatiques, formant ainsi des chalcones 
qui sont des précurseurs des flavonoides. 

coumaroyl coA est la forme activée des acides p-coumarique qui conduit également à la formation de l’acide caféique, 
arrivant aux dérivés hydroxycinnamiques et à l’acide férulique pouvant donner des structures polymérisées.
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Représentation simplifiée de la voie de biosynthèse des polyphénols végétaux. 
), Hydroxycinnamoyl-CoA quinate 

), Chalcone Synthase (CHS), Chalcone 
FS), Flavonol synthase (FLS) , 

). (*) indique les composés impliqués dans la synthèse des monolignols, 
flèches en pointillés indiquent que plusieurs étapes enzymatiques, non représentées, sont nécessaires pour arriver au produit indiqué.  

La désamination de la phénylalanine et la tyrosine conduit à la formation de l’acide cinnamique qui par hydroxylation (par la 

coumariques sont à l’origine de nombreuses molécules via des voies enzymatiques, formant ainsi des chalcones 

coumarique qui conduit également à la formation de l’acide caféique, 
pouvant donner des structures polymérisées. 
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1-4. Rôles et fonctions biologiques 
  
Les recherches récentes sur les composés phénoliques en général et les flavonoïdes en 

particulier sont très poussées en raison de leurs diverses propriétés physiologiques  
(MIDDLETON et al, 2000 ; KSOURI et al, 2007). Ces actions sont attribuées à leur effet 
antioxydant qui est due à leurs propriétés redox en jouant un rôle important dans la 
destruction oxydative par la neutralisation des radicaux libres, piégeage de l’oxygène, ou 
décomposition des peroxydes (PULIDO et al, 2000 ; NIJVELDT et al, 2001). Les effets 
bénéfiques des polyphénols intéressent particulièrement deux domaines : la phytothérapie et 
l’hygiène alimentaire (LEONG et SHUI, 2002). D’après les études multiples attestant de 
l’impact positif de la consommation de polyphénols sur la santé et la prévention des maladies, 
les industriels commercialisent maintenant des aliments enrichis en polyphénols ou des 
suppléments alimentaires. De plus, leur activité antioxydante assure une meilleure 
conservation des denrées alimentaires en empêchant la peroxydation lipidique. Dans 
l’industrie cosmétique, les composés phénoliques trouvent leur application pratique en luttant 
contre la production des radicaux libres néfastes sur la santé et la beauté de la peau. En 
phytothérapie, même si certaines indications sont communes à plusieurs classes (les 
propriétés vasculoprotectrices, sont par exemple aussi bien attribuées aux flavonoïdes qu’aux 
anthocyanes, tanins et autres coumarines), chaque classe chimique semble être utilisée pour 
des bénéfices spécifiques (HENNEBELLE et al, 2004). Le tableau III récapitule les effets 
biologiques des polyphénols rapportés par la littérature. 

 
Tableau III : Activités biologiques de quelques composés phénoliques selon 
BRUNETON 1999 ; BALASUNDRAM et al, 2006 ; HENNEBELLE, 2007 ; LI et al, 
2007 ; HABAUZIT et HORCAJADA, 2008 ; BONDIA-PONS et al, 2009 ; GRESELE et 
al, 2011). 
    
Composés phénoliques Activité biologique 

Acides 
Phénols 

Antifongique, antioxydante 
Antibactérienne 

Tanins 
 

Effet stabilisant sur le collagène, antioxydant, 
antidiarrheique, effet antiseptique, effet vasoconstricteur. 

Flavonoïdes 
 

Antitumorale, anticarcinogène, anti -inflammatoire, 
antioxydante, antiallergique, antiulcéreuse, antivirale, 
antimicrobienne, hypotenseur, diurétique. 

Coumarines  
 

Anticoagulante, antioxydante, protectrice vasculaire et 
antioedémateuse. 

Anthocyanes  Protectrices capillaro-veineux, anti oxydant 
Proanthocyanidines  Effets stabilisants sur le collagène, antioxydants, 

antitumoraux, antifongiques et anti-inflammatoires. 
Tannins galliques et 
catéchiques  

Antioxydantes 

Lignanes  Anti-inflammatoires, analgésiques 
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II.  Caractérisation des margines 

 
L’industrie oléicole, en plus de sa production principale qui est l’huile (l’huile d’olive 

vierge et l’huile de grignon), engendre la production de deux résidus : un liquide et l’autre 
solide (annexe 03) respectivement les margines et grignons. A titre informatif, la production 
annuelle moyenne d’olives en Algérie est estimée à 261 004 tonnes entre les années 2003 et 
2009 et celle d’huile d’olive est de 156 586 hectolitres, pour la compagne oléicole 2012/2013 
avec une production de 400 000m3 de margines (ANONYME, 2014). 

- Margines ou eaux de végétation : sont des effluents liquides, parfois nommés alpechine 
(RAMOS-CORMENZANA et al, 1995). Le pressage de 1 tonne d’olives produit en moyenne 
1,5 tonnes de margines avec les modes de production modernes (BENYAHIA et ZEIN, 
2003). En moyenne, 100Kg d’olives produisent 100 litres de margines via la centrifugation et 
environ 10 litres par le système classique de pression (MARTIN et al, 1991 ; LAKHTAR el 
al, 2006).  

- Grignons ou tourteaux d’olive : sont des résidus solides issus de la première pression ou 
centrifugation, ils sont formés des pulpes et des noyaux d’olives. Ce produit peut être 
transformé en un produit destiné à l’alimentation animale ou en huile secondaire extraite par 
des solvants organiques) (CHIOFALO et al, 2004 ; MARTIN-GARCIA et al, 2003). 

 
2.1. Présentation des margines 

Les margines sont obtenues lors de l’extraction de l’huile d’olive à partir de l’eau 
contenue dans le fruit et de l’eau ajoutée au cours du broyage et des étapes de trituration 
(GALANAKIS et al, 2010) (annexes 03 et 04). A l’origine, les margines se présentent comme 
un liquide résiduel aqueux, de couleur brune rougeâtre, qui se transforme en margine de 
couleur noire, d’aspect trouble. Elles sont caractérisées par un pH acide de 4 à 5 
(NEFZAOUI, 1987 ; EROGLU et al, 2008 ; HACHICHA et al, 2009 ; YAAKOUBI et al, 
2009 ; YALCUK et al, 2010) et une très grande conductivité électrique due surtout aux ions 
potassium, chlorure, calcium et magnésium (SALVEMINI, 1985; ZBAKH et EL ABBASSI, 
2012). Sa couleur noire résulte de la présence de polyphénols (AISSAM, 2003) et est fonction 
de l’état de dégradation des composés phénoliques et des olives dont ils dérivent (HAMDI et 
ELLOUZ, 1993 ; ZAHARI et al, 2014). Leur odeur rappelle celle de l’huile d’olive, mais elle 
peut devenir gênante lors des phénomènes de rancissement ou de fermentation anaérobie 
(RANALLI, 1991 ; DERMECHE et al, 2013). 

2.2.Caractérisation physico-chimique des margines 
 
La caractérisation physico-chimique des margines a été étudiée par plusieurs 

chercheurs et est généralement tributaire des techniques et des systèmes d’extraction de 
l’huile d’olives, elle diffère d’un pays à l’autre. À titre d’exemple,  FIESTAS ROS DE 
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URSINOS et BORJA (1992) ont montré que leur échantillon de margines contenait les 
composés fondamentaux qui sont : l’eau (83,2 %), les substances organiques (15 %) et les 
substances minérales (1,8 %). Les olives contiennent environ 20% d’huile, 30% de grignons 
et 50% d’eau de végétation (DI-GIOVACCHINO et al, 1988 ; HAMDI, 1992).  

Les margines sont composées de 40 à 50% de l’eau végétale qui provient du fruit 
(olive) et le reste de l’eau de fabrication ajoutée lors du processus de trituration (NEFZAOUI, 
1987 ; DI-GIOVACCHINO, 1996 ; EL ABBASSI et al, 2011). 
 

� pH, conductivité et matière sèche 
 

� Les margines ont un pH acide avec des valeurs comprises entre 4,2 et 5,9 (EROGLU 
et al, 2008) et entre 2,24 et 5,9 selon AKAR et al (2009) cité par DERMECHE et al. 
(2013). Lors des traitements biologiques des margines, une correction du pH peut 
s'avérer nécessaire (EL HAJJOUJI et al, 2008). La chaux vive a été souvent utilisée 
pour ajuster le pH des margines (ACHAK et al, 2008). En effet, RANALLI (1991) 
rapporte qu'il faut 1 kg de chaux par 1 m3 d'effluent afin de faire augmenter le pH d'un 
point. 

 
� La conductivité électrique est étroitement liée à la concentration des substances 

dissoutes et à leur nature. Dans le cas des margines, les valeurs de cette conductivité 
varient entre 18 et 50 ms.cm-1 (DI SERIO et al, 2008). Cette mesure ne donne pas 
forcément une idée immédiate sur la charge minérale du milieu (PAREDES et al, 
1986). 

 
� L'extrait sec des margines est extrêmement élevé et variable. Il est situé entre 15,5 et 

266,5 kg.m-3 pour les margines de pression et entre 9,5 et 161,2 kg.m-3 pour les 
margines de centrifugation (DI GIOVACCHINO et al, 1988). 

 
2.3. Composition des margines : 

 
2.3.1. Fraction minérale  

 
Les margines contiennent des quantités significatives en sels minéraux (RANALLI, 

1991) dont 80% sont solubles (phosphates, sulfates et chlorures) et 20% insolubles 
(carbonates et silicates). D’après FIESTAS ROS DE URSINOS et BORJA (1992), les 
éléments les plus représentatifs sont le potassium (47%), les carbonates (21%), les phosphates 
(14%) et le sodium (7%).  

 
La fraction minérale a été analysée par SALVEMINI (1985). Le tableau en annexe 05 

regroupe les concentrations de ces éléments. Il montre que les margines sont riches en 
phosphore, sodium, potassium et calcium. Par conséquent elles peuvent être utilisées comme 
fertilisants des terres agricoles (BULDINI et al, 2000 ; CAPASSO et al, 2002a, 2002b). 
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ARIENZO et CAPASSO (2000) ont analysé les cations métalliques (K+, Na+, Ca2+, 

Mg2+, Fe2+, Zn2+, Mn2+, Cu2+)  et les anions inorganiques (Cl-, H2PO-
4, F-, NO3

-) présents 
dans deux types de margines italiennes. Les résultats ont montré que les margines issues du 
système de centrifugation sont moins concentrées en cations et en anions. Ceci est dû à leur 
dilution par l’eau durant l’extraction d’huile d’olives (ARIENZO et CAPASSO, 2000). 

 
Des études plus récentes sur la fraction minérale des margines ont montré que la 

composition en éléments minéraux était variable d’une margine à une autre (tableau IV). 
 

Tableau IV : Principaux éléments minéraux des margines. 
 

(+) : détecté. (/) : Non évoqué. 
 

2.3.2. Fraction organique 
 
Les margines comportent deux fractions organiques : 
 
− Fraction insoluble constituée essentiellement de pulpes d’olives. Cette fraction représente 
les matières en suspension et colloïdales (HAMDI, 1992). 
− Fraction soluble dans la phase aqueuse et contient les sucres, les lipides, les acides 
organiques et les composés phénoliques (HAMDI, 1992 ; OBIED et al, 2005). 
 

2.3.2.1.Sucres 
Les études effectuées sur les margines par HAMDI et ELLOUZ (1993) ont montré que la 

teneur en glucides varie entre 2 et 8% du poids de la pulpe d’olive fraîche. Alors qu’ils ne 
représentent qu’environ 0,6 % du poids de la pulpe fraîche selon les études menées par 
OBIED et al. (2005) et GALANAKIS et al. (2010). Récemment, de nombreux travaux ont 
montré que les margines sont très riches en sucres simples NIAOUNAKIS et HALVDAKIS, 
2004 ; FEZZNI et BEN CHEIKHARTICLE, 2009 ; GARCIA-CASTELLO et al, 2010) et en 

Elém
ent 

Unité PARASKE
VA 
et al. 
(2007) 

MAHMOU
D et al. 
(2010) 

KARPO
UZAS 
et al. 
(2010) 

MORAE
TIS et al. 
(2011) 

DANELL
AKIS et al. 
(2011) 

PIOTRO
WSA et 
al. 
(2011) 

DERMEC
HE et al. 
(2013) 

Intervalles 
de Valeurs 

Pb g/l / / / 6,7 10 / / 6,7-10 
Cd g/l / / / 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/l 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 + 0,03-0,29 
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 
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fibres pectiques (NADOUR et al, 2012b). La présence de sucres simples dans les margines  
tel que : glucose, saccharose, mannose, arabinose, raffinose, fructose et xylose a été 
également signalée par SALVEMINI (1985). DERMECHE et al. (2013) mentionnent que les 
sucres représentent entre 4,1 et 4,8 % du poids total des margines pouvant se répartir comme 
suit : Arabinose (62–71%), Galactose (17-25%), Rhamnose (2–3%), Xylose (1–2%), Glucose 
(1%) 

 
2.3.2.2.Composés azotés 
La fraction azotée est représentée principalement par les protéines avec une concentration 

variable. Tous les acides aminés contenus dans les margines ont été identifiés. Les plus 
abondants sont l’acide aspartique, l’acide glutamique, la proline et la glycine (SALVEMINI, 
1985 ; RANALLI, 1991 ; CAPASSO et al, 2002 ; JAIL et al, 2010). 

 
2.3.2.3.Vitamines 
Plusieurs vitamines ont été identifiées. Les plus fréquentes sont les vitamines du groupe D 

et B et la vitamine PP avec une concentration moyenne de 124 mg/kg de margines 
(SALVEMINI, 1985 ; AISSAM, 2003). Cette teneur peut être exploitée à l’échelle 
industrielle. 
 

2.3.2.4.Acides organiques 
La proportion des acides organiques présente dans les margines varie entre 0,5 et 1,5% 

(p/v). Les principaux acides organiques rencontrés sont les acides fumarique, glycérique, 
lactique, malique et malonique (FIESTAS ROS DE URSINOS, 1981 ; SALVEMINI, 1985 ; 
TSIOULPAS et al, 2002). 
 

2.3.2.5.Huiles 
La concentration d’huile résiduelle contenue dans les margines est très variable selon le 

procédé d’extraction utilisé. Elle varie entre 0,02 et 1% (v/v) (FIESTAS ROS DE URSINOS 
et BORJA, 1992). L’acide oléique est l’acide gras le plus abondant avec un  pourcentage de 
65% par rapport à la totalité d’huile. La concentration en matière grasse des margines est 
rapportée par RANALLI (1991) et peut atteindre 10,78 g/l. 
 

2.3.2.6.Composés phénoliques 
Les composés phénoliques des margines sont très divers et leur structure est très variable. 

Plus de 50 différents composés phénoliques ont été identifiés dans les margines (OBIED et al, 
2005 ; DERMECHE et al, 2013).Ils proviennent de l’hydrolyse enzymatique des glucides et 
des esters de la pulpe d’olive au cours du processus d’extraction (trituration). Leur 
solubilisation dans l’huile est cependant bien inférieure à celle dans les eaux de végétation, ce 
qui explique leur concentration élevée détectée dans les margines (RANALLI, 1991 ; 
ACHAK et al, 2008). Les caractéristiques organoleptiques de l’huile d’olive vierge dépendent 
de la présence des composés phénoliques et des substances volatiles (VAZEQUEZ, 1978 ; 
BENDINI et al, 2007).  La teneur en composés phénoliques dans les margines dépend du 
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système d’extraction de l’huile d’olive (ANNAKI et al, 1999 ; AISSAM, 2003 ; LAKHTAR, 
2006). En général, elle varie entre 3 et 5 g.l-1 (BALICE et al, 1997 ; AL-MALAH et al, 2000 
; OUKILI et al, 2001 ; GARRIDO HOYOS et al, 2002 ; TSIOULPAS et al, 2002 ; CASA et 
al, 2003 ; FENICE et al, 2003) et elle peut même dépasser les 9 g.l-1 (KLIBANOV et al, 
1983 ; BORJA et al, 1992 ; SAYADI et ELLOUZ, 1993 ; KISSI et al, 2001 ; AISSAM et al, 
2002). Beaucoup d’industriels utilisent un moulin à trois phases (annexe 04), qui donne un 
meilleur rendement en huile avec ajout d’eau durant l’étape de séparation des phases 
huile/eau. Le problème avec ce système est que les phénols passent dans l’eau. Ainsi, on 
retrouve une grande quantité de la fraction phénolique dans les margines (AISSAM, 2003), et 
donc logiquement l’huile d’olive vierge extra issue de ces moulins à trois phases se trouve 
appauvrie en biophénols. Pour des moulins à deux phases, l’ajout d’eau est très faible car il 
n’existe qu’une étape de séparation : séparation de la phase solide (grignons humides) de la 
phase liquide (huile). Dans le tableau V, on donne, à titre indicatif, la liste des composés 
phénoliques principaux avec leur concentration selon les travaux de (VISIOLI et al, 1999). 

 
Tableau V : les principaux composés phénoliques retrouvés dans les margines selon 

(VISIOLI et al, 1999). 
   

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

Plus de 50 composés phénoliques ont été identifiés (EL ABBASSI et ZBAKH, 2012). Il 
s’agit de monomères aromatiques et de composés phénoliques à haut poids moléculaire 
(BORJA et al, 1995 ; BENDINI et al, 2007 ; EL ABBASSI et ZBAKH, 2012). La 
composition phénolique des margines d’Italie a été étudiée par chromatographie en phase 
gazeuse (CPG) (D’ANNIBALE et al, 2000) (annexe 06). 
 

� Les monomères phénoliques 
 

Plusieurs monomères aromatiques ont été identifiés dans les margines par des techniques 
de chromatographie (HPLC en annexe 07 ou CPG). Ils sont représentés essentiellement par 
des alcools et des acides phénoliques. Le tableau VI récapitule les composés phénoliques 
détectés dans les margines. 
 

Les acides phénoliques sont les monomères les plus abondants dans les margines, ce 
qui explique leur acidité. Plusieurs acides phénoliques ont été identifiés dans différents types 
de  margines. BORJA et al. (1995) ont identifiés par HPLC  plusieurs acides phénoliques 
dans des margines espagnoles. 
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Tableau VI : Les principaux composés phénoliques des margines. 
 

Composés phénoliques  Références 
Acide cafféique  (VAZEQUEZ, 1978 ; BORJA et al, 1995 ; 

D’ANNIBALE et al, 2004 ; EL HAJJOUJI et al, 2007). 
Acide p-coumarique  (VAZEQUEZ, 1978 ; BORJA et al, 1995 ; 

D’ANNIBALE et al, 2004 ; EL HAJJOUJI et al, 2007). 
Oleuropéine (EL HAJJOUJI et al, 2007). 
Hydroxytyrosol  (FKI et al, 2005 ; ERGÜL et al, 2009). 
Tyrosol  (FKI et al, 2005 ; ERGÜL et al, 2009). 
Acide vanillique  (VAZEQUEZ et al, 1974 ; BALICE et CERA, 1984 ; 

BORJA et al, 1995 ; AZABOU et al, 2007). 
Acide ferrulique (D’ANNIBALE et al, 2004 ; FKI et al, 2005) 
 Acide protocatéchique  (VAZEQUEZ, 1978 ; BORJA et al, 1995) 
- Acide 4-hydroxyphénylacétique. CICHELLI et SOLINAS, 1984 ; BORJA et al, 1995). 
- Acide syringique  (CICHELLI et SOLINAS, 1984 ; BORJA et al, 1995). 

- Acide p-hydroxybenzoique  (CICHELLI et SOLINAS, 1984 ; BORJA et al, 1995). 
Acide vératrique BALICE et CERA, 1984 ; MARTINEZ et al, 1992). 
Acide 3,5-diméthoxy-4-
hydroxycinnamique 

(BORJA et al, 1995). 

-Acide férulique (DERMECHE et al, 2013). 
-Acide gallique (DERMECHE et al, 2013). 
-Verbascoside (DERMECHE et al, 2013). 
-Lutéoline (FKI et al, 2005 ; DERMECHE et al, 2013). 
-Rutine (FKI et al, 2005 ; DERMECHE et al, 2013). 
-Lutéoline 7-O-glucoside (DERMECHE et al, 2013). 
-Lutéoline 7-O-rutinoside (DERMECHE et al, 2013). 
-Lutéoline 4-O-glucoside (DERMECHE et al, 2013). 
 
3- Autres composés phénoliques : (WAGNER et al, 1984 ; CAPASSO, 1997) 
 D’autres composés phénoliques monomères ont été identifiés : 
- L-caféyl- glucose 
- Apégine 
-Les anthocyanes (TANCHEV et al, 1980). 
VAZQUEZ et al. (1974) ont identifié un certain nombre de flavonoides et des glucosides 
phénoliques. I1 s'agit en particulier, de l'oleuropéine qui a la propriété d'inhiber le 
développement de certaines bactéries dont des lactobacilles et des champignons comme les 
Geotrichum., Rhizopus et Rhizoctonia. L’oleuropéine est abondant dans les margines et se 
caractérise par un goût amère, elle peut atteindre jusqu’à 2% du poids d’olives (WAGNER et 
al, 1984 ; DAMAK et al, 2008 ; CZERWINSKA et al, 2012). 
 
BALICE et CERA (1984) ont quantifié certains composés phénoliques des margines par 
chromatographie liquide à haute performance (HPLC) (tableau VII). 
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Tableau VII : Teneur de quelques composés phénoliques identifiés dans les margines 

par BALICE et CERA (1984). 
 

Composé phénolique                                    Teneur en mg.l-1 
- Acide vanillique                                                 242 
-- Acide 4-hydroxyphénylacétique                        145 
- Acide syringique                                                710 
- Acide vératrique                                              500 
- Acide 3,4,5- triméthoxybenzoïque                    80 
 
 

La composition phénolique des margines d’Italie a été étudiée par chromatographie en 
phase liquide (HPLC) (CASA et al, 2003). Le tableau  VIII illustre les résultats de leur étude. 
 
Tableau VIII : Phénols totaux, ortho-diphénol et monomères aromatiques contenus dans 

les margines (CASA et al, 2003). 
 

Composés phénoliques Teneur 
Phénols totaux (g.l-1) 
Ortho-diphénol (g.l-1) 
Acide 3 ,4-dihydroxybenzoique (mM) 
Catéchol (mM) 
Acide 4-hydroxybenzoique (mM) 
Tyrosol (mM) 
Acide syringique (mM) 
Acide caféique (mM) 
4-Methylcatechol (mM) 
Acide 3-hydroxyphénylpropionique (mM) 
Acide para-coumarique (mM) 
Acide vératrique (mM) 
Acide 3,4,5-trimethoxybenzoique (mM) 
Acide trans-cinnamique (mM) 

3,7 0± 0,1 
1,20 ± 0,02 
0,35 ± 0,01 
2,28 ± 0,1 
0,12 ± 0,004 
2,47 ± 0,0 
0,196 ± 0,04 
1,53 ± 0,1 
4,12 ± 0,3 
0,06 
0,19 
0,227 ± 0,21 
0,03 
0,33 ± 0,08 

 
 

� Les polymères phénoliques 
 

Les composés phénoliques à haut poids moléculaire identifiés dans les margines sont 
essentiellement les tannins : leur structure est très complexe, leur concentration peut atteindre 
12 g/L (BALICE et al, 1982). Le catécholmélaninique est un flavotanin, il est le plus répandu 
et en quantité la plus élevée dans les margines (AISSAM, 2003 ; ZBAKH et EL ABBASSI, 
2012). Il est formé par la polymérisation de la catéchine à différents degrés. Leur poids 
moléculaire est compris entre 500 et 3 000. En ce qui concerne la lignine, aucun auteur n'a 
cité la présence de ce polymère dans les margines, bien que les pulpes d'olives contiennent au 
moins 3% de composés cellulosiques (AISSAM, 2003). 

La variabilité des margines influence considérablement leur contenu qualitatif et 
quantitatif en composés phénoliques. Toutefois, ceux-ci restent la fraction dominante de la 
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matière organique. L’analyse qualitative des composés phénoliques par les techniques de 
chromatographie reste très délicate. Ceci est dû à la polymérisation des monomères 
phénoliques en polyphénols et au chevauchement de certains pics dans le chromatogramme 
des molécules ayant des poids moléculaires et des structures très proches (AISSAM, 2003) 
(tableau IX). 
 
Tableau IX: Les principaux composés phénoliques polymériques retrouvés dans les 
margines. 
 
Composés phénoliques à haut poids moléculaires principalement les tanins 

Tanins hydrolysables Tanins condensés (flavotanin) 
- Esters d'acides phénoliques 
- Esters d'acides phénoliques et sucres 
- Glucosides 

- Le catécholmélaninique 
 

 

La composition chimique des margines est assez variable. Cette variation est due 
essentiellement aux facteurs suivants (KARAPINAR et WORGAN, 1983 ; BAMBALOV et 
al, 1989) : stade de maturation des olives, conditions édaphiques (les caractéristiques du sol) 
et climatiques, variété des oliviers, système de culture, situation géographique, temps de 
stockage des olives avant la trituration, techniques et lieu de stockage, nature de conservation 
des olives, procédé d’extraction d’huile d’olive qui représente l’élément le plus important 
(RAMOS-CORMENZANA, 1996 ; ANNAKI et al, 1999 ; FIORENTINO et al, 2003 ; 
ACHAK et al, 2009). 

2.4. Métabolisme des composés phénoliques des margines 
 

Les composés phénoliques des margines sont toujours susceptibles d’être dégradés par 
les micro-organismes (BORJA et al, 1992 ; SAYADI et ELLOUZ, 1993 ; D’ANNIBALE et 
al, 2000 ; GARCIA GARCIA et al, 2000 ; GARRIDO HOYOS et al, 2002 ; TSIOULPAS et 
al, 2002) ou par les enzymes d’origine microbienne (MARTIRANI et al, 1996 ; 
D’ANNIBALE et al, 2000 ; CASA et al, 2003). Cependant, le temps nécessaire pour une 
dégradation totale peut être considérable (LAKHTAR, 2006). Un grand nombre de micro-
organismes y compris les bactéries Pseudomonas putida (BERTIN et al, 2001), 
Rhodopseudomonas satustrisand (RAHLKAR et al, 1993), les champignons comme 
Aspergillus niger (HAMDI et ELLOUZ, 1993 ; GARCIA GARCIA et al, 2000), Aspergillus 
terreus (GARRIDO HOYOS et al, 2002), Phanerochaete chrysosporium (SAYADI et 
ELLOUZ, 1995 ; KISSI et al, 2001) et les levures comme Candida tropicalis (CHANG et al, 
1995 ; FADIL et al, 2003) a été isolé et caractérisé. Ces micro-organismes possèdent la  
capacité de dégrader les phénols à faible concentration. Peu d’études ont été réalisées pour 
améliorer la dégradation des composés phénoliques par ces micro-organismes (CHANG et al, 
1995). Bien que plusieurs travaux aient été réalisés sur la dégradation des composés 
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aromatiques, les informations sur leur métabolisation chez les micro-organismes restent très 
limitées (MIDDELHOVEN, 1993 ; CAPASSO, 1997). 

 
2.5.Valorisation des margines 

 
La faible dégradation chimique des composés phénoliques pourrait être due à une 

inhibition de l’activité des microorganismes du sol par le pH acide des margines. Les 
composés phénoliques à pH acide ont un effet antimicrobien. Par ailleurs, l’oxydation des 
margines entraine la polymérisation des composés phénoliques en tanins plus résistants à la 
biodégradation (ACHAK et al, 2008 ; YAAKOUBI el al, 2009). Acides et extrêmement 
chargés en matières organiques, ces effluents créent d’importantes nuisances et perturbations 
du milieu récepteur, souvent répandues en l’état dans la nature, de manière incontrôlée sur les 
sols agricoles ou parfois stockées provisoirement dans des cuves, exposant ainsi les systèmes 
eau-sol-plante, à  une pollution inéluctable. Leur déversement dans les milieux naturels 
provoque de sérieux problèmes environnementaux. Par conséquent, leur valorisation est 
devenue une nécessité intense de toutes les entreprises (FIORENTINO et al, 2003 ; ACHAK 
et al, 2009 ; YAAKOUBI et al, 2010 ; ZAHARI et al, 2014). 
 

Ces considérations ont conduit plusieurs chercheurs à l’échelle nationale et 
internationale à choisir la voie du traitement et de la valorisation des margines pour limiter 
leur pollution (LEGER et al, 2000 ; KISSI et al, 2001 ; GARRIDO HOYOS et al, 2002 ; 
POZO et al, 2002 ; FENICE et al, 2003). La valorisation des sous-produits de l’olivier est 
susceptible de contribuer à l’amélioration de la rentabilité du secteur oléicole (ACHAK et al, 
2008). De plus, elle permet: 
- d’une part, de résoudre en grande partie les problèmes posés par les effluents des huileries 
qui ont un pouvoir polluant très élevé, 
- d’autre part, de contribuer à combler le déficit fourrager qu’on rencontre surtout dans les 
pays d’Afrique du Nord et du Moyen Orient. 
 

La richesse en polyphénols des margines, plus grande que celle de la phase huileuse. 
Puisqu’une partie de ces polyphénols est consommée en l’état lorsque les olives noires sont 
elles-mêmes consommées, on peut espérer transformer l’inconvénient « polluant » en 
avantage, à condition de prendre en charge immédiatement les margines, entité fragile, dès 
leur émission à la sortie de la centrifugeuse. Des études sont actuellement en cours pour 
valoriser les polyphénols des margines en qualité « d’antioxydants naturels » utilisables dans 
différentes filières agro alimentaires, cosmétiques et pharmaceutiques (ZAHARI et al, 2014). 
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III- LES COMPOSES PHENOLIQUES GLYCOSYLES : 

3.1. Introduction 

D’une manière générale, l’ose est lié à la molécule phénolique par l’intermédiaire 
d’une liaison glycosidique C-O-C dégradable par hydrolyse acide à chaud. Cependant, dans 
quelques cas plus rares, comme chez la vitéxine présente dans la vigne, la liaison est de type 
C-C, beaucoup plus résistante. Les positions et le nombre de glycosylations dépendent de la 
réactivité chimique de chacun des hydroxyles phénoliques. Par exemple, chez les flavonols, la 
position 3 de l’hétérocycle est toujours glycosylée, fréquemment la position 7 mais jamais la 
position 5 du cycle A. Au contraire, chez les anthocyanes, en plus de la position 3, c’est 
préférentiellement la position 5 qui est glycosylée. La nature des sucres se liant aux 
flavonoides est variée, allant de la plupart des oses (glucose, galactose, arabinose, 
rhamnose…) à des disaccharides ou des formes plus complexes. Pour la seule quercétine, on 
connait au moins 7 dérivés en position 3 et au total plus de 80 formes glycosylées. Des cas 
extrêmes montrent jusqu’à 5 positions de glycosylation sur le même squelette de flavonoïde, y 
compris sur le cycle B.  

 

3.2. Rôles de la glycosylation des polyphénols :  

Selon MANCHEIX et al. (2005), les conséquences de la glycosylation sont multiples : 

• Modification de la couleur des pigments ; 

• forte augmentation de la solubilité dans l’eau permettant alors une plus grande 
accumulation vacuolaire ; 

• modification des propriétés biologiques des molécules phénoliques, par exemple dans 
les interactions de la plante avec les micro-organismes ou dans le caractère toxique 
qu’elles peuvent présenter vis-à-vis de la plante elle-même.  

3.3. Méthodes d’études des polyphénols glycosylés  

3.3.1. Hydrolyse acide.  

L’hydrolyse acide, destinée à rompre les liaisons C-O-C qui interviennent dans les 
hétérosides, est conduite en milieu HCl à différentes concentrations pendant un temps qui 
peut varier de quelques minutes à 1heure, au bain-marie à 100°C. La résistance des 
différentes liaisons à hydrolyser n’est pas la même ; d’une façon générale, les 
anthocyanines résistent mieux à l’hydrolyse que les hétérosides des flavonols et des 
flavones. Il faut tenir compte de ces faits, car dans le cas d’hydrolyse incomplète, on 
observe sur le même chromatographe des aglycones et des hétérosides (NACZK et 
SHAHIDI, 2004b ; BOUAZIZ et SAYADI, 2005).  
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 Les C-glycosides (vitéxine), dans lesquels la molécule de sucre et l’aglycone 
flavonique sont liés par une liaison C-C sont particulièrement résistante à l’hydrolyse acide et 
également enzymatique ; on peut d’ailleurs utiliser cette propriété pour les caractériser.   

  3.3.2. Hydrolyse alcaline. 

 L’hydrolyse alcaline des esters des acides benzoïques et cinnamiques est réalisée à 
température ambiante, en milieu alcalin NaOH 2N pendant 4 heures ; il est recommandé 
d’opérer sous atmosphère d’azote, car de nombreux composés phénoliques sont facilement 
oxydables en milieu alcalin. Il faut repasser en milieu acide, pour étudier les produits résultant 
de cette hydrolyse. 

 Cette saponification est conduite le plus souvent à partir d’une solution aqueuse 
d’extraction du matériel végétal. Cependant, pour étudier les composés phénoliques du bois, 
RIBEREAU-GAYON(1968) a opéré par chauffage à ébullition du matériel végétal dans 
NaOH 1N ; cette opération libère un grand nombre de composés phénoliques simples, à partir 
de substances complexes de structures indéterminées.  

Selon le protocole de MORRISON et al. (1993) en utilisant des solutions de soude de 
deux molarités différentes. Une hydrolyse douce (2 N) permet d’hydrolyser les esters d’acides 
p-hydroxycinnamiques alors qu’une hydrolyse sévère (4 N) libère en plus les éthers.  Les 
milieux réactionnels issus de ces deux types d’hydrolyse sont alors soumis aux mêmes 
procédures pour récupérer les acides p-hydroxycinnamiques libérés.  

3.3.3. Séparation des aglycones 

Les opérations que nous venons de décrire comprennent une extraction du matériel 
végétal, puis l’hydrolyse acide et/ou alcaline dans les but de séparer et d’étudier les formes 
résultantes qualitativement et quantitativement, ce qu’est l’objet de ce travail. 

Dans les solutions hydrolysées ainsi obtenues, on extrait les aglycones apparues à 
l’aide de solvants non miscibles (éther, acétate d’éthyle, alcool isoamylique); il est donc 
nécessaire d’opérer à partir d’une solution aqueuse. Ceci est une des raisons qui incite à 
utiliser un solvant aqueux pour extraire le matériel végétal. La solution obtenue peut être 
hydrolysée directement, puis les aglycones extraits par un solvant non miscible. Si on effectue 
l’extraction du matériel végétal par l’alcool, il faut d’abord chasser le solvant sous vide et 
passer en milieu aqueux (NACZK et SHAHIDI, 2004 ; DIABATE et al, 2009). 

L’étude des extraits obtenus se fait soit, qualitativement par chromatographie sur 
couche mince ou sur papier ou par des techniques plus performantes (Chromatographie en 
Phase Liquide à Haute Pression (HPLC) ou Chromatographie en Phase Gazeuse <CPG>) ; ou 
quantitativement, par des méthodes couramment utilisées 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’identification des composés phénoliques ont 
fait des progrès spectaculaires au cours des trente dernières années (MANCHEIX et al, 2005 ; 
FERNANDEZ DE CORDOVA et MEDINA, 2014), grâce en particulier à l’utilisation quasi 
systématique de la chromatographie liquide à haute performance (HPLC) et des détecteurs à 
barrettes d’iodes permettent l’analyse des spectres d’absorption en ultraviolet et le couplage 
de la HPLC avec les techniques physico-chimiques modernes (spectrométrie de masse, 
résonnance magnétique nucléaire…) (BENDINI et al, 2007 ; QU et al, 2012).  

La présence d’un ou plusieurs cycles hydroxylés chez tous les composés phénoliques est 
responsable de certaines propriétés communes utilisées pour les extraire à partir du matériel 
végétal, les caractériser chimiquement et les doser. Il n’existe aucune méthode permettant 
d’extraire de manière satisfaisante et simultanée l’ensemble des composés phénoliques ou une 
classe bien spécifique (NACZK et al, 2004). Le solvant le plus souvent utilisé pour 
l’extraction des polyphénols des margines est l’acétate d’éthyle (NACZK et SHAHIDI(2004).  

 

V.ACTIVITE ANTI-OXYDANTE DES POLYPHENOLS 

5.1.Stress oxydant 
 
En conditions physiologiques, le dioxygène, élément indispensable à la vie, produit au 

niveau de la mitochondrie des espèces oxygénées réactives (EOR) particulièrement toxiques 
pour l’intégrité cellulaire (annexe 08). Ces EOR, dont font partie les radicaux libres, sont 
dotées de propriétés oxydantes qui les amènent à réagir, dans l’environnement où elles sont 
produites, avec toute une série de substrats biologiques (lipides, protéines, ADN, glucose, …). 

 
Longtemps considérés comme des agents toxiques responsables de dysfonctions et de 

mort cellulaire, il est actuellement admis que les EOR sont de véritables messagers 
secondaires impliqués dans l’expression et la régulation des fonctions de prolifération et de 
mort cellulaire. De plus, ils sont des médiateurs inflammatoires impliqués dans diverses 
pathologies neurodégénératives ou vasculaires telles que l’athérosclérose ou l’hypertension 
(DHALLA et al, 2000). 

 
5.2.Mécanismes d’action des radicaux libres  

Les radicaux libres peuvent être considérés comme des déchets du métabolisme cellulaire. 
Ce sont des atomes et des molécules dotés d’une forte énergie et qui, avant d’être neutralisés 
détruisent ce qu’ils rencontrent. Ils sont produits dans toutes les cellules de l’organisme tout à 
fait normalement et en faible quantité dans les mitochondries. Il s’agit des ions oxygène, 
hydroxyde et de peroxyde d’hydrogène qui sont libérés lors des réactions biochimiques. 
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Avant d’être neutralisés ils provoquent des lésions sur tous les éléments qu’ils côtoient. 
L’organisme sait cependant se défendre contre eux, grâce aux enzymes antioxydantes 
contenues dans nos cellules. Ces enzymes sont aidées dans leur action antiradicalaire par la 
vitamine E, C, provitamine A, le zinc et le sélénium. Si ces systèmes de défense sont débordés 
ou insuffisants (annexe 08), les radicaux libres ont tout le loisir d’être nuisibles : ils 
s’attaquent alors aux membranes cellulaires dont les acides gras insaturés sont dénaturés (leur 
structure est modifiée); ils agressent également les protéines, les microfibrilles de collagène, 
l’acide hyaluronique, les acides nucléiques des chromosomes et l’ADN lui-même est 
transformé entrainant l’apparition d’une série d’anomalie dont le risque de cancérisation. 
Lorsque les radicaux libres lèsent les acides gras insaturés on parle de lipidoperoxydation des 
membranes cellulaires. Cela déclenche alors une réaction en chaîne sur les divers acides gras 
du voisinage jusqu’à ce qu’ils soient neutralisés. 

 

5.3.Mécanismes d’action d’un anti-oxydant 
 
Les principaux mécanismes d’activité antioxydante  (HALLIWELL, 1994 ; BOUZID et 

al, 2011) sont: 
- le piégeage direct des EOR ; 
- l’inhibition des enzymes impliquées dans le stress oxydant et la chélation des traces 
métalliques responsables de la production des EOR; 
- la protection des systèmes de défense antioxydants. 
Les polyphénols peuvent agir selon ces divers mécanismes. 

Les antioxydants sont classés selon leur mode d’action : éliminateurs de radicaux 
libres, chélateurs d’ions métalliques, piégeurs d’oxygène dans des systèmes fermés. Les 
polyphénols, naturellement présents dans les aliments ou formés au cours des procédés de 
transformation, sont considérés comme éliminateurs de radicaux libres (SHAHIDI et al. 
2003 ; CHEW et al, 2009). 

La réduction de divers radicaux par les polyphénols a été beaucoup étudiée afin de 
déterminer les éléments majeurs de l’activité antioxydante. Grâce à leur faible potentiel redox, 
les polyphénols, plus particulièrement les flavonoïdes (Fl-OH), sont thermodynamiquement 
capables de réduire rapidement les radicaux superoxydes, peroxyles (ROO�), alkoxyles 
(RO�) et hydroxyle par transfert d’hydrogène : Fl-OH + X                               Fl-O + XH 
Où X�représente l’un des EOR mentionnés ci-dessus.Le radical aryloxyle (Fl-O.) peut réagir 
avec un autre radical pour former une structure quinone stable. 

En ce qui concerne les flavonoïdes, ces composés peuvent empêcher les dommages 
oxydatifs par différents mécanismes d’actions : soit par capture des radicaux hydroxyles, 
superoxydes, alkoxyles et peroxydes (HODEK et al, 2002) (figure 09) ; soit par chélation des 
métaux (le fer et le cuivre) qui sont d’importance majeure dans l’initiation des réactions 
radicalaires ; soit l’inhibition des enzymes responsables de la génération des radicaux libres.  

 



                                                                                                                             

                                                                                   

 

 
Figure 09

Les propriétés antioxydantes des polyphénols varient en fonction de leur structure 
chimique (RICE-EVANS, 1996)
importante dans l’activité antioxydante des polyphénols. Les polyphénols porteurs d’un 
groupement catéchol (un noyau aromatique porteur de deux fonctions hydroxyles adjacentes) 
ont un potentiel antioxydant élevé. Ainsi, tous les flavonoïdes portant une hydroxylation en 3’ 
et 4’ possèdent une activité antioxydante significative (
2008). De plus, une hydroxylation supplémentaire en 5’ comme sur la myricétine augmentera 
cette activité comparativement à des composés comme la quercétine qui en sont dépourvus 
(DZIEDZIC et al, 1983). L'hydroxylation du noyau B joue donc un rôle important dans 
l’activité antioxydante des flavonoïdes (SHAHIDI 
et 7 sur le cycle A a peu d’influence. 

 
La glycosylation en 3 des flavonoïdes par des mono

activité antioxydante comparativement à leurs aglycones (ainsi le rutoside est moins actif que 
la quercétine). Il a été montré que les chalcones
étaient particulièrement efficaces, notamment en comparaison avec leurs flavanones 
respectives. Par ailleurs, pour les isoflavones, l’hydroxylation en 4’ et en 5 est indispensable à 
une activité antioxydante significative comme dans le cas de la génistéine. De la même 
manière, l’activité antioxydante des acides phénoliques dépend de leur degré d’hydroxylation. 
De plus, il a été montré que les acides hydroxycinnamiques étaient plus antioxydants que les 
acides benzoïques correspondants (SHAHIDI 
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Figure 09 : Piégeage des EOR par les flavonoïdes. 
 

Les propriétés antioxydantes des polyphénols varient en fonction de leur structure 
EVANS, 1996). Les positions et degrés d’hydroxylation jouent une part 

importante dans l’activité antioxydante des polyphénols. Les polyphénols porteurs d’un 
groupement catéchol (un noyau aromatique porteur de deux fonctions hydroxyles adjacentes) 

ydant élevé. Ainsi, tous les flavonoïdes portant une hydroxylation en 3’ 
ivité antioxydante significative (ABEROUMAND et DEOKULE, 

. De plus, une hydroxylation supplémentaire en 5’ comme sur la myricétine augmentera 
é comparativement à des composés comme la quercétine qui en sont dépourvus 

1983). L'hydroxylation du noyau B joue donc un rôle important dans 
l’activité antioxydante des flavonoïdes (SHAHIDI et al, 2003) tandis que l’hydroxylation en 5 

7 sur le cycle A a peu d’influence.  

La glycosylation en 3 des flavonoïdes par des mono- ou disaccharides réduit leur 
activité antioxydante comparativement à leurs aglycones (ainsi le rutoside est moins actif que 

a été montré que les chalcones et en particulier les 3,4- dihydroxychalcones 
étaient particulièrement efficaces, notamment en comparaison avec leurs flavanones 
respectives. Par ailleurs, pour les isoflavones, l’hydroxylation en 4’ et en 5 est indispensable à 

ignificative comme dans le cas de la génistéine. De la même 
manière, l’activité antioxydante des acides phénoliques dépend de leur degré d’hydroxylation. 
De plus, il a été montré que les acides hydroxycinnamiques étaient plus antioxydants que les 

nzoïques correspondants (SHAHIDI et al,
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Les propriétés antioxydantes des polyphénols varient en fonction de leur structure 
Les positions et degrés d’hydroxylation jouent une part 

importante dans l’activité antioxydante des polyphénols. Les polyphénols porteurs d’un 
groupement catéchol (un noyau aromatique porteur de deux fonctions hydroxyles adjacentes) 

ydant élevé. Ainsi, tous les flavonoïdes portant une hydroxylation en 3’ 
ABEROUMAND et DEOKULE, 

. De plus, une hydroxylation supplémentaire en 5’ comme sur la myricétine augmentera 
é comparativement à des composés comme la quercétine qui en sont dépourvus 

1983). L'hydroxylation du noyau B joue donc un rôle important dans 
2003) tandis que l’hydroxylation en 5 

ou disaccharides réduit leur 
activité antioxydante comparativement à leurs aglycones (ainsi le rutoside est moins actif que 

dihydroxychalcones 
étaient particulièrement efficaces, notamment en comparaison avec leurs flavanones 
respectives. Par ailleurs, pour les isoflavones, l’hydroxylation en 4’ et en 5 est indispensable à 

ignificative comme dans le cas de la génistéine. De la même 
manière, l’activité antioxydante des acides phénoliques dépend de leur degré d’hydroxylation. 
De plus, il a été montré que les acides hydroxycinnamiques étaient plus antioxydants que les 

et al, 2003).
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5.4.Méthodes d’évaluation de l’activité antioxydante : 

Les méthodes de l’évaluation du potentiel anti-oxydant sont nombreuses et variées. Le 
tableau X reprend les méthodes d’estimation de l’activité antioxydante.  

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

Méthode Réaction Auteurs 

Méthode FRAP 
(Ferric Reducing 
Antioxidant 
Power) 

réduction de l’ion ferrique (Fe³+) en ion ferreux 
(Fe²+). évalue le pouvoir réducteur des composés   
La lecture se fait à 700 nm.  
 

 PULIDO et al, 
2000 ; 
HINNEBURG et 
al, 2006). 

Méthode DPPH Réduction du radical libre stable de 2,2-diphényl 
picrylhydrazyl (DPPH.). 
La lecture se fait à 517 nm. 

KOLEVA et al, 
2002). 

Méthode ABTS le sel de ABTS (sel d’ammonium de l’acide 2, 2�- 
azino bis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) perd 
un électron pour former un radical cation (ABTS• +) 
de couleur sombre en solution. En présence de 
l�agent antioxydant, le radical ainsi formé est réduit 
pour donner le cation ABTS+, ce qui entraine la 
décoloration de la solution. 
La lecture se fait à 734 nm. 

RE et al, 1999 

Méthode PPM 
(PhosPhoMolybda
te) 

L’hydrogène et l’électron sont transférés vers le 
complexe oxydant (PPM). 

POPOVICI et al, 
2009 

 
 
5.5. Relation structure-fonction des polyphénols 

 
Plusieurs travaux ont établi des relations entre la structure chimique des polyphénols et 

leur capacité à piéger les radicaux libres. Ainsi, BRAND-WILLIAMS et al. (1995) a testé 
l’activité antioxydante des acides phénoliques et obtenu les résultats suivants: 

• Les acides cinnamiques ont une activité anti-radicalaire supérieure à celle des acides 
benzoïques correspondants. Les acides caféique, sinapique, férulique et p-coumarique 
sont respectivement plus actifs que les acides protocatéchique, syringique, vanillique 
et p-hydroxybenzoïque. Ils sont plus actifs que les phénols simples: acide p-

coumarique>phénol et acide caféique >pyrocatéchol (ANTOLOVICH et al, 2004 ; 
GULÇIN, 2006). Ainsi, le groupe CH=CHCOOH participe à la stabilisation du radical 
aryloxyle par résonance (ABEROUMAND et DEOKULE, 2008). 
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• Les acides benzoïques sont, quant à eux, moins actifs que leurs homologues phénols, 
ce qui tend à démontrer le rôle négatif du COOH directement fixé sur le noyau 
benzénique (NODA et al, 2007). 

• L’addition d’un second OH sur le cycle aromatique augmente fortement l’activité 
antioxydante des acides phénoliques, particulièrement quand le second OH est en 
ortho ou para du premier: ortho = para>méta ou para >ortho>méta (THUMANN et 
HERRMAN, 1980). Un troisième OH sur le cycle renforce également le caractère 
antioxydant (ex: acide gallique) (ABEROUMAND et DEOKULE, 2008 ; 
CZERWINSKA et al, 2012). 

• Le groupement méthoxyle joue, dans une moindre mesure, le même rôle que les 
groupements OH (ABEROUMAND et DEOKULE, 2008). 

 
La présence de plusieurs unités de type acide phénolique peut concourir à renforcer 

l’activité antioxydante (MACHEIX et al, 2006). Les travaux sur la capacité d’un antioxydant 
à piéger le radical-cation de l’acide 2,2’-azinobis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) 
(ABTS�-) en comparaison avec celle du Trolox (acide 6-hydroxy-2,5,7,8-
tétraméthylchroman-2-carboxylique) permettent d’estimer le paramètre TEAC (Trolox 
equivalent antioxidant capacity). Il est à noter que plus la valeur de TEAC est élevée, plus la 
molécule est active. 

 
� Comparaison de l’activité des différents 3,5,7,3’,4’-pentahydroxyflavonoïdes 
L’activité de la quercétine (4,72 mM) est deux fois plus élevée que celle de la catéchine 

(2,4 mM). La cyanidine a approximativement la même activité antioxydante que celle de la 
quercétine. Ces résultats démontrent l’importance de la présence d’un cycle central insaturé, 
qui permet la délocalisation des électrons dans le radical (NODA et al, 2007 ; HUANG et al, 
2013).  

 
� Le rôle du groupe 3-OH sur le cycle C et de la double liaison C2-C3 
La glycosylation du groupement 3-OH de la quercétine (cas de la rutine) ou sa 

suppression (cas de la lutéoline) réduit l’activité antioxydante à 2,4 mM et 2,1 mM, 
respectivement (Figure 10). Ceci démontre l’importance du groupe 3-OH adjacent à la double 
liaison C2-C3 et à la fonction 4-oxo. L’importance de la double liaison C2-C3 est confirmée 
en comparant l’activité de la quercétine avec celle de la taxifoline (dihydroflavonol), qui est 
deux fois moins active que son analogue flavonol, la quercétine (NODA et al, 2007 ; 
HUANG et al, 2013) (Figure 10). 
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Figure 10 : Valeurs de TEAC indiquant l’importance du groupe 3

double liaison C2-C3 

� L’effet de la glycosylation
 

La comparaison de la naringénine avec la naringoside 
glycosylation du groupe 7-OH diminue notablement l’activité. Des effets similaires sont
observés quand l’hespérétine est comparée 
avec son 3’,7-diglucoside (Figure 1
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Valeurs de TEAC indiquant l’importance du groupe 3-OH adjacent à la 
 (NODA et al, 2007). Les valeurs sont exprimées en mM.

 
L’effet de la glycosylation sur l’activité des flavones et flavanones

La comparaison de la naringénine avec la naringoside (Figure 1
OH diminue notablement l’activité. Des effets similaires sont

observés quand l’hespérétine est comparée avec son rutinoside (hespéridine), et la lutéoline
Figure 11). 
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OH adjacent à la 
Les valeurs sont exprimées en mM. 

sur l’activité des flavones et flavanones 

Figure 11) montre que la 
OH diminue notablement l’activité. Des effets similaires sont 

avec son rutinoside (hespéridine), et la lutéoline 
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Figure 11 : Influence de la glycosylation sur l’activité antioxydante des flavones et 
flavanones (NODA 

 
� Importance de la structure ortho
 
La morine avec deux groupements hydroxyles en méta et le kaempférol avec un seul 

groupement hydroxyle sont moins actifs que la quercétine (deux groupements hydroxyles en
ortho).  Les résultats démontrent l’importance de la structure ortho
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Influence de la glycosylation sur l’activité antioxydante des flavones et 
(NODA et al, 2007). Les valeurs sont exprimées en mM. 

de la structure ortho-diphénolique du cycle B 

La morine avec deux groupements hydroxyles en méta et le kaempférol avec un seul 
groupement hydroxyle sont moins actifs que la quercétine (deux groupements hydroxyles en

Les résultats démontrent l’importance de la structure ortho-diphénolique du cycle B. 
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Influence de la glycosylation sur l’activité antioxydante des flavones et 
Les valeurs sont exprimées en mM.  

La morine avec deux groupements hydroxyles en méta et le kaempférol avec un seul 
groupement hydroxyle sont moins actifs que la quercétine (deux groupements hydroxyles en 

diphénolique du cycle B.  
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La présence d’un troisième groupe OH sur le cycle B (myricétine) diminue
l’activité antioxydante, sans doute en raison de l’instabilité de ce flavonoïde
sensibilité à l’autoxydation). 
important pour l’activité antioxydante
 
En résumé, les flavonoïdes les plus actifs sont ceux qui combinent les trois critères
 
1- La structure ortho-dihydroxy sur le cycle B (groupement catéchol).
2- La double liaison C2-C3 en conjugaison avec la fonction 4
3- La présence du groupe 3-OH en combinaison avec la double liaison C2
 

Les flavonoïdes tels que la quercétine qui répondent à ces t
(Figure 12), sont des piégeurs efficac
la peroxydation lipidique). Enfin, les flavonoïdes possédant une structure catéchol sur le
B, et en particulier la catéchine, sont

                      

Figure 12 : Eléments essentiels pour l'activité antioxydante des 
Les flavonoïdes les plus actifs sont ceux qui combinent les trois critères suivants :

1- La structure 
2- La double liaison C2

3- La présence du groupe 3
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La présence d’un troisième groupe OH sur le cycle B (myricétine) diminue
l’activité antioxydante, sans doute en raison de l’instabilité de ce flavonoïde

 Pour les flavones, un cycle B dihydroxylé en ortho est aussi 
important pour l’activité antioxydante. 

En résumé, les flavonoïdes les plus actifs sont ceux qui combinent les trois critères

dihydroxy sur le cycle B (groupement catéchol). 
C3 en conjugaison avec la fonction 4-oxo. 

OH en combinaison avec la double liaison C2-C3

Les flavonoïdes tels que la quercétine qui répondent à ces trois critères structuraux
piégeurs efficaces des radicaux hydroxyles et peroxyles (impliqués dans 

la peroxydation lipidique). Enfin, les flavonoïdes possédant une structure catéchol sur le
B, et en particulier la catéchine, sont des piégeurs du dioxygène singulet. 

Eléments essentiels pour l'activité antioxydante des flavonoïdes. 
les plus actifs sont ceux qui combinent les trois critères suivants :

La structure ortho-dihydroxy sur le cycle B (groupement catéchol).
La double liaison C2-C3 en conjugaison avec la fonction 4-oxo.

La présence du groupe 3-OH en combinaison avec la double liaison C2
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La présence d’un troisième groupe OH sur le cycle B (myricétine) diminue légèrement 
l’activité antioxydante, sans doute en raison de l’instabilité de ce flavonoïde (grande 

Pour les flavones, un cycle B dihydroxylé en ortho est aussi 

En résumé, les flavonoïdes les plus actifs sont ceux qui combinent les trois critères suivants : 

C3. 

rois critères structuraux 
roxyles (impliqués dans 

la peroxydation lipidique). Enfin, les flavonoïdes possédant une structure catéchol sur le cycle 

 

flavonoïdes.  
les plus actifs sont ceux qui combinent les trois critères suivants : 

dihydroxy sur le cycle B (groupement catéchol). 
oxo. 

OH en combinaison avec la double liaison C2-C3. 
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Partie II : Partie expérimentale 

1. Matériels et méthodes : 

1.1. Matériels : 
 
1.1.1. Matériel végétal : 
 

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

 
Cette variété appartient à la série Sativa de la sous espèce euromediterranea (figure 13). 
Embranchement : spermaphytes 
Sous embranchement : angiospermes 
Classe : Dicotylédones 
Sous classe : gamopétales tétracycliques superovariées  
Ordre : ligustrales 
Famille : oléacées 
Sous-famille : oléoïdées 
Genre : olea 
Espèce : europea 
Sous espèce : oléa-euromediterranea       
Série : sativa  
Variété : chamlal    

 

 
 

Figure 13 : Olives noires (matures) de la variété Chamlal. 
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- Provenance des margines : 
Les margines utilisées proviennent d’une unité industrielle moderne de trituration 

d’olives par centrifugation à trois phases, située dans la région de Sidi Naamane (Tizi-Ouzou) 
pendant la compagne oléicole 2012/2013. Les échantillons ont été prélevés à partir du bassin 
de stockage des margines puis conservés dans des bouteilles en plastique à -20° C  jusqu'au 
moment de l'emploi. Elles sont récupérées à l'état liquide telles que produites par la 
centrifugeuse de l'huilerie. 
 
1.1.2. Appareillage : 
 
Les différents appareils utilisés sont donnés dans le tableau XI: 

Tableau XI : Tableau regroupant l’appareillage utilisé lors de l’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 

Spectrophotomètre UV-Visible SHIMADSU 
Centrifugeuses (réfrigérée et non réfrigérée) SIGMA 2-18K et SIGMA 3-16 P 
Vortex BIOBLOCK SCIENTIFIC 
Lampe UV (254 et 366nm) DESAGA 
Lyophilisateur à plateaux Telstar 

 
1.1.3. Réactifs et produits chimiques : 
 
Les produits chimiques et les réactifs utilisés sont : 
-Solvants organiques : acétate d’éthyle, chloroforme, Hexane, méthanol, éther diéthylique, 
n-butanol. 
 
-Acides/Bases : acide formique, acide sulfurique, acide acétique, acide chlorhydrique (HCl), 
hydroxyde de sodium (NaOH), acide trichloroacétique (TCA). 

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

-Réactifs : acétate de sodium, 1,1- diphenyl-2-picrylhydrazyl radical (DPPH), réactif de 
Folin-Ciocaleu. 
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-Sels : carbonate de sodium (Na2CO3), chlorure de fer (FeCl3), ferrocyanure de potassium 
(K3Fe(CN)6), trichlorure d’aluminium (AlCl3), phosphate monopotassique(KH2PO4), 
phosphate dissodique (Na2PO4, 2H2O). 
-Autres produits : 
*  D-glucose. 
*Acide ascorbique. 
*Phénol. 
* papier Watmann N°1. 
* Plaques de CCM : plaque d’aluminium de CCM (20x20cm, 0,25mm 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 à partir des margines brutes  

L’extraction des polyphénols totaux (ppt) à partir des margines brutes est une 
extraction de type liquide-liquide qui repose sur le principe de solubilité dans les solvants 
organiques. Le choix du solvant dépend de la nature des composés à extraire, de leur 
solubilité dans le solvant et surtout de la nature du matériel végétal. 

1.2.1.1.1. Extraction des ppt à l’acétate d’éthyle  
 

Les composés phénoliques contenus dans les margines sont extraits selon la méthode 
décrite par DE MARCO et al. (2007). Les margines doivent, au préalable, subir un 
prétraitement par l’hexane pour éliminer les lipides. Il s’agit d’une extraction liquide –liquide 
à l’acétate d’éthyle celui-ci est souvent utilisé pour ce type d’extraction (DELLA GRECA et 
al, 2004). En effet, FKI et al. (2004) ont démontré que l’acétate d’éthyle est plus efficace que 
les autres solvants d’extraction avec un taux d’extraction élevé. 
- Délipidation des margines  

10 ml de margines sont ajoutées à 10 ml d’hexane (V/V). La solution est mélangée 
pendant 3 min. Le mélange subit ensuite une agitation suivie d’une décantation pendant 10 
min. Les margines délipidées sont recueillies après séparation complète en deux phases : 
l’hexane (surnageant) et les margines délipidées (phase aqueuse) prêtes à une extraction 
liquide-liquide (annexe 09). Cette étape est reprise trois fois (3 lavages à l’hexane). 
- Extraction à l’acétate d’éthyle  

L’acétate d’éthyle est additionné aux margines délipidées (V/V), l’ensemble est 
homogénéisé. Après une centrifugation à 4000g pendant 20 min, le mélange est complètement 
séparé en deux phases : l’acétate d’éthyle riche en polyphénols (surnageant) et les margines 
(culot) (figure 14). L’opération d’extraction est répétée trois fois dans le but de récupérer le 
maximum de composés phénoliques. La phase organique riche en composés phénoliques subit 
une évaporation sous vide dans un évaporateur rotatif à 40°C (ZAHARI et al, 2014). Le 
protocole est illustré par la figure 14. 
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10 ml de Margines brutes 

                                                                                                             Délipidation 

Lavage à l’hexane (2x10ml) 

 

Agitation, décantation (2x) 

 

Phase organique (Lipides) 

                                    

Phase aqueuse (margines délipidées) 

 

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

                                                                                                     

Mélanger pendant 3min 

                                    

Centrifugation à 4000g pendant 20min 

 

Evaporation sous vide à 40°C jusqu'à 

Obtention d’un résidu sec 

 

Dissoudre le résidu sec dans 3 ml de méthanol 

 

 

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

L’extraction des PP est également réalisée selon la méthode de MARKHAM (1982) 
avec modification inspirée selon la méthode de BRUNETON (1993). Elle est basée sur le 
degré de solubilité des polyphénols dans les solvants organiques (Figure 15). De ce fait, trois 
solvants organiques de polarités différentes ont été utilisés (l’éther diéthylique, l’acétate 
d’éthyle et le n-butanol). Afin de séparer les composés en fractions aglycones, 
monoglycosides et di et triglycosides, des margines préalablement délipidées sont mélangées 
avec l’éther diéthylique (v/v) pour obtenir une phase organique contenant les formes 
aglycones et éventuellement les aglycones (Eth). La phase aqueuse restante subit à son tour 
trois extractions avec l’acétate d’éthyle afin de récupérer dans la phase organique certaines 
formes aglycones mais surtout les monoglycosides (Acét.). La phase aqueuse restante est 
mélangée avec le n-butanol pour récupérer notamment les di et triglycosides, ainsi que les 
formes C-glycosylées (But.). Les trois fractions récoltées sont concentrées par évaporation à 
basse pression à 35°C. Les résidus secs sont repris dans du méthanol. 

Selon LIU et al. (2014), l’acétate d’éthyle est utilisé pour l’extraction des formes 
aglycones ou mono O- glycosides et partiellement di-O-glycosides, tandis que le n-butanol est 
utilisé pour l’extraction des flavonoïdes di-O-glycosides et tri-glycosides et C-glycosides. Le 
dosage des flavonoïdes a été réalisé selon la méthode avec AlCl3 en utilisant comme standard 
la quercétine, les teneurs en flavonoïdes sont exprimées en µg EQ/mg d’extrait.  
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  Phase aqueuse + acétate d’éthyle                                                 Phase organique (Eth) 

                                                                                       

 

Phase organique (Acét.)                                                 

                      

                                                                                                     

 Phase aqueuse                                   

+n-butanol                      

 

 

Phase organique butanolique  

(but.)                                                                                     

  

 

 

 

 

 

 

Figure 15 : Protocole de fractionnement  des polyphénols contenus dans les margines 
par trois solvants organiques. 

 

 

Margines délipidées   +  Ether diéthylique  (v/v) 

Récupération dans du 
méthanol du résidu  

sec après évaporation 
de l’éther 

Récupération dans du 
méthanol du résidu sec 
après évaporation du n-

butanol. 

Récupération dans du 
méthanol du résidu sec 
après évaporation de 

l’acétate d’éthyle. 
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• Lyophilisation de l’échantillon de margines délipidées :  

Un des protocoles expérimentaux utilisés dans cette étude  exige la présence de la matière 
végétale sous forme de poudre. Or, dans notre cas les margines se présentent sous forme 
liquide. Pour ce faire, la lyophilisation de l’échantillon de margines délipidées s’impose. Le 
lyophilisat ainsi obtenu est conservé à – 20°C  jusqu’au moment de l’utilisation. 

 

1.2.2. Méthodes de traitement hydrolytique : 

1.2.2.1. Hydrolyse à l’acide chlorhydrique (HCl) destinée à rompre les liaisons C-O-C 
liant les sucres aux polyphénols. 

Principe de l’extraction : 

La méthode d’extraction décrite par ROBLES et al. (1998) repose sur l’hydrolyse acide à 
chaud des hétérosides présents dans le matériel végétal. En effet, les flavonoïdes sont 
généralement sous forme d’hétérosides. Selon la liaison qui intervient, l’hétéroside peut-être 
un O-glycosylflavone (liaison C-O-C entre un OH alcoolique ou phénolique de l’aglycone et 
un OH d’une molécule glucidique) ou un C-glycosylflavone (liaison C-C entre le C6 ou le C8 
de l’aglycone et un carbone de l’ose). La liaison C-O-C des O-glycosylflavones est une 
liaison fragile qui se rompt à l’hydrolyse enzymatique ou acide libérant les aglycones. Par 
contre, la liaison C-C des C-glycosylflavones est résistante à ce type d’hydrolyse. 

 

• Hydrolyse des liaisons hétérosidiques des composés phénoliques avec HCl 2N : 

Pour la recherche des aglycones, une hydrolyse acide destinée à rompre les liaisons 
(C-O-C) est effectuée sur 2 g de matériel végétal (lyophilisat) qui sont placés en présence de 
160 ml de HCl 2 N froid (figure 16). Les solutions sont ensuite placées au bain-marie à 100°C 
pendant 40 min. Deux procédures de traitement acide ont été  réalisées. Après 
refroidissement, les pp sont extraits de la phase aqueuse acide par différents solvants 
organiques pour les comparer ultérieurement qualitativement et quantitativement.   

 
- La première procédure 

 
• Une première extraction est réalisée avec l’acétate d’éthyle. Puis, le solvant est 

évaporé à basse pression au rotavapor à 35°C. le résidu sec est repris dans 4 ml de 
méthanol, c’est l’extrait (Acét 2N). 
 

• La phase aqueuse résultante est mélangée au n-butanol cette étape est refaite 3 fois. Le 
butanol est éliminé par évaporation sous vide à 40°C. le résidu sec ainsi obtenu est 
dissout dans 4 ml de méthanol constituant ainsi l’extrait  (But 2N). 
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- La deuxième procédure 
 

• Les aglycones: les aglycones de la phase aqueuse acide sont extraits 3 fois par l’éther 
éthylique. La phase organique obtenue subit une concentration par évaporation au 
rotavapor, le résidu sec obtenu est dissous dans 4 ml de méthanol constituant ainsi 
l’extrait (Eth 2N).   

 
• Les composés C-glycosylés : la phase aqueuse  restante subit un lavage au n-butanol 

(3fois). La phase butanolique ainsi obtenue est concentrée par évaporation au 
rotavapor puis repris dans 4 ml de méthanol. Cet extrait est (But 2N). 
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2g de lyophilisat de margines délipidées dans 160ml de HCl 2N 
(100°C, 40min) 

                                                   

 

 

 

 

                         Procédure 1                                                    Procédure 2 

 

 

 

1) A l’acétate d’éthyle (Acét 2N), puis                 1) à l’éther diéthylique (Eth 2N), puis 
2) Au  n-butanol (But 2N)                                      2) au n-butanol (But’ 2N)  

 

 

Evaporation des solvants organiques au rotavapor 

à 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 polyphénols totaux suite à une hydrolyse acide 
(HCl 2N). 

 

Extraction des polyphénols 
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• Hydrolyse acide avec  HCl 6N: 

Cette fois-ci, on effectue le traitement sur l’échantillon sous sa forme liquide, les 
margines délipidées subissent un traitement acide en l’opérant dans un solvant constitué de 
volumes égaux de HCl  6 N et de margines délipidées. Le mélange est porté au bain-marie 
bouillonnant pendant exactement 5 min. Deux essais ont été réalisés à des fins comparatives 
ultérieures (figure 17), après refroidissement, les ppt sont extraits comme suit :  

-Essai 1 : 

• Extraction à l’acétate d’éthyle : pour ce deuxième essai, une première extraction a été faite 
par l’acétate d’éthyle (3 lavages), ce dernier est recueilli après centrifugation du mélange (à 
4000g pendant 20 min) et contiendrait les formes aglycones et éventuellement les formes 
mono-hétérosidiques. Il correspond à la fraction (Acét 6N).  
 

• Extraction au n-butanol : la phase aqueuse résultante du lavage à l’acétate d’éthyle est 
mélangée au n-butanol en vue de l’extraction des formes glycosylées n’ayant pas pu être 
extraites par l’acétate d’éthyle. Cet extrait est récupéré après une centrifugation à la même 
vitesse de rotation du rotor. Il est abrégé par (But 6N).  

 

-Essai 2 : 

• Extraction par l’éther diéthylique :  la phase aqueuse acide est mélangée au diéthyl éther 
(v/v) (3 fois) pour en extraire les aglycones. Le mélange subit une centrifugation pendant          
20 min à 4000g. La phase organique éthérée est retenue, elle constitue l’extrait (Eth 6N). 
 

• Extraction par le n-butanol : les polyphénols glycosylés de la phase aqueuse restante après 
lavage à l’éther sont extraits au n-butanol, trois lavages sont faits. Une centrifugation est 
réalisée à 4000g pendant 20 min. La fraction récupérée correspond à l’extrait (But’ 6N). 

 
 

Les quatre fractions obtenues sont concentrées séparément par évaporation sous vide au 
rotavapor à une température de 35°C. Les résidus secs sont repris dans du méthanol 
constituant ainsi les solutions extractives obtenus nommés (Eth 6N, But 6N, Acét 6N et But’ 
6N).  
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Margines délipidées + HCl 6N (v/v) 

(100°C, 5 min). 

                                                                 

 

 

 

 

                Essai 1                                                      Essai 2 

 

                          

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17: Protocole expérimental d’extraction de polyphénols totaux issus d’un 
traitement d’hydrolyse chimique ménagée utilisant l’acide chlorhydrique 6N (Inspiré 

par la méthode décrite par  RIBEREAU-GAYON (1968)). 

 

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

(Acét 6N).           
                           

2) Extraction par 3 lavages 

de n-butanol (But 6N) 

1) Extraction par 3 lavages 
d’éther diéthylique  

(Eth 6N).           
                           

2) Extraction par 3 lavages 

de n-butanol (But’6N)  
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1.2.2.2. Hydrolyse alcaline suivie d’une hydrolyse acide 
 

       L’hydrolyse alcaline utilisée est celle adaptée par la méthode de RIBEREAU-GAYON 
(1968). Elle est conduite dans un milieu NaOH 2N à température ambiante, sous une 
atmosphère vidée, pendant 4 heures, cette étape est suivie d’un traitement acide, ce dernier 
consiste en une acidification à HCl concentré jusqu’à obtention d’un pH identique à celui de 
HCl 2N, puis porter au bain-marie bouillonnant pendant 3 minutes (figure 18). Ce type 
d’hydrolyse est destiné à rompre les liaisons esters et les 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 
Pendant 4 h 

Sous agitation 

 

Hydrolyse acide                                  Le mélange est acidifié avec HCl concentré 

à pH 1,6 (100 °C, 3 min) 

 
    
     

 

           Procédure 1                                                               Procédure 2 
 
1) A l’acétate d’éthyle (Acét ALCA)                       1) à l’éther diéthylique (Eth ALCA)   
2) Au n-butanol   (But ALCA)                                2) au n-butanol (But’ALCA)  

 

Evaporation à 35°C 

 

Récupération des résidus secs dans 4ml de méthanol. 

 

Figure 18 : Protocole d’extraction des acides phénoliques (RIBEREAU-GAYON, 1968). 

 

Extraction des polyphénols 
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1.2.3. Caractérisations quantitative et qualitative des extraits phénoliques 
 

1.2.3.1.Analyse quantitative des extraits phénoliques obtenus  

1.2.3.1.1. Détermination de la matière sèche totale des margines 

La matière sèche totale (MST) correspond au résidu sec appelé parfois extrait sec. Il 
s’agit des matières restantes après séchage de l’échantillon à 105°C jusqu’à obtention d’un 
résidu sec à poids constant. La matière sèche comprend à la fois les matières en suspension et 
les composés dissous. 

Pour notre étude, elles ont été déterminées par étuvage (à 105°C) aussi bien pour les 
margines brutes que pour les margines délipidées. Elles servent à exprimer la quantité des 
composés dosés par spectrophotométrie, en milligrammes contenus dans 1 gramme de MST.   

1.2.3.1.2. Dosage des composés phénoliques par colorimétrie  

 La teneur en composés phénoliques des différents extraits obtenus à partir des 
margines traitées et non traitées a été estimée par la méthode de Folin-ciocalteu selon 
SINGLETON et ROSSI (1965) qui est basée sur la réduction en milieu alcalin de la mixture 
phosphotungstique et phosphomolybdique du réactif de Folin par les groupements réducteurs 
des composés phénoliques, conduisant à la formation de produits de réduction de couleur 
bleue. Ces derniers présentent un maximum d’absorption à 760 nm dont l’intensité est 
proportionnelle à la quantité de polyphénols présents dans l’échantillon. Les solutions des 
différents échantillons à doser et la gamme étalon sont préparées de la même manière et dans 
les mêmes conditions.  

A 125 µl de chaque extrait ou dilution, sont ajoutés 500µl d’eau distillée puis 125 µl 
du réactif Folin-Ciocalteu, six minutes plus tard, 1,25 ml de la solution aqueuse de carbonate 
de sodium (Na2CO3) à 7% (annexe 1 0) sont additionnés au milieu réactionnel puis le mélange 
est ajusté à 3 ml avec de l’eau distillée. Après 60 minutes d’incubation à température 
ambiante et à l’obscurité, l’absorbance est mesurée à 760 nm au spectrophotomètre contre un 
blanc sans extrait (figure 19). La quantification des composés phénoliques a été faite en 
fonction d’une courbe d’étalonnage linéaire de la forme  y = ax réalisée en utilisant l’acide 
gallique comme référence. Les résultats seront donc exprimés en équivalents d’acide gallique. 
La quantité des polyphénols totaux est calculée à partir de l’équation de régression de la 
gamme d’étalonnage établie avec l’acide gallique (0-200µg/ml) (annexe 10) et est exprimée 
en milligrammes équivalent d’acide gallique (EAG) par gramme de matières sèches totales 
des margines brutes et de margines délipidées selon le cas.  

 
 

 

 

 



                                                                             Matériels et Méthodes                              
 

51 

 

 

                                

 

 

 

 

 

                                

                                                                    6min 

                                                                    

 

 

 

 

 

 

 

Incubation à température ambiante, à l’obscurité, pendant 60 minutes 

 

      

Lecture à 760 nm 

 

 

Figure 19 : Etapes de dosage des polyphénols selon SINGLETON et ROSSI (1965). 

 

 

125µl d’extrait ou de dilution 

Ajout de 1,25ml de solution de carbonate de sodium (Na2CO3, 7%) 

Ajout de 500µl d’eau distillée  

Ajout de 125µl de réactif au Folin-Ciocalteu 

 Le volume est ajusté à 3ml à l’eau distillée 
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1.2.3.1.3. Dosage de flavonoïdes totaux par spectrophotométrie 

 L’évaluation quantitative des flavonoïdes totaux dans les différentes fractions est 
réalisée selon la méthode du trichlorure d’aluminium (BAHORUN et al, 1996). A 1 ml de 
chaque échantillon est ajouté 1ml de solution de chlorure d’aluminium (AlCl3) à 2% dans le 
méthanol (annexe10). Dix minutes après le début de la réaction, l’absorbance est lue à 430 nm 
(figure 20). Une gamme étalon est établie séparément avec la quercétine (1-25 µg/ml) pour 
calculer la concentration des flavonoïdes dans chaque extrait. Les résultats du dosage sont 
exprimés en milligramme d’équivalent de quercétine par gramme de matières sèches totales 
(MST).  

 
              
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Dix minutes d’incubation 
 
 
 
   Lecture à 430 nm  

 

Figure 20 : Dosage des flavonoïdes totaux par la méthode publiée par (BAHORUN et al, 
1996). 

 

 

 

 

 

 

 

    1ml d’échantillon ou de dilution 

+ 1ml de solution AlCl3 à 2%  
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1.2.3.1.4.  Détermination de la teneur en tanins totaux 

Seules les solutions extractives obtenus à partir des margines non traitées sont utilisées 
lors de ce test afin de bien caractériser l’échantillon de départ avant d’apporter tout traitement 
chimique. Ces mêmes extraits sont utilisés aussi bien pour la quantification des phénols totaux 
que les tanins. La quantité de ces derniers est estimée en utilisant la méthode par la 
précipitation à la caséine avec quelques modifications après optimisation. On prélève 6 ml 
d’aliquote de chaque échantillon et on ajoute 12 ml d’eau distillée ; 1g de caséine en poudre et 
on agite pendant 3 heures. Un blanc sera fait avec 18 ml d’eau distillée et 1g de caséine. On 
filtre avec du papier Wathman N°1. Chaque bécher utilisé est soigneusement rincé avec 10ml 
d’eau distillée et on ajuste le filtrat à 25ml. Un aliquote de 2 ml de ces solutions est prélevé 
pour la détermination des phénols. La quantité de tanins est donnée par la différence entre la 
quantité des phénols totaux et celle obtenue après fixation des tanins sur la caséine (LI et al, 
2011). 

1.2.3.1.5. Dosage de sucres totaux 

La quantité de sucres totaux est déterminée par spectrophotométrie. La méthode 
utilisée est celle décrite par DUBOIS et al. (1956). Les sucres simples, oligosaccharides, 
polysaccharides et leurs dérivés réagissent avec le phénol et l’acide sulfurique concentré et 
donnent une coloration jaune-orange. La réaction est sensible, la coloration reste stable 
pendant plusieurs heures. Pour les margines, 1ml de l’échantillon (extrait méthanolique) est 
mélangé à 1 ml d’une solution phénolique (5%) et 3ml d’acide sulfurique concentré (97%). 
Après agitation, les tubes sont conservés à l’obscurité pendant 10 min puis transférés dans un 
bain marie à 30 °C pendant 30 min. La densité optique est mesurée à 488 nm. Les valeurs 
obtenues sont traduites en concentration par référence à une courbe étalon de D-glucose 
préalablement établie de concentrations allant de 0 à 60µg/ml.  

 
 

1.2.3.2.Analyse qualitative des extraits méthanoliques 
  

1.2.3.2.1. Mise en évidence de la présence des tanins par le test au FeCl3. 
 

La présence des tanins est mise en évidence en ajoutant, à 1 ml de l’extrait méthanolique, 
2 ml d’eau distillée et 2 à 3 gouttes de solution de FeCl3 à 1% (Annexe 10). Une coloration 
bleu-noire indique la présence de tanins galliques et une coloration vert-noire la présence de 
tanins catéchiques (figure 21). 

 
 Si on a un mélange des deux, une solution de formaldéhyde-chlorhydrique est 

additionnée à 10 ml d’extrait, l’ensemble est chauffé jusqu’à ébullition. Les catéchols se 
condensent en précipité rouge que l’on peut filtrer. Le filtrat est neutralisé avec l’acétate de 
sodium et quelques gouttes de FeCl3 à 1% sont ajoutées. L’apparition d’une coloration bleue 
indique la présence des tanins galliques (TREASE et EVANS, 1987). 
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Figure 21 : Mise en évidence de la présence de tanins dans un extrait phénoliques selon 
TREASE et EVANS, (1987). 

 

1.2.3.2.2. Recherche des anthocyanes 

2 ml d’extrait sont ajoutés à 2 ml de HCl 2N. L’apparition d’une coloration rose- rouge 
qui vire au bleu violacé par addition d’ammoniaque indique la présence d’anthocyanes               
(Figure 22) (RIBEREAU-GAYON, 1968).  

 

 

 

 

 

 

 

 

               Figure 22 : Recherche des anthocyanes dans un extrait végétal. 

Coloration bleu-noire  

5 ml de solution + 1 ml HCl 2N 

Coloration rose ou rouge 

Coloration bleu-verte  

1 ml de solution + 2 ml H2O + 2 à 3 

gouttes de solution de FeCl3 à 1% 

Tanins galliques Tanins cathéchiques  

Coloration rouge : Présence d’Anthocyanes 
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1.2.3.2.3. Caractérisation par chromatographie sur couche mince 

 
• Principe de la méthode 

Toute méthode de chromatographie est basée sur la distribution des substances à 
séparer entre deux phases. La phase mobile s’écoule au long d’une phase stationnaire. Selon 
leur affinité, les substances en solution sont plus ou moins retenues par la phase stationnaire, 
ce qui rend possible leur séparation. Il existe plusieurs applications pratiques, les phases 
peuvent en particulier être solides, liquides ou gazeuses. 

 La chromatographie sur couche mince (CCM) repose principalement sur des 
phénomènes d’adsorption : la phase mobile est un solvant ou un mélange de solvants, qui 
progresse le long d’une phase stationnaire solide fixée sur une plaque de verre ou sur une 
feuille semi-rigide de matière plastique ou d’aluminium. 

Lorsque la plaque sur laquelle on a déposé l’échantillon est placée dans la cuve, 
l’éluant monte à travers la phase stationnaire, essentiellement par capillarité. En outre, chaque 
composant de l’échantillon se déplace à sa propre vitesse derrière le front du solvant. Cette 
vitesse dépend d’une part, des forces électrostatiques retenant le composant sur la plaque 
stationnaire et, d’autre part, de sa solubilité dans la phase mobile. Les composés se déplacent 
donc alternativement de la phase stationnaire à la phase mobile, l’action de rétention de la 
phase stationnaire étant principalement contrôlée par des phénomènes d’adsorption. 
Généralement, en chromatographie sur couche mince, les substances de faible polarité 
migrent plus rapidement que les composants polaires, ceci est valable lorsque l’éluant est à 
caractère peu polaire ou apolaire. Après avoir déposé les échantillons sur des points repères à 
environ 1cm du bord inférieur de la plaque, les dépôts sont séchés et la plaque est introduite 
dans une cuve de migration dont l’enceinte est préalablement saturée (annexe 11).  

-Révélation des composés séparés 

Lorsque les composants de l’échantillon analysé sont colorés, leur séparation est 
facilement observable sur la plaque ; dans le cas contraire, on doit rendre les taches visibles 
par un procédé de révélation. Les taches sont ensuite cerclées au crayon. Les méthodes 
usuelles de révélation sont les suivantes : radiations UV, fluorescence, iode, ou atomisation. 
Sauf indications contraires, nous utiliseront les radiations UV. En exposant la plaque à une 
source de radiation UV, certains composés apparaissent sous forme de taches brillantes. Si un 
indicateur fluorescent est incorporé à l’adsorbant, la plaque entière devient fluorescente 
lorsqu’elle est soumise à une radiation UV; les composés y sont révélés sous forme de taches 
sombres. 
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-Calcul du rapport frontal (R f)                                 

 Rf=Dc/DS            

Où      

Dc: distance parcourue par le composé (mesuré au centre de la tache)                                                            
Ds : distance parcourue par le front du solvant. 

• Protocole expérimental 

 Dans la présente étude, les échantillons sont analysés en utilisant des plaques 
commerciales prêtes à être utiliser, de gel de silice de dimension (20x20cm). 

• Plusieurs systèmes de solvants ont été essayés  

I : Acétate d’éthyle/Méthanol/Eau (v/v/v) (100/13,5/10) (RADOMIR et al, 2010). 

II : Chloroforme/Acétate d’éthyle/Acide acétique (v/v/v) (50/50/10) (CHA et al, 2011). 

III : Chloroforme/Méthanol/Acide acétique/Eau (100/15/0,3/0,5) (AMIOT et al, 1995). 

IV : Chloroforme/Acétate d’éthyle/Acide formique (50/40/10) (RIOV et GOTTLIEB, 2006). 

V : Acide acétique 2 % et 15 % (RIBEREAU-GAYON, 1968). 

 

Seuls les deux systèmes (II) et (IV) ont montré une bonne séparation. 
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1.2.3.3.Etude de l’activité anti-oxydante 

La capacité réductrice d'un composé peut servir d'indicateur significatif de son 
potentiel d'activité anti-oxydante (MEIR et al, 1995 ; APAK et al, 2007). La réduction du 
Fe3+ est souvent employée pour étudier la capacité d’une substance à donner des électrons. 
Cette propriété constitue un important mécanisme de l'action anti-oxydante 
(EBRAHIMZADEH et al, 2008).  
 

1.2.3.3.1. Test du pouvoir réducteur sur le ferrocyanure de potassium 

-Principe 
 
 Le pouvoir réducteur est basé sur la transformation de Fe3+ présent dans le complexe 
K3Fe(CN)6 en Fe2+ en présence d’un antioxydant qui a le pouvoir de céder des électrons. 
L'absorbance du milieu réactionnel est déterminée à 700 nm. Une augmentation de 
l'absorbance correspond à une augmentation du pouvoir réducteur des composés testés.  
 
-Protocole expérimental 
 

L’activité réductrice du fer des extraits phénoliques obtenus avant et après 
déglycosylation est déterminée selon la méthode décrite par OYAIZU (1986), modifiée par 
CHEW et al. (2009) qui est basée sur la réduction du Fe3+ présent dans le complexe                         
K3 Fe(CN)6 en Fe2+ impliquant le mécanisme de transfert des électrons. 
 

Ainsi 2,5 ml des CPM de concentration d’environ 10µg/ml ont été mélangés avec                 
2,5 ml d’une solution tampon phosphate (pH 6,6) et 2,5 ml de ferrocyanure du potassium 
(K3Fe(CN)6) (1%) (Annexe 10). Le mélange ainsi obtenu a été incubé à 50 °C pendant 20 
min. Ensuite, est ajouté au mélange 2,5 ml de l’acide trichloracétique (10%) (Annexe 10) 
pour arrêter la réaction. Le mélange subit une centrifugation à 3000xg pendant 10 min. Le 
surnageant est récupéré,  2,5 ml de ce dernier ont été mélangés avec le même volume d’eau 
distillée et 0,5 ml d’une solution de FeCl3 à 0,1%. L’absorbance est mesurée par 
spectrophotométrie à 700 nm. La même procédure est réalisée pour les autres concentrations 
des CPM avant et après traitements d’hydrolyse, à savoir 0, 20, 30, 40, 50, 60, 70,80, 90 et 
100µg/ml dans l’eau distillée.  
 
La même expérience a été réalisée pour l’acide gallique, l’acide caféique, l’acide ascorbique, 
et l’oleuropeine à différentes concentrations (0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 et 100 µg/ml 
dans l’eau distillée). Les essais ont été répétés 3 fois pour l’ensemble des composés testés.  
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1.2.3.3.2. Capacité de piégeage d’espèces radicalaires 
 

• Réaction entre le radical libre DPPH• et l’antioxydant 
 
          Le composé chimique 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle (α,α-diphenyl-β-picrylhydrazylе) 
fut l’un des premiers radicaux libres utilisé pour étudier la relation structure-activité 
antioxydante des composés phénoliques. Il possède un électron non apparié sur un atome du 
pont d’azote (Figure 23). Du fait de cette délocalisation, les molécules du radical ne forment 
pas des dimères, donc le DPPH• reste dans sa forme monomère relativement stable à 
température ordinaire. La délocalisation provoque aussi la couleur bleue bien caractéristique 
de la solution de DPPH•. La mesure de l’efficacité d’un antioxydant se fait en mesurant la 
diminution de la coloration bleu-violette, due a une recombinaison des radicaux DPPH•, 
mesurable par spectrophotométrie à 515-518 nm. 

 

Figure 23 : Structure de DPPH· (radical) et sa réduction par l’antioxydant AH.  

Le test DPPH (diphenylpicrylhydrazyl) est une méthode largement utilisée dans 
l’analyse de l’activité antioxydante. En effet, le DPPH se caractérise par sa capacité à 
produire des radicaux libres stables. Cette stabilité est due à la délocalisation des électrons 
libres au sein de la molécule. La présence de ces radicaux DPPH• donne lieu à une coloration 
violette foncée de la solution, qui absorbe aux environs de 517 nm. La réduction des radicaux 
DPPH• par un agent antioxydant entraîne une décoloration de la solution (MOLYNEUX, 
2004).  

Dans la réaction ci-dessous (1), le radical DPPH est représenté par Z• et la molécule du 
donneur par AH, la réaction primaire est:       Z• + AH = > ZH + A• (1) 
 
ZH est la forme réduite du radical DPPH•. Notons que compte tenu de la solubilité en milieu 
organique du DPPH, cette méthode est plus adaptée pour les dosages qui se déroulent en 
milieu alcoolique (méthanol et éthanol) (MANSOURI et al, 2011). 
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• Evaluation du potentiel anti-radicalaire 

 Pour l’évaluation de l’activité anti-oxydante, deux approches sont appliquées : d’une 
part, la détermination de la réduction relative du radical DPPH• à un temps de référence (par 
exemple après une heure du début de la réaction) ou la détermination de la quantité 
d’antioxydant nécessaire pour réduire 50 % de DPPH• et d’autre part, le suivi de la cinétique 
de la réduction (SANCHEZ-MORENO et al, 1998 ; GODOY et SCHERER, 2009). Dans la 
première approche, l’activité est définie par l’indice de la réduction de l’activité anti-
radicalaire en pourcentage % RSA (Radical Scavenger Activity) ou pourcentage d’inhibition 
(% I), ou l’absorbance du mélange réactionnel qui contient le radical libre et l’échantillon de 
l’antioxydant est reliée avec l’absorbance du mélange sans aucun antioxydant (contrôle 
négatif) à un temps t : 

 % RSA= [(Abs contrôle négatif – Abs échantillon) / Abs contrôle négatif] x 100% 

 

• Protocole expérimental : 

Le protocole expérimental utilisé est celui de BRAND-WILLIAMS et al. (1995). La 
solution du DPPH est préparée par solubilisation de 4mg de DPPH dans 100ml de méthanol. 
50µl des solutions d’extraits phénoliques ou standards sont ajoutés à 2ml de DPPH. Le 
mélange est laissé à l’obscurité pendant 1heure et la décoloration par rapport au contrôle 
négatif qui contient uniquement la solution de DPPH qu’on mesure à 517nm. Dans notre test 
le contrôle positif est représenté par une solution d’acide gallique synthétique comme un 
antioxydant standard. Les concentrations des extraits phénoliques de margines (avant et après 
déglycosylation) dans le milieu réactionnel, ainsi que celle de l’acide gallique utilisé comme 
témoin dans plusieurs tests, sont de 20 ; 40 ; 60 ; 80 ; 100 ; 150 ; 200 et 250µg/ml. La 
diminution de l’absorbance est évaluée par le pourcentage d’inhibition (% I) et  l’IC50 
(quantité équivalente en extrait qui neutralise 50% du DPPH·). Une IC50 faible correspond à 
une activité antioxydante ou anti-radicalaire élevée de l’extrait. Ce paramètre a été introduit 
par BRAND-WILLIAMS et ses collaborateurs (1995) et a été employé par plusieurs groupes 
de chercheurs pour présenter leurs résultats, il définit la concentration efficace du substrat qui 
cause la perte de 50% de l’activité de DPPH (BRAND-WILLIAMS et al, 1995 ; BOSKOU et 
al, 2006 ; LOŽIENE et al, 2007; CHEW et al, 2009). 

Le pouvoir antiradicalaire APR  est inversement proportionnel à l’IC50 (APR=1/IC50) 
(PRAKASH et al, 2007 ; CHEW et al, 2009).  
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1.2.3.4. Analyse statistique :  

Les résultats obtenus suite à l’évaluation de l’activité anti-oxydante (en utilisant le test 
au DPPH) sont analysés statistiquement. Ils subissent une ANOVA à deux facteurs. L’analyse 
de la variance (terme souvent abrégé par le terme anglais ANOVA : ANalysis Of VAriance) 
est un test statistique permettant de vérifier que plusieurs échantillons sont issus d'une même 
population et/ou présentant des différences. Ce test s'applique lorsque l'on mesure une ou 
plusieurs variables explicatives catégorielles (appelées alors facteurs de variabilité, leurs 
différentes modalités étant parfois appelées « niveaux ») qui ont de l'influence sur la 
distribution d'une variable continue à expliquer. On parle d'analyse à un facteur, lorsque 
l'analyse porte sur un modèle décrit par un facteur de variabilité, d'analyse à deux facteurs ou 
d'analyse multifactorielle.  

Dans cette étude, ce traitement statistique est réalisé sur ordinateur en utilisant le 
logiciel STATBOX version 6.4. La variable mesurée prise en compte est le pouvoir anti-
oxydant (PAO) mesuré. Les deux facteurs étudiés sont : type solvant et concentration ; 
puisque la nature des polyphénols retrouvés dans un extrait dépend du type de solvant lui-
même ayant servi à leur extraction, et le deuxième facteur (la concentration des ppt des 
extraits) doit impérativement être pris en compte puisque le pouvoir anti-oxydant est variable 
en fonction de ce paramètre.    



 

          

  
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Résultats et discussionRésultats et discussionRésultats et discussionRésultats et discussion    



PARTIE II                                                                          Résultats et Discussion 
 

61 

 

2-Résultats et discussion 
   
2.1. Analyse quantitative     
  

2.1.1. Matières sèches totales 
 

Les matières sèches totales (MST) des margines sont déterminées par étuvage et sont 
représentées dans le tableau XII. 

 
Tableau XII : Résultats des matières sèches totales. 

 
 

 
 
 
 

 
Le taux de matières sèches totales (en g/l) est déterminé (74, 70 ± 4,10). Il est 

nettement plus élevé que celui des margines prises comme échantillon par   STEEGMANS et 
FRAGEMAN (1992) (19,2 g/l), et celui des margines étudiées par PAREDES et al. (1999) ; 
par contre, EL ABBASSI et al. (2011) ont trouvé que leur échantillon de margines contenait 
90 g/l de MST. Ces variations peuvent être dues à des paramètres climatiques et géologiques, 
à des variations botaniques, au stade de maturation de l’olive et au procédé d’extraction 
d’huile. 
 
2.1.2. Choix de la méthode d’hydrolyse  
                   

L’hydrolyse acide des liaisons hétérosidiques est plus au moins facile selon leur 
nature ; RIBEREAU-GAYON (1968) a déterminé la vitesse de cette hydrolyse pour différents 
hétérosides de quelques échantillons végétaux pris pour son étude, en opérant à 100°C dans 
un solvant constitué de volumes égaux d’échantillon ou d’extrait méthanolique et de solution 
chlorhydrique (HCl). On peut donc opérer un traitement similaire, la problématique est de 
trouver la concentration de HCl  la plus efficace et la durée de traitement donnant un meilleur 
taux de polyphénols totaux lors de leur quantification. Pour cela, différentes concentrations de 
HCl ont été utilisées et testées en des intervalles de 10 min, les polyphénols totaux sont 
extraits par l’acétate d’éthyle, un même solvant pris comme référence en vue de comparer la 
quantité extraite en fonction du temps, pour chaque concentration de HCl. Une mise au point 
de cette méthode d’hydrolyse a été établie. Une représentation graphique est dressée (figure 
24). 
 

  

   

Margines Matières sèches totales (Moyenne ± Ecart type) (g/l) 

Margines brutes  74,70 ± 4,10 

Margines délipidées  50,50 ± 2,12 
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Figure 24 : Optimisation 

différentes de HCl. L’hydrolyse se fait dans 
d’échantillon de 

D’après la représentation ci
polyphénols totaux donné par l’un des traitements essayés. On pourrait 
concentration de HCl 6N, en une durée
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acide. 
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 d’une méthode d’hydrolyse acide par des con
HCl. L’hydrolyse se fait dans une solution contenant des volumes égaux 

échantillon de margines et de  HCl (V/V). 

D’après la représentation ci-dessus, on constate clairement qu’il y a un meilleur taux de 
polyphénols totaux donné par l’un des traitements essayés. On pourrait 

HCl 6N, en une durée relativement plus réduite qui est de 5
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des volumes égaux 

dessus, on constate clairement qu’il y a un meilleur taux de 
polyphénols totaux donné par l’un des traitements essayés. On pourrait donc retenir la 

relativement plus réduite qui est de 5 minutes. Chose 
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Figure 25 : Optimisation de la 

 
2.1.3. Dosage des polyphénols totaux
 

L’étape d’extraction des polyphénols 
d’acidification à pH 2 avec 
favorise la précipitation des protéines et la rupture des liaisons établies entre les composés 
phénoliques aux composants des parois cellulaires ainsi que l’hydrolyse des phénols 
complexes en phénols simples cela a été confirmé par dosage spectrophotométrique que la 
quantité de polyphénols dans les margines acidifié
polyphénols dans les margines brut
notre étude, il est préférable d’extraire les polyphénols à partir des margines brutes telles 
qu’elles sont rejetées, afin de les quantifier et d’évaluer leur activité puis 
polyphénols issus de margines traitées volontairement

 
La concentration des pp

d’une courbe étalon utilisant l’AG comme standard (Figure 
exprimée en mg d’équivalent d’acide gallique (EAG)/g de matières sèches totales (MST
plus de sa sensibilité, cette méthode de dosage présente une reproductivité puisque 
l’absorbance est étroitement corrélée à la concentration de l’acide gallique utilisé dans la 
gamme étalon, R2 = 0,999 (figure 26
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Optimisation de la méthode d’hydrolyse acide (volumes égaux 

et de HCl) à 100°C. 

osage des polyphénols totaux : 

des polyphénols à l’acétate d’éthyle est précédée d’une étap
HCl, cette étape est très importante. En effet le milieu acide 

favorise la précipitation des protéines et la rupture des liaisons établies entre les composés 
phénoliques aux composants des parois cellulaires ainsi que l’hydrolyse des phénols 

ls simples cela a été confirmé par dosage spectrophotométrique que la 
quantité de polyphénols dans les margines acidifiées est plus élevée que la quantité de 
polyphénols dans les margines brutes (OBIED et al, 2005 ; DE MARCO 

il est préférable d’extraire les polyphénols à partir des margines brutes telles 
qu’elles sont rejetées, afin de les quantifier et d’évaluer leur activité puis de 
polyphénols issus de margines traitées volontairement.  

s ppt est déterminée par la méthode de Folin-
d’une courbe étalon utilisant l’AG comme standard (Figure 26), la quantité
exprimée en mg d’équivalent d’acide gallique (EAG)/g de matières sèches totales (MST

sensibilité, cette méthode de dosage présente une reproductivité puisque 
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Figure 26 : Courbe d’étalonnage à l’acide gallique. 

 
La détermination quantitative des CP est habituellement réalisée selon la méthode 

colorimétrique de Folin-Ciocalteau. Cependant, cette méthode n'est pas très spécifique car elle 
ne donne pas d’indication sur la nature des CP présents dans l'extrait (TASIOULA-
MARGARI et OKOGERI, 2001). En outre, certaines substances, telles que la vitamine C, les 
caroténoides, les sucres réducteurs et les acides aminés aromatiques, peuvent en réduisant le 
complexe phosphotungstique-phosphomolybdénique interférer et conduire à une 
surestimation de la teneur en CP (OBIED et al, 2005). En fait cette méthode donne un aperçu 
sur la qualité réductrice d’un ensemble de composés en plus des CP. 

 
Cette méthode satisfait aux critères de faisabilité et de reproductibilité, la disponibilité 

du réactif de Folin et la méthode est bien standardisée, la longueur d’onde (760 nm) 
d’absorption du chromophore permet de minimiser les interférences avec la matrice 
d’échantillon qui est souvent colorée, c’est un test largement pratiqué dans les laboratoires de 
recherche à travers le monde (HUANG et al, 2013). 
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Les teneurs des PPT déterminées ne sont pas des mesures absolues des quantités des 
phénols du matériel de départ, elles sont en fait, basées sur la capacité réductrice relative à 
une capacité réductrice équivalente à l’acide gallique (EAG). Les valeurs obtenues par la 
méthode colorimétrique fournie des informations directes sur la quantité des groupes 
phénoliques antioxydants de l’extrait qui dépend essentiellement du nombre des groupes 
hydroxyles de ces derniers (BALASUNDRAM et al, 2006). 

 
La quantité de PPT trouvée peut varier selon un certain nombre de facteurs. Les 

facteurs contribuant à la variabilité dans la teneur en PP pourraient être liée au cultivar, au 
stade de maturation, des conditions climatiques (température, précipitations), de la période de 
récolte (CRIADO et al, 2004 ; MORELLO et al, 2004 ; VINHA et al, 2005 ; YOUSFI et al, 
2006 ; BEN AHMED et al, 2007 ; GOMEZ-RICO et al, 2008). Les processus technologiques 
auxquels les olives sont exposées peuvent également affecter de manière significative le 
contenu phénolique (RYAN et ROBARDS, 1998 et 1999 ; BUTINAR, 2006). 

Cependant le profil phénolique varie également selon l’origine. Le profil phénolique des 
olives de Chine (Canarium album L) est totalement différent de celui des olives 
méditerranéennes (Olea europaea L). Dans les olives de chine l’acide gallique et ellagique 
sont les PP les plus abondants (HE et XIA, 2007). 

 
Dans cette étape d’étude, les polyphénols extraits des margines sont dosés. Leur taux a été 

déterminé puis représenté en histogramme (figure 27). 
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Figure 27 : Quantité de ppt extraits par différents solvants organiques à partir des 
margines brutes et délipidées, avant hydrolyse
l’acétate d’éthyle à partir des margines brutes
d’éthyle à partir des margines délipidées.
 

D’après les résultats obtenus illustrés par cette 
estimée à (12 ± 0,20) mg d’EAG/g de matières sèches de margines brutes (CPMB), et celle 
des polyphénols extraits des margines délipidées est estimée à 
margines délipidées ; ceci, concern

 
Une autre extraction a été faite, à des 

phénoliques issus des margines délipidées utilisant 
polarité croissante, pour tester justement leur effic
certaines formes phénoliques. 
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: Quantité de ppt extraits par différents solvants organiques à partir des 

margines brutes et délipidées, avant hydrolyse. CPMB :  composés phénoliques extraits à 
l’acétate d’éthyle à partir des margines brutes ; CPMD :  composés phénoliques extraits à l’acétate 
d’éthyle à partir des margines délipidées. 

les résultats obtenus illustrés par cette figure, la quantité des polyph
mg d’EAG/g de matières sèches de margines brutes (CPMB), et celle 

des polyphénols extraits des margines délipidées est estimée à (21± 0,70) mg EAG/g MST de 
concerne les polyphénols extraits par l’acétate d’éthyl

xtraction a été faite, à des fins comparatives. Elle aboutit à trois 
phénoliques issus des margines délipidées utilisant successivement trois solvants organiques à 

croissante, pour tester justement leur efficacité et surtout leurs spécificité vis
 

et al. (2007, 2013), l’acétate d’éthyle est utilisé pour l’extraction 
des formes aglycones ou mono O- glycosides et partiellement di-O-glycosides, tandis que le

butanol est utilisé pour l’extraction des flavonoïdes di-O-glycosides et tri
glycosides. Le dosage des flavonoïdes a été réalisé selon la méthode d’AlCl
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: Quantité de ppt extraits par différents solvants organiques à partir des 
composés phénoliques extraits à 
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comme standard la quercétine, les teneurs en flavonoïdes sont exprimées en µg EQ/mg 
d’extrait. 

L’éther utilisé en premier, a pu extraire une quantité d’aglycones, en second, l’acétate 
d’éthyle qui pourrait remplir la fonction d’extracteur d’une large gamme de structures 
monoglycosylées ou éventuellement aglycones, le n-butanol, ayant une polarité plus élevée 
que les deux solvants précédemment cités, semble extraire les formes les plus polaires, ainsi 
les quantités des PPT estimés pour ces extraits en mg EAG/g de MST de margines délipidées 
sont respectivement (3,64 ± 0,58),( 5,22 ± 0,69) et (12,60 ± 0,26). 

 
 
2.1.4. Dosage des flavonoïdes totaux : 
  

Les fractions représentant les flavonoïdes totaux (FT) dans les différents extraits 
phénoliques récoltés avant et après traitements acide et basique, sont déterminées  en mg 
équivalent de quercétine par gramme de matières sèches totales (MST). Les FT ont été 
quantifiés par la méthode utilisant le trichlorure d’aluminium (AlCl3), la quercétine est le 
flavonoïde pris comme référence pour la courbe d’étalonnage (figure 28).   
 

 
 
Figure 28 : Courbe étalon à la quercétine ayant servi à quantifier les flavonoïdes totaux.   
 

L’évaluation quantitative des flavonoïdes (la quercétine sert de standard) montre une 
corrélation positive entre la variation de ce flavonoïde (0 à 30 µg/ml) et l’absorbance avec un 
coefficient de corrélation R2= 0,997 (figure 28). 
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2.1.5. Dosage des sucres totaux : 
 

La détermination du taux de sucres totaux (ST) est réalisée par la méthode utilisant le 
phénol et l’acide sulfurique (méthode de DUBOIS et al, 1956). La courbe étalon ayant 
servi à la quantification des ST est représentée dans la figure 29.  

 

 
 

Figure 29 : Courbe d’étalonnage au D-glucose pour le dosage des sucres totaux. 
 

Les résultats de la quantification des sucres totaux montrent que les extraits 
butanoliques issus des margines avant et après traitements acides et/ou alcalin, sont les plus 
riches en sucres comparativement aux extraits éthérés et d’acétate d’éthyle, ce qui prouverait 
la présence des CP à haut degré de glycosylation (plus polaires) dans les extraits phénoliques 
au n-butanol.   
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2.1.6. Dosage des tanins totaux: 
 
  La quantité de tanins des extraits méthanoliques est déterminée en utilisant leur 
propriété à précipiter les caséines. Ces dernières ont été obtenues après leur fractionnement et 
leur isolement à partir du lait bovin cru selon le protocole utilisé dans notre laboratoire. Après 
ajout des caséines, les tanins ont tendance à se lier à ces protéines, formant ainsi des 
complexes plus denses qui précipitent, formant un culot après centrifugation. Le surnageant 
contiendrait les polyphénols solubles autres que les tanins. De ce fait, la quantité de tanins 
totaux correspond à la différence entre la quantité de polyphénols totaux avant la précipitation 
à la caséine et celle obtenue en dosant les polyphénols du surnageant. Elle est exprimée en mg 
EAG/g de MST.   
 

La fraction que représentent les tanins de la fraction phénolique totale a été 
déterminée, comme l’a montré le tableau XIII, la quantité de ppt extraits avec l’acétate 
d’éthyle (CPMB) à partir des margines brutes est de (12 ± 0,2) mg EAG/g de MST et celle 
des tanins est (9,145±0,035) mg EAG/g de MST soit 76% environ.  

 
Quant aux composés phénoliques extraits à partir des margines par trois solvants 

organiques à polarité différente, il a été établi que les quantités de tanins totaux représentent 
près de 42%, 9,77% et 38,57% de la fraction totale, extraits respectivement par l’éther 
diéthylique, l’acétate d’éthyle et le n-butanol. 
 
 
 

Tableau XIII : Tableau récapitulatif des résultats de dosages spectrophotométriques 
effectués sur les extraits des margines brutes et délipidées. 

 
Les résultats de ce tableau ont été repris puis représentés en histogrammes (figure 30) 

pour mieux cerner les différences existant entre la contenance des différents extraits 
méthanoliques en composés dosés (polyphénols, sucres, et flavonoïdes). 
 

La quantité de sucres liés et/ou libres se retrouvant dans l’extrait phénolique ; la plus 
grande partie (majorité) correspond à la fraction glucidique liés au composés phénoliques. 
412 mg/g MS est la quantité de sucres totaux représentant la fraction glucidique totale dans 
les margines délipidées (à l’hexane) estimée par la méthode de DUBOIS et al. (1956).  

 Polyphénols totaux 
(mg EAG/g MST) 

Flavonoïdes totaux           
(mg/g MST) 

Sucres totaux  
(mg/g MST) 

Tanins totaux 
(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 
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Une petite partie seulement de cette quantité passe, lors de l’extraction à l’acétate 
d’éthyle des composés phénoliques, dans l’extrait phénolique (méthanolique)  et est estimée à 
15,47 mg/g de MS (soit 3,75 %). 

 
 
 

Figure 30: Histogrammes représentant les taux de composés dosés dans les extraits 
phénoliques issus des margines avant les hydrolyses. 
CPMB :  extrait à l’acétate d’éthyle à partir des margines brutes. 

CPMD : extrait à l’acétate d’éthyle à partir des margines délipidées. 
Ext d’ether :  extrait éthéré obtenu à partir des margines. 

Ext d’acétate d’éthyle : extrait d’acétate d’éthyle obtenu après l’extraction à l’éther. 
Ext butanolique : extrait au n-butanol obtenu après l’extraction à l’acétate d’éthyle. 

 
 

 
L’acétate d’éthyle semble extraire l’ensemble des polyphénols retrouvés dans les 

margines. La somme des quantités de PPT extraits par les trois solvants est presque identique 
à la quantité de PPT extraits par l’acétate d’éthyle seul (21mg/g de MST). Nous pouvons dire 
que ce sont les mêmes composés phénoliques des margines pouvant se présenter sous 
différentes formes structurales (aglycones, hétérosides, polymères…) et sont extraites par 
différents solvants organiques à polarités différentes. De plus, AIT BADDI et al. (2008) ont 
démontré que l’acétate d’éthyle exerce lui aussi un haut pouvoir d’extraction.  
 

L’utilisation de l’hexane ou le chloroforme n’augmente pas la concentration des PPT 
dans l’extrait mais elle permet d’éliminer la fraction lipidique du matériel végétal (DE 
MARCO et al, 2007). 
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Les teneurs en flavonoïdes
sous forme de pourcentages par rapport à la fraction phénolique totale. Les résultats sont 
représentés en histogrammes dans la figure 31
                                                        

Figure 31: Représentation graphique des flavonoïdes en pourcentages (%) par rapport à 
la fraction phénolique totale pour chaque extrait obten
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flavonoïdes des extraits obtenus à partir des margines sont représentées 
sous forme de pourcentages par rapport à la fraction phénolique totale. Les résultats sont 

dans la figure 31. 
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• Analyse quantitative des extraits issus de l’hydrolyse acide (HCl 2N) 
 

Le traitement à l’acide chlorhydrique apporté est destiné à rompre les liaisons C-O-C 
reliant les sucres aux polyphénols. Le but de cette étape est de vérifier si le taux de 
polyphénols, de sucres et de flavonoïdes varie après hydrolyse acide avec HCl 2N. Les 
quantités des composés dosés sont représentées dans le tableau XIV. 

 
Tableau XIV: Teneur en polyphénols, en flavonoïdes et en sucres totaux extraits après 

traitement avec HCl 2N. 
 

 
 
Pour  mieux caractériser les différences quantitatives existant entre ces extraits, les valeurs de 
ce tableau ont été reprises en histogramme (figure 32).  
 

 
Cette représentation montre qu’il y a une augmentation du taux de PPT suite au 

traitement hydrolytique prouvant ainsi leur libération de toutes combinaisons antérieures.  
La quantité de PPT extraits par l’éther (Eth 2N) est de (35,70 ± 0,23) mg EAG/g de 

MST alors que celle extraite par (But’ 2N) est de (39,50 ± 0,50) alors que la teneur en 
polyphénols extraits par l’acétate d’éthyle (Acét 2N) est de (45,60 ± 0,79) prouvant ainsi que 
l’acétate d’éthyle, en plus des aglycones, peut extraire les mono-O-glycosides comme  a été 
rapporté par LIU et al. (2014). Ce même auteur a également rapporté que le n-butanol avait 
une spécificité pour les formes di et triglycosylées, puisqu’il est très polaire. Du moment que 
l’acétate d’éthyle a pu extraire quelques formes glycosylées le butanol n’a pu extraire que 
(28,75 ± 0,79) mg EAG/g de MST quantité relativement faible par rapport à l’extrait 
butanolique obtenu après l’extraction à l’éther puisque ce dernier a pu extraire les formes 
aglycones, le n-butanol dans ce cas a extrait plus de formes glycosylées.  
 

Les différents 
hydrolysats 

PPT Flavonoïdes totaux Sucres totaux 

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 
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Figure 32 : Teneurs en polyphénols, en flavonoïdes et en sucres totaux après hydrolyse 

acide (HCl 2N). 
 

Nous constatons également que les extraits butanoliques sont ceux qui contiennent le 
plus de sucres (figure 32) avec (167,812 ±10,87) et (102 ±7,42) mg Equivalent de glucose/g 
de MST, suivi de l’extrait d’acétate avec  (37,300 ± 1,98) et enfin l’extrait éthéré avec 
(18,767± 0,64). De ces résultats, nous pouvons confirmer que plus les formes phénoliques 
sont glycosylées plus elles auront tendance à être extraites par les solvants polaires. 
 
La figure 33 est une représentation en histogrammes des pourcentages (%) que représentent 
les fractions de flavonoïdes par rapport aux fractions phénoliques totales. 
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Figure 33 : Histogramme des 

 Cette représentation montre que les extraits butanoliques contiennent plus de 
flavonoïdes comparativement aux extraits d’acétate d’éthyle
cela par la polarité des solvants qui extraient des entités différentes ayant des polarités 
différentes aussi, ce qui implique la présence de différentes structures phénoliques 
chacun des extraits.     
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Cette représentation montre que les extraits butanoliques contiennent plus de 
flavonoïdes comparativement aux extraits d’acétate d’éthyle et éthéré. On pourrait expliquer 
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issus de l’hydrolyse acide à l’HCl 

Cette représentation montre que les extraits butanoliques contiennent plus de 
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ité des solvants qui extraient des entités différentes ayant des polarités 
différentes aussi, ce qui implique la présence de différentes structures phénoliques dans 
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• Résultats de l’analyse quantitative des extraits issus de l’hydrolyse à l’HCl 6N  
 
La méthode d’hydrolyse avec HCl 6N est mise en œuvre dans cette étude afin de 

comparer les résultats des dosages entre les deux méthodes d’hydrolyse acide (HCl 2N et 6N). 
 
L’hydrolyse avec HCl 6N est conduite en mélangeant des volumes égaux de HCl 6N 

et de margines délipidées selon le protocole précédemment décrit. Le tableau XV récapitule 
les résultats des dosages. 

 
Tableau XV : Teneurs en polyphénols, en flavonoïdes et en sucres totaux  obtenus après 

traitement avec HCl 6N. 
 
6N   Polyphénols totaux Flavonoïdes totaux Sucres totaux 

Extrait  d’acétate  25,66 ± 0,225  1,946± 0,0665 24,927 ±1,38 
Ext.butanolique  65,875 ± 6,45  12,950 ±1,797 263,500 ± 6,36 
Ext. Ethéré  10,415 ± 3,23  1,103± 0,100 12,035  ±  0,40 
Ext. Butanolique  49,93 ± 3,72  9,175± 2,066 242,333 ±  28,71 
 
Les quantités sont exprimées en mg/g des MST (MOY±Ecart type). 

Les valeurs de ce tableau sont reprises en histogramme dans la figure 34. 
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Figure 34 : Résultats de la quantification des polyphénols, des 
totaux des ex

Figure 35 : Pourcentages que représentent les flavonoïdes dans les extraits
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• Analyse quantitative des extraits issus des margines après hydrolyse alcaline suivie 
d’une hydrolyse acide : 

 
Ce type d’hydrolyse est conçu pour libérer les formes phénoliques aglycones de toutes 

combinaisons possibles avec les sucres (les combinaisons ester pouvant être rompues par une 
hydrolyse alcaline sous vide et éventuellement, des liaisons O-glycosidiques qui peuvent se 
rompre par un traitement acide à chaud). 

 
Les polyphénols, les flavonoïdes et les sucres ont également été quantifiés pour les 

extraits issus après hydrolyse alcaline. Les résultats sont représentés dans le tableau XVI. 
 
 

Tableau XVI : Résultats des dosages des polyphénols, des flavonoïdes et des sucres 
totaux après hydrolyse alcaline suivie de l’hydrolyse acide. 

 
ALCA+ACIDE  Polyphénols totaux Flavonoïdes totaux  Sucres totaux  

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 dosages en représentation en colonnes. 
 
 

La figure 36 présente une allure générale différente des histogrammes obtenus des 
margines traitées avec HCl, puisque l’extrait d’acétate est celui qui a extrait le plus de 
polyphénols (12,5 ± 0,71) mg EAG/g MST, le n-butanol ayant été utilisé pour extraire les 
polyphénols après l’extraction à l’acétate d’éthyle, dans la première expérience, a extrait une 
quantité de (7,84 ± 0,86)mg/g MST, tandis que les quantités de PPT extraits lors de la 
deuxième expérience par l’éther puis au n-butanol sont (6,54±0,32) et (7,50 ± 0,37)mg/g MST 
respectivement. 
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Figure 36 : Résultats des dosages des polyphénols, des flavonoïdes et des sucres totaux 
après hydrolyse alcaline suivie d’hydrolyse acide.

 Les extraits butanoliques contiennent plus de sucres, confirmant ainsi 
publié par DE MARCO et al. (
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: Résultats des dosages des polyphénols, des flavonoïdes et des sucres totaux 

après hydrolyse alcaline suivie d’hydrolyse acide. 
 
 

Les extraits butanoliques contiennent plus de sucres, confirmant ainsi 
et al. (2013), à savoir que le n-butanol est spécifique aux formes 

fortement polaires (glycosylées). 

Les pourcentages que représentent les flavonoïdes dans la fraction phénolique totale 
togramme dans la figure 37. 
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Figure 37 : Fractions flavoniques en pourcentages obtenus par différents solvants après 
hydrolyse alcaline suivie d’hydrolyse acide. 
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(procédure 1) ou à l’éther (procédure 2). 

ext butanol. 
ALCA+ACIDE

ext ether 
ALCA+ACIDE

Résultats et Discussion 
 

79 

 

Fractions flavoniques en pourcentages obtenus par différents solvants après 
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Figure 38 : Quantité des polyphénols 
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après différentes hydrolyses chimiques 

Parmi les composés phénoliques des margines, selon DE MARCO et al. (2007), le 
plus abondant et très intéressant de point de vue nutritionnel est l’hydroxytyrosol [2-(3, 4- 

ses propriétés antioxydantes et 
HT se présente à l’état libre 

(monomère), sous forme lié (oleuropéine, verbascoside) et sous forme glycosylée (OBEID et 
2007). Un autre composé phénolique simple identifié dans les margines est le 3, 4- 

dihydroxyphénylglycol (DHPG), de structure similaire à celle de HT mais avec présence d’un 
groupe hydroxyle supplémentaire et doué des propriétés antioxydantes (LIMIROLI et al, 

, en plus des autres structures phénoliques identifiées monomériques qu’elles soient ou 
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2.2. Résultats des analyses qualitatives : 
 

2.2.1. Analyse des extraits obtenus avant et après déglycosylation par CCM : 
 
La chromatographie sur couche mince (CCM) est une technique analytique rapide, simple 

dont le principe est basé sur le phénomène d'adsorption. Elle est utilisée dans la séparation et 
l’identification des molécules pures, les extraits (mélange complexes de métabolites) et les 
échantillons biologiques. Trois microlitres de chaque extrait sont déposés à des points précis, 
à 1cm du bord inférieur de la plaque de gel de silice (20x20 cm d’épaisseur). 
 
Après plusieurs essais de systèmes de solvants, nous avons adopté, après optimisation, le 
système suivant : Chloroforme/acétate d’éthyle/acide formique (v/v/v) (50/40/10) (RIOV et 
GOTTLIEB, 2006). 
 

Après le développement dans la cuve en verre, la lecture a été faite par observation des 
plaques sous lampe UV (lumière ultra-violette)  à 366 nm. Les rapports frontaux des spots ont 
été calculés. 

 
2.2.1.1.Choix des margines brutes : 
 
 Au début de l’étude, des traitements ont été apportés aux margines au préalable dans le 
but de justifier pourquoi a-t-on choisi d’utiliser les margines à l’état brut pour cette étude ? 
 
 Trois expériences sont réalisées à cette fin, la première consiste à récupérer le 
surnageant  d’un échantillon de margines brutes ayant subi une centrifugation, la deuxième, à 
récupérer le filtrat obtenu après filtration, chacune des deux, consiste en une élimination des 
matières en suspension et la troisième expérience consiste à utiliser les margines telles 
qu’elles sont récupérées de l’huilerie. 

 
L’extraction des polyphénols est réalisée à l’acétate d’éthyle. Les profils 

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

des margines brutes, centrifugées et filtrées. Visualisation sous lampe UV à 366 nm. 
1.acide gallique.2.acide cinnamique.3.acide tannique.4.acide caféique.5.rutine.6. Oleuropeine. 7. Acide 
gallique+acide tannique. 8. acide caféique+rutine+oleuropeine. 9. acide gallique+acide caféique+acide 
tannique+rutine+oleuropeine. 10. Extrait phénoliques issus des margines brutes. 11. Extrait phénoliques issus 
des margines centrifugées. 12. Extrait phénoliques issus des margines filtrées. 

 
 

          
 

Figure 39-b : Profil chromatographique des extraits méthanoliques des polyphénols 
issus des margines brutes, centrifugées et filtrées. Visualisation sous lampe UV à 254nm. 

1. acide gallique.2.acide cinnamique.3.acide tannique.4.acide caféique.5.rutine.6. Oleuropeine. 7. acide 
gallique+acide tannique.8. Acide caféique+rutine+oleuropeine.9. acide gallique+acide caféique+acide 
tannique+rutine+oleuropeine.10. Extrait phénoliques issus des margines brutes.11. Extrait phénoliques issus des 
margines centrifugées.12. Extrait phénoliques issus des margines filtrées. 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
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Il apparait clairement sur ce chromatogramme que l’extrait phénolique issu des 
margines brutes sont les plus riches en polyphénols, montrant ainsi un nombre plus important 
de spots. Ce qui implique que les traitements apportés ne sont pas nécessaires dans cette 
présente étude, puisque nous voulons récupérer la fraction phénolique totale (le maximum 
qu’on puisse extraire) des margines brutes. Apparemment, la centrifugation et la filtration 
élimine les matières en suspension qui pourraient lier des structures phénoliques diverses. On 
a même des spots qui présentent le même niveau de migration mais d’intensité différente, ce 
qui pourrait aussi être expliqué par la différence de concentration de ces composés due aux 
traitements apportés au préalable (centrifugation et filtration) qui ont fait que la plupart des 
composés ne se retrouvent pas dans l’extrait d’acétate d’éthyle.  

 
2.2.1.2. Analyse qualitative des extraits obtenus avant et après hydrolyse acide (HCl 2N)  

 
Le profil chromatographique obtenu après migration des composés phénoliques 

extraits des margines avant et après hydrolyse acide avec HCl 2N, dans un système de 
solvant composé de (Chloroforme/Acétate d’éthyle/Acide formique ( 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 extraits phénoliques obtenus avant et 

après traitement avec HCl 2N. Visualisation sous lampe UV à 254nm.1.CPMB. 2. CPMB. 
3.CPMD.4.Acét 2N.5.But 2N.6.Eth 2N.7.But’2N.8.acide caféique.9.rutine.10.acide gallique.11.oleuropeine. 
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Figure 40-b : Profil chromatographique des extraits phénoliques obtenus avant et après 
traitement avec HCl 2N. Visualisation sous lampe UV à 366 nm. 1. CPMB. 2. CPMB. 3. CPMD. 
4. Acét2N.5.But 2N.6.Eth 2N.7.But’2N.8.acide caféique.9.rutine.10.acide gallique.11.oleuropeine. 

 
 

Sur le profil des figures 40-a et b, chacun des dépôts semble contenir des entités 
moléculaires de composés phénoliques pouvant être différentes ou au contraire se ressembler, 
puisque, les extraits obtenus suite à l’hydrolyse en milieu HCl 2N semblent présenter des 
profils plus ou moins différents. Nous pouvons remarquer que l’extrait éthéré présente un 
profil avec des spots ayant migré plus loin que ceux représentant les entités retrouvées dans 
l’extrait d’acétate ou l’extrait butanolique. Dans l’extrait d’acétate d’éthyle, il a été constaté 
qu’il contenait en plus de quelques composés pouvant être extrait par l’ether (les formes 
aglycones) des formes, probablement, plus polaires, plus volumineuses qui sembleraient 
correspondre à des formes aglycones ayant résisté à la dégradation par HCl. 

 
 Pour les pofils des extraits butanoliques, il semble que celui obtenu après l’extraction à 
l’ether (But’2N), contient plus de composés que ne l’a fait l’extrait (But 2N) obtenu après 
l’extraction à l’acétate d’éthyle. Cela confirme le fait que l’acétate d’éthyle ait extrait des 
formes aglycones dont les niveaux de migration sont identiques à la majorité de composés 

1 2 3 4 5 6 7 11 10 8 9 
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séparés de l’extrait éthéré (Eth 2N) en plus de certaines formes de CP glycosylées avec des 
niveaux de migration plus faibles. 

 
Les rapports frontaux des spots issus de la séparation des extraits ainsi que ceux des 

témoins rapportés dans le tableau XVII montrent que les extraits polyphénoliques obtenus à 
partir des margines brutes (MB) (dépôt 1 et 2) et des margines délipidées (MD) (dépôt 3) ont 
donné lieu à des spots communs de points de vue coloration, position et même dans le 
nombre, donc on confirme que les deux extraits possèdent une composition identique. La 
seule différence qui réside entre les MB et les MD est que ces dernières ont subi une 
délipidation. 
 
 

Tableau XVII : Rapports frontaux (Rf) des spots des extraits phénoliques issus des 
margines brutes et des témoins dans le système : Chloroforme/acétate d’éthyle/acide 

formique : 50/40/10, v/v/v). 
 
 CPMB CPMD ETH ACET BUT Oleuropeine Acide 

gallique 
Acide 
caféique 

rutine 

Rapports 
frontaux 
des 
différents 
spots 
obtenus 

0* 
0,11* 
0,22 
0,26* 
0,29 
0,35* 
0,38 
0,46 
0,52 
0,59* 
0,69 
0,74 
 

0* 
0,11* 
0,22 
0,26* 
0,29 
0,35* 
0,38 
0,46 
0,52 
0,59* 
0,69 
0,74 
 

0 
0,11* 
0,29 
0,42* 
0,60 
0,62 (j) 
0,68 

0 
0,11 
0,29 
0,42* 
0,57* 
0,67 

0 
0,02* 
0,12 
0,42 
0,57* 

0,03 0,21 0,43* 0 

(*) : Absorption de la lumière ultra-violette à 366 nm. 
(j) : couleur jaune du spot. 
 

De ce tableau nous relevons des différences entre la contenance des différents extraits, 
puisque chaque solvant utilisé présente une certaine polarité donc une affinité bien précise 
pour un composé donné. Par exemple, l’éther diéthylique est moins polaire que l’acétate 
d’éthyle, il ne peut donc extraire que les formes aglycones qui sont moins polaires que les 
structures phénoliques possédant des sucres liés. Plus le solvant est polaire, plus il a tendance 
à extraire les formes polaires (possédant plus de groupements polaires). Ces formes 
glycosylées sont donc polaires, et sont retenues par la phase stationnaire (gel de silice) et le 
système de solvants (phase mobile) n’entraine que les entités ayant une affinité meilleure pour 
la phase mobile. C’est la raison pour laquelle, dans l’extrait butanolique, nous retrouvons des 
composés qui sont restés au point de dépôt (n’ont pas été véhiculées par le solvant mobile), ou 
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des entités qui n’ont pas migré plus aussi loin que ne l’ont fait les composés phénoliques 
extraits par d’autres solvants. 

 
Les rapports frontaux correspondant aux niveaux de migrations des composés séparés 

contenus dans les différents extraits issus des margines avant et après hydrolyse avec HCl 2N, 
sont mentionnés dans le tableau XVIII. 
 

Tableau XVIII : Rapports frontaux (Rf) des composés phénoliques extraits avant et 
après traitement avec HCl 2N ainsi que ceux des étalons séparés dans le système de 

solvants (Chloroforme/Acétate d’éthyle/Acide formique (v/v/v) : 50/40/10). 

 
 CPMB Acét 

2N 
But  
2N 

Eth  
2N 

But’ 
2N 

Oleuropeine Acide 
caféique 

Rutine Acide 
gallique 

 
 
 
 
 
Rf 

0* 
0,11* 
0,22 
0,26* 
0,29 
0,35* 
0,38 
0,46 
0,52 
0,59* 
0,69 
0,74 

0,14 
0,21 

  0,26* 
  0,34* 
0,38 
0,41 
0,46 
0,52 
0,59 
0,69 
0,74 
0,83 

0 
  

0,06* 
 
  

0,34* 
  

0,375 
0,46 
0,88 

0,13 
   0,2 
 0,34* 
0,37 
0,39 
0,43 

   0,43* 
0,45 

   0,5 
0,54 
0,65 
0,67 
0,73 
0,83 

0 
0,09* 
0,14* 
0,21* 
0,25* 
0,34* 

  0,37 
  0,46 
  0,62 
0,75* 

  0,79 
  0,86 
  0,88 

0,03 0,43* 0 0,21 

 
 

Du tableau XVIII, nous remarquons que, d’un extrait à un autre, il y a des différences 
et des similitudes entre les niveaux de migration des spots. Nous retrouvons certaines entités 
aussi bien dans l’extrait d’acétate d’éthyle et l’extrait éthéré que dans les extraits butanoliques 
avec des intensités différentes et absorbant à des longueurs d’onde identiques. 
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2.2.1.3. Analyse qualitative des extraits obtenus après hydrolyse
hydrolyse alcaline 

 
Les profils chromatographiques obtenus après séparation des composés phénoliques 

extraits par différents solvants suite à l’hydrolyse acide dans un mélange contenant des 
volumes égaux de margines délipidées et de HCl 6N
hydrolyse acide, sont photographiés (figures 41
  

Figure 41-a : Profil chromatographique des extraits obtenus avant et après hydrolyse 
acide 

1. CPMB 2. Extrait éthéré (margines brutes)3

5. 
9. Eth ALCA

2 1 3 4 

PARTIE II                                                                          Résultats 

nalyse qualitative des extraits obtenus après hydrolyse acide 

Les profils chromatographiques obtenus après séparation des composés phénoliques 
extraits par différents solvants suite à l’hydrolyse acide dans un mélange contenant des 

aux de margines délipidées et de HCl 6N et à l’hydrolyse alcaline suivie d’une 
, sont photographiés (figures 41-a et b).  

rofil chromatographique des extraits obtenus avant et après hydrolyse 
acide (HCl 6N) et alcaline. Lecture à 254nm. 

Extrait éthéré (margines brutes)3. Extrait d’acétate d’éthyle (margines brutes).
(margines brutes). 

5. Acét 6N. 6.But 6N. 7.Eth 6N. 8.But’ 6N. 
Eth ALCA 10.But’ALCA .11.Acét ALCA .12.But ALCA. 
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.

 
Figure41-b : Profil chromatographique des extraits obtenus avant et après hydrolyse 

acide (HCl 6N) 
1. CPMB 2. Extrait éthéré (margines brutes)3

5. 
9. Eth ALCA
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rofil chromatographique des extraits obtenus avant et après hydrolyse 
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rofil chromatographique des extraits obtenus avant et après hydrolyse 

(margines brutes).4. extrait butanolique 
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Les rapports frontaux (Rf) sont calculés et repris dans le tableau XIX. 
 

Tableau XIX : Rapports frontaux (Rf) des composés phénoliques extraits à partir des 
margines après hydrolyses avec HCl 6N et alcaline séparés par CCM dans le système de 

solvants (Chloroforme/Acétate d’éthyle/Acide formique (v/v/v): 50/40/10). 
 

(*) : Absorption à 366nm. (r) : coloration rouge. (b) : coloration bleue. (j) : coloration jaune. 
 
 

De ces valeurs de rapports frontaux, on constate que les taches (figures 44-a et b) 
correspondant aux niveaux de migration des composés phénoliques issus des margines et 
extraits par différents solvants organiques présentent des différences au niveau de leur 
coloration, de leur intensité, de la longueur d’onde à laquelle elles apparaissent (longueur 
d’onde d’absorption).  

 
Un même niveau de migration peut être obtenu par des spots correspondant à deux 

entités moléculaires différentes, puisque deux composés phénoliques peuvent avoir un même 
niveau de migration donc la même polarité et même masse, ce qui les différencie est leur 
apparition sous la lampe à lumière Ultra-violette, il s’avère que les deux composés ne sont pas 
identiques puisque l’un absorbe à la longueur d’onde de 254nm et l’autre au contraire apparaît 
sous longueur de 366nm, on peut citer l’exemple des spots ayant le Rf de (0,14) 
correspondant à un niveau de migration de composés extraits au n-butanol après hydrolyse 
acide (HCl 6N), dans l’extrait (But 6N) butanolique obtenu après l’extraction à l’acétate 
d’éthyle le spot est visible à la longueur d’onde de 254nm alors que dans l’extrait (But’6N) 
obtenu après l’extraction à l’éther diéthylique il apparait aussi bien sous lampe UV à longueur 
d’onde de 254nm qu’à 366nm ; on peut donc conclure que les entités ayant migré à ce niveau 
sont bien différentes vu qu’au sein d’un même spot, nous pouvons avoir plusieurs composés à 
même niveau de migration.  

 

 Acét 
6N 

But 
6N 
 

Eth 
6N 

But’ 
6N 

Acét 
ALCA 

But 
ALCA 

Eth 
ALCA 

But’ 
ALCA 

 
 
Rapports 
frontaux 
 

0,18 
0,225(r)* 
0,31* 
0,37(b)* 
0,42* 
0,44 
0,54 
0,58* 
0,64 
0,69 
0,76 

0,14 
0,42* 
0,44 
0,55 
0,76* 
0,88* 

0,27(r)* 
0,37* 
0,42* 
0,43 
0,55* 
0,62* 
0,69 
0,71 
0,75 
 
 
 
 
 
 

0,14* 
0,21(r) 
0,25* 
0,37* 
0,42* 
0,44* 
0,56 
0,67 
0,75* 
0,87 
0, 875 

0,18 (r) 
0,22(r) 
0,275(r)* 
0,32 (r) 
0,43 
0,49(b)* 
0,53 
0,57 
0,61(j) 
0,66 
0,76 
 
 
 
 
 

0,094* 
0,17* 
0,64* 
 

0,15 (r) 
0,22(r)* 
0,27(r)* 
0,32 
0,44 
0,48(b) 
0,53 
0,57 
0,59(j)* 
0,66 
0,75* 
 

0,17* 
0,62 
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2.2.1.4. Séparation par CCM des acides phénoliques extraits à partir des margines avant 

 
La séparation des acides phénoliques a été optimisée en utilisant le système de 

solvants (chloroforme/méthanol/acide 
1968) comme éluant et la plaque utilisée comme phase stationnaire est imprégnée de gel de 
silice. Le résultat de l’analyse est photographié et 

 

 

 
Figure 42 : Profil chromatographique des extraits obtenus avant et après hydroly
acide (séparation des acides phénolique
formique : 85/15/01).  
Profil gauche : Visualisation à 254 nm.

1. Acide tanique+acide gallique+acide caféique.
Oleuropeine.5.Quercétine.6. Rutine

 
Puisque l’hydrolyse alcaline suivie d’hydrolyse acide ont été utilisées afin de libérer 

les aglycones de type acides phénols exerçant un pouvoir anti
de caractériser les extraits éthérés 
comparer entre leurs profils chromatographiques
pris comme étalons séparés dans les mêmes conditions
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et la plaque utilisée comme phase stationnaire est imprégnée de gel de 
silice. Le résultat de l’analyse est photographié et est représenté dans la figure 42

       

chromatographique des extraits obtenus avant et après hydroly
(séparation des acides phénoliques). Système de solvant utilisé : (chloroforme/méthanol/acide 

nm. Profil droit : visualisation à 366 nm. 
Acide tanique+acide gallique+acide caféique.2. Acide caféique.3.acide gallique.

Rutine.7.Eth.8.Acét.9.But.10.Eth 2N.11.Eth 6N.12.Eth ALCA.

Puisque l’hydrolyse alcaline suivie d’hydrolyse acide ont été utilisées afin de libérer 
les aglycones de type acides phénols exerçant un pouvoir anti-oxydant important, on a tenté 

éthérés obtenus après traitements acide et basique
leurs profils chromatographiques et par rapport à des composés phénoliques 

pris comme étalons séparés dans les mêmes conditions. 
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éparation par CCM des acides phénoliques extraits à partir des margines avant 

séparation des acides phénoliques a été optimisée en utilisant le système de 
(RIBEREAU-GAYON, 

et la plaque utilisée comme phase stationnaire est imprégnée de gel de 
est représenté dans la figure 42. 
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oxydant important, on a tenté 

après traitements acide et basique, puis de 
et par rapport à des composés phénoliques 

9 11

  

13 12 108



PARTIE II                                                                          Résultats et Discussion 
 

92 

 

Les rapports frontaux des composés phénoliques séparés sont calculés et sont repris 
dans le tableau XX. 
 

 

Tableau XX : Rapports frontaux des composés phénoliques séparés par CCM des 
extraits obtenus avant et après traitements acide et alcalin et ceux des étalons utilisés 

dans le système de solvants (chloroforme/méthanol/acide formique : 85/15/01) 
 

 Acide 
caféique 

Acide 
gallique 

Acide 
tannique 

Oleuropeine Rutine Quercétine 

Rapports 
frontaux 

0,67 0,30 0 0.33 0,037 0,59 

 
 CPMD Eth Acét But Eth 2N Eth 6N Eth ALCA 

Rapports  
Frontaux 

0,25 
0,39* 
0,46* 
0,55* 
0,67 
0,72 

0,20 
0,49* 
0.64 
0,67 
0,72 
0,82 

0,19* 
0,20 
0,33 
0,45* 
0,47 
0,61 
0 ,67* 

0* 
0,18 
0,26 
0,33 
0,67 
 

0,26 
0,47 
0,51 
0,59 
0,67 
0,72 

0,47 
0,72 
 

0,30 
0,39(b)* 
0,48 
0,57(b)* 
0,63 
0,67 
0,74 
 

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

Les valeurs de ce tableau montrent que les extraits présentent des compositions 
différentes en termes de nombre et de type de composés phénoliques présents. L’extrait éthéré 
issu de l’hydrolyse alcaline suivie de l’hydrolyse acide (Eth ALCA) présente plus de 
composés avec sept spots. Tout spot peut correspondre à un ou plusieurs composés. De plus, 
un même rapport frontal pourrait être donné par deux composés différents absorbant la 
lumière ultra-violette à des longueurs d’onde différentes (exemples, les spots au Rf=0,67 sont 
présents dans tous les extraits analysés, ils absorbent tous la lumière à 254nm mais dans 
l’extrait d’acétate d’éthyle (Acét) obtenu à partir des margines brutes avant hydrolyse apparait 
sous lampe UV à 254nm et 366nm). 

 
Par ailleurs, nous distinguons des taches ayant le même niveau de migration mais 

apparaissant avec des couleurs distinctives et d’intensités différentes. 
Les taches ayant le rapport frontal de 0,67 pourraient s’agir de l’acide caféique, celle 

qui a le Rf  apparue dans l’extrait éthéré (Eth ALCA) obtenu après hydrolyse alcaline suivie 
d’hydrolyse acide, semble correspondre à l’acide gallique, l’acide phénolique qui pourrait se 
libérer après rupture des liaisons esters, par l’hydrolyse alcaline, qui liaient les molécules 
d’acide gallique et de glucose dans les structures des tanins hydrolysables.  
 

Le spot dont le Rf de 0,33 correspond à celui de l’oleuropeine également retrouvé dans 
l’extrait (Acét) d’acétate d’éthyle obtenu à partir des margines brutes, ce qui concorde avec 
les données bibliographiques qui rapportent que les margines peuvent contenir l’oleuropeine à 
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des concentrations variées selon quelques facteurs climatiques, le stade de maturation de 
l’olive… (YAAKOUBI et al, 2010 ; ZBAKH et EL ABBASSI, 2012). 

 
Le Rf=0,59 est celui la quercétine également retrouvé  dans  l’extrait éthéré obtenu 

après hydrolyse dans un milieu HCl 2N. Ce qui laisse supposer que la quercétine pouvait être 
libérée, suite à l’hydrolyse acide, d’une combinaison glycosidique antérieure.  
 
 
2.2.2. Mise en évidence de la présence des tanins dans les extraits méthanoliques  
  

La mise en évidence de la présence des tanins dans les extraits méthanoliques de 
polyphénols issus des margines avant et après traitements de déglycosylation est réalisée par 
le test au chlorure de fer (FeCl3). Dans l’extrait phénolique issus des margines brutes 
(CPMB), il a été mis en évidence qu’un mélange de tanins hydrolysables et de tanins 
catéchiques existe (annexe 12).  

 
Le test est refait et a révélé que les margines brutes et les margines centrifugées 

renfermaient des tanins cathéchiques par apparition d’une couleur verte indicatrice (vert, vert-
marron), alors que pour les extraits phénoliques issus des margines acidifiées, on a constaté 
qu’il y avait une différence remarquable puisque l’extrait dilué a pris une couleur marron 
claire. D’ailleurs les résultats du dosage des tanins totaux à la caséine sont confirmés par de 
nombreuses publications. ZBAKH et EL ABBASSI (2012) rapportent que les margines sont 
riches en tanins et AISSAM (2003) confirme que les margines contiennent aussi bien les 
tanins hydrolysables pouvant être dégradés par hydrolyse chimique ou enzymatique, que les 
tanins catéchiques. 
 
2.2.4.  Mise en évidence de la présence des anthocyanes dans les extraits phénoliques 

issus des margines 
  

Dans le but de mettre en évidence la présence des anthocyanes dans l’échantillon de 
margines brutes, un traitement d’acidification est apporté. La coloration rouge indicatrice de 
la présence d’anthocyanes est apparue. 
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2.3. Evaluation de l’activité antioxydante avant et après déglycosylation 
 

2.3.1. Etude du potentiel réducteur sur ferrocyanure de potassium des polyphénols 
extraits par différents solvants avant et après traitements d’hydrolyse chimique (acide et 

alcaline) 
 

Par ce test, on évalue la capacité d’un composé à transformer le Fe3+ en Fe2+. On 
détermine ainsi la capacité de ce composé à donner des électrons. Cette propriété constitue un 
important mécanisme de l’action anti-oxydante. Plus l’absorbance mesurée à 700 nm 
augmente plus le pouvoir réducteur du composé est élevé (EBRAHIMZADEH et al, 2008). 

La figure 43 montre les DO lues lors du test de réduction du ferrocyanure de 
potassium par quelques polyphénols et l’acide ascorbique pris comme étalons. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

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

Le pouvoir réducteur des quatre étalons évolue avec l’augmentation des 
concentrations. 
 

Visiblement l’acide gallique réduit plus rapidement et plus efficacement le 
ferrocyanure de potassium, suivi de l’acide caféique. Cette figure montre également que 
l’acide ascorbique possède un pouvoir réducteur qui est relativement faible. L’activité 
réductrice de l’oleuropeine s’avère être intermédiaire, cela a été confirmé par les travaux de 
GULCIN (2006). 
 

Le potentiel réducteur des composés phénoliques extraits des margines brutes par 
différents solvants organiques est évalué. Les résultats du test sont représentés dans la figure 
44. 
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Figure 44 : Pouvoir réducteur des extraits méthanoliques issus des margines brutes 
obtenus par différents solvants. 

 
 

Pour comparer l’activité des différentes substances, on détermine le pouvoir réducteur 
PR0,5AU défini comme la quantité d’une substance en µg par ml du volume réactionnel qui 
donne une unité d’absorbance de 0,5 à 700 nm (ARDESTANI et YAZDANPARAST, 2007). 
 

Les figures 45, 46 et 47 reprennent les résultats de l’évaluation de l’activité réductrice 
des extraits phénoliques obtenus avant et après hydrolyses acide et alcaline. 
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Figure 45:Pouvoir réducteur des extraits phénoliques issus d’une hydrolyse avec HCl 
2N. 
 
 

 
 

Figure 46 : Pouvoir réducteur sur ferrocyanure de potassium des quatre extraits issus 
de l’hydrolyse avec HCl 6N. 
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Figure 47 : Pouvoir réducteur sur ferrocyanure de potassium des extraits obtenus après 
hydrolyse alcaline suivie de l’hydrolyse acide. 

 

De ces figures, nous ne pouvons pas être formels en excluant toute incertitude et 
comparer directement les courbes données par la cinétique des composés contenus dans les 
extraits. Pour cela, on a introduit le paramètre PR0,5 qui permet de les comparer selon la 
concentration pour laquelle le produit de la réduction donne une absorbance de 0,5. Ce 
paramètre étant introduit pour comparer la rapidité et l’efficacité des composés à céder des 
électrons se montre indispensable pour une comparaison des capacités réductrices.  
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Tableau XXI : Concentrations des extraits obtenus avant et après déglycosylation 
donnant après réduction du ferrocyanure de potassium une densité optique de 0,5.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ces concentrations nous renseignent sur l’efficacité des composés phénoliques à 
réduire le ferrocyanure de potassium. Elles sont inversement proportionnelles à l’activité anti-
oxydante, la concentration la plus faible correspond à l’activité la plus importante. Il apparait 
clairement que les extraits éthérés obtenus avant et après les traitements d’hydrolyse 
contenant les composés les moins glycosylés voire même aglycones présentent des activités 
moins importantes que celles des composés extraits au n-butanol et à l’acétate d’éthyle. 
Cependant, l‘extrait éthéré (Eth 6N) obtenu après hydrolyse avec HCl 6N présente un PR0,5 

plus faible (17,72 µg/ml) que celui de l’extrait butanolique (22,19 µg/ml) et l’extrait d’acétate 
(Acét 6N) semble être plus efficace (28,38µg/ml) que l’extrait butanolique (34,30 µg/ml). On 
pourrait expliquer ces différences par la différence de la composition des extraits en composés 
phénoliques (DORMAN et HILTUNEN, 2010).  

Une analyse statistique a été réalisée dans le but de concrétiser les différences existant 
entre les extraits et d’interpréter aussi bien biologiquement que statistiquement l’existence de 
ces différences.  

La raison la plus plausible est le mécanisme d’action de HCl utilisé à différentes 
concentrations dans les deux méthodes utilisées (2N et 6N). Selon RIBEREAU-GAYON 
(1968), la durée du traitement semble aussi jouer un rôle dans la différence des produits de 
dégradation libérés.  

Extrait  Concentrations donnant  
une DO=0,5 à 700 nm (µg/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 
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Visiblement, les formes aglycones de l’extrait éthéré (Eth 6N) sont plus actives que 
celles à plus haut degré de glycosylation (mono, di et tri-O-glycosylées) résistantes au 
traitement acide et extraites par des solvants plus polaires que l’ether (l’acétate d’éthyle et le 
n-butanol). Cette différence semble être due aux fonctions phénoliques à haut pouvoir 
réducteur engagées dans des liaisons glycosidiques et libérées après rupture de cette même 
liaison exerçant ainsi une meilleure activité (CRETU et al, 2013). 

2.3.2. Pouvoir anti-oxydant par le test au DPPH 
 
L’activité anti-oxydante exprime la capacité de réduction des radicaux libres. Ces 

radicaux libres tant décriés dans diverses pathologies. Dans le but de pallier le système de 
défense endogène, les recherches s’orientent dans la découverte de molécules antioxydantes. 
Ainsi pour évaluer l’activité antioxydante de nos extraits, nous avons employé la méthode au 
DPPH. Ce radical libre présente une coloration très sombre. Lorsqu’il est piégé par des 
substances antioxydantes, la forme réduite confère à la solution une coloration jaune pâle. Le 
virage vers cette coloration et l’intensité de la coloration de la forme libre en solution dépend 
de la nature, la concentration et la puissance de la substance anti-radicalaire 
(EBRAHIMZADEH et al, 2010).  

 
L’activité anti oxydante des différents extraits (obtenus à partir des margines avant et 

après traitements chimiques) est évaluée en suivant la réduction du radical DPPH qui 
s’accompagne par son passage de la couleur violette à la couleur jaune mesurable à 517nm. 
 

L’activité antioxydante de la rutine, un flavonoïde glycosylé, et celle de son 
homologue aglycone, la quercétine, a été évaluée. Une représentation graphique est dressée et 
est représentée dans la figure 48. 
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Figure 48 : L’activité antioxydante de la rutine et de la quercétine. 

 
Cette représentation illustre bien la différence d’activité anti-radicalaire, entre la forme 

glycosylée et la forme aglycone. Pour pouvoir bien les comparer, des courbes de régression 
ont été établies pour calculer la concentration efficace pour réduire 50 % de DPPH (IC50) de 
chacune des deux formes (figure 49 et 50). Il est clairement établi que la quercétine qui est un 
aglycone possède un pouvoir anti-DPPH plus important que celui de la rutine qui est 
glycosylé. Les valeurs d’IC50 sont données dans le tableau XX.  

 
Ceci pourrait prouver le rôle de la fonction hydroxyle ; lorsque celle-ci est libre, elle 

contribue à la potentialisation de l’effet biologique de la quercétine, tandis que lorsque cette 
même fonction est bloquée par le sucre (dans la structure de la rutine) l’activité diminue 
(SOKOL-LETOWSKA et al, 2007). 
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Figure 49 : Courbe de régression de l’activité antioxydante de la quercétine. 
 
 

 
 

Figure 50 : Courbe de régression de l’activité antioxydante de la rutine. 
 
 

Les courbes représentées en figures 51, 52, 53 et 54 correspondent aux activités des 
composés phénoliques extraits par différents solvants organiques à partir des margines avant 
et après traitements chimiques d’hydrolyse.  
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Figure 51 : Activité antioxydante des polyphénols extraits des margines brutes par 
différents solvants organiques. 

 

 
 
Figure 52 : Activité anti-DPPH des polyphénols des extraits méthanoliques obtenus suite 

à l’hydrolyse acide (HCl 2N). 
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Figure 53 : Activité anti-DPPH des extraits phénoliques obtenus après hydrolyse avec 

HCl 6N. 
 

 
Figure 54 : Activité antioxydante des extraits phénoliques obtenus suite à l’hydrolyse 

alcaline suivie de l’hydrolyse acide. 
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Pour calculer l’IC50, on détermine l’équation de la droite de régression pour chaque 
courbe et on calcule pour une inhibition de 50

 
            

 
Figure 55 : Courbe de régression de l’activité antioxydante de l’acide gallique.

 
         

 
 
Figure 56 : Les valeurs d’IC50 des polyphénols extraits par différents solvants à partir 

des margines ainsi 
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Pour calculer l’IC50, on détermine l’équation de la droite de régression pour chaque 
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Pour calculer l’IC50, on détermine l’équation de la droite de régression pour chaque 
% la concentration correspondante. 

 

ourbe de régression de l’activité antioxydante de l’acide gallique. 
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Figure 57 : Valeurs des IC50 des polyphéno
 
 

Figure 58 : Valeurs des IC50 des polyphénols extraits par différent
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Figure 59 : Valeurs des IC50 des polyphénols extraits par différents solvants après 
traitement alcalin suivi d’une hydrolyse acide.

Les figures 56, 57, 58 et 59
obtenus avant et après traitements de déglycosylation ainsi que celles des étalons réduisant la 
quantité de DPPH à 50% (IC50). 

 
La différence de l’activité est mise en évidence en utilisant ce paramètre (IC50) qui est 

inversement proportionnel au potentiel d’anti
d’IC50 faible correspond à une activité élévée. 
 
 Ces figures montrent égalem
de neutralisation importantes
subsistent. Ces variations peuvent être dues à la composition des extraits en molécules anti
oxydantes. L’acide gallique a montré (figue 59) une meilleure activité, due à la présence des 
groupements (OH) hautement réducteurs ce qui a été confirmé par de nombreux chercheurs, à 
titre d’exemple (RIBEREAU-GAYON, 1968
 

La quercétine montre une 
glycosylé, la rutine, mettant ainsi en relief l’importance de certaines fonctions phénoliques à 
haut pouvoir réducteur qui, lorsqu’elles sont impliquées dans des liaisons glycosidiques en 
engageant ces mèmes fonctions
actives (EL HADJII et al, 2006)
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IC50 des polyphénols extraits par différents solvants après 
traitement alcalin suivi d’une hydrolyse acide. 

 
Les figures 56, 57, 58 et 59 représentent les concentrations des extraits phénoliques 

obtenus avant et après traitements de déglycosylation ainsi que celles des étalons réduisant la 
quantité de DPPH à 50% (IC50).  

La différence de l’activité est mise en évidence en utilisant ce paramètre (IC50) qui est 
inversement proportionnel au potentiel d’anti-radicalaire d’un anti-oxydant, une valeur 
d’IC50 faible correspond à une activité élévée.  

Ces figures montrent également que les étalons et les extraits possèdent des capacité
de neutralisation importantes ; des différences de potentiel anti-oxydant 

peuvent être dues à la composition des extraits en molécules anti
L’acide gallique a montré (figue 59) une meilleure activité, due à la présence des 

groupements (OH) hautement réducteurs ce qui a été confirmé par de nombreux chercheurs, à 
GAYON, 1968 ; GULCIN, 2006).  

La quercétine montre une meilleure activité par rapport à celle de son homologue 
glycosylé, la rutine, mettant ainsi en relief l’importance de certaines fonctions phénoliques à 

lorsqu’elles sont impliquées dans des liaisons glycosidiques en 
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2006). 

But ALCA Eth ALCA

Résultats et Discussion 
 

106 

 
IC50 des polyphénols extraits par différents solvants après 

représentent les concentrations des extraits phénoliques 
obtenus avant et après traitements de déglycosylation ainsi que celles des étalons réduisant la 

La différence de l’activité est mise en évidence en utilisant ce paramètre (IC50) qui est 
oxydant, une valeur 

et les extraits possèdent des capacités 
oxydant entre les extraits 

peuvent être dues à la composition des extraits en molécules anti-
L’acide gallique a montré (figue 59) une meilleure activité, due à la présence des 

groupements (OH) hautement réducteurs ce qui a été confirmé par de nombreux chercheurs, à 

meilleure activité par rapport à celle de son homologue 
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La figure 56 nous renseigne aussi sur les potentiels à piéger les radicaux libres des 
extraits issus des margines brutes, qui ne sont pas aussi importants que celui de l’acide 
gallique. Au fait, un même anti-oxydant testé séparemment à l’état pur donne une activité  
différente que lorsqu’il se retrouve dans une communauté (mélange) de molécules ayant des 
contributions différentes (phénomènes de synergie, d’antagonisme et de compétition) (EL 
HAJJI et al. 2006). 

 
Le test antiDPPH des extraits obtenus à partir des margines par des solvants à polarités 

différentes a montré que l’extrait butanolique était plus actif que l’extrait d’acétate d’éthyle et 
l’extrait éthéré. Cela prouve que les molécules les plus polaires ayant des formes glycanes 
dans leurs structures, piègent le radical DPPH plus rapidement que les autres formes moins 
polaires. Dans ce cas, il est constaté que les sucres contribuent à la potentialisation de l’effet 
anti-radicalaire et réducteur par l’intervention de leurs fonctions hydroxyles (OH) réductrices 
la même explication a également été fournie par (DORMAN et HILTUNEN, 2010 ; CRETU 
et al, 2013). 
 

Dans le tableau XXII, sont reprises en ordre croissant les concentrations inhibitrices 
efficaces pour réduire 50% de DPPH (IC50) des différents extraits obtenus à partir des 
margines avant et après déglycosylation. 

 
 
Tableau XXII : Valeurs des IC50 des polyphénols extraits des margines avant et après 

déglycs sont osylation. 
 

Fraction IC 50 (µg/ml) ARP (x10-3) 
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 

Acét6N 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 représenté ci-dessus montrent qu’il y a des 
différences au niveau de la composition des différents extraits. Ces derniers comprennent des 
molécules pouvant être différentes tant au niveau structural qu’au niveau « propriétés 
chimiques ». A titre d’exemple, les deux extraits éthérés obtenus par hydrolyse en milieu HCl 
2N et en utilisant HCl 6N présentent des profils chromatographiques différents témoignant 
d’une composition différente. De ce fait, ils présentent des capacités de neutralisation du 
DPPH différentes puisque l’extrait (Eth 6N) possède une capacité anti-oxydante (ARP.10-

3=63) et l’extrait (Eth 2N) (ARP.10-3=28) soit deux fois plus efficace. Les aglycones libérés 
par la méthode de traitement acide des margines avec HCl 6N présenteraient dans leurs 
structures des groupements plus actifs que ceux présents dans les structures des aglycones des 
autres extraits éthérés Eth 2N et Eth ALCA.  

Les extraits butanoliques obtenus après l’extraction à l’éther diéthylique (But’6N) et 
(But’ 2N) suite aux traitements utilisant HCl 2N et 6N semblent donner la même capacité 
anti-oxydante (ARP.10-3 = 45) laissant penser que les entités moléculaires contenues dans les 
deux extraits sont identiques, et que les polyphénols glycosylés ayant échappé aux traitements 
d’hydrolyse sont les mèmes, mais le traitement statistique des résultats révèle que l’extrait 
(But’ 6N) est plus actif que les autres extraits butanoliques (annexe 13). 

Il a été constaté, par les tests réalisés dans cette partie, que les extraits sont différents 
aussi bien qualitativement que quantitativement. 

Le traitement statistique des résultats des pourcentages d’inhibition calculés pour 
chaque concentration des composés phénoliques extraits avant et après déglycosylation par 
l’analyse de la variance (ANOVA à deux facteurs), le premier est la concentration car le 
pouvoir anti-oxydant varie selon la concentration et le type de solvant utilisé. 

 Les différents extraits phénoliques sont alors analysés selon les valeurs de 
pourcentages d’inhibition qu’ils présentent en fonction des concentrations, trois répétitions 
d’évaluation de l’activité anti-DPPH ont été prises en compte.  

 Les résultats du test montrent qu’il y formation des groupes homogènes classés dans le 
tableau en Annexe 13 (de A à K) selon un ordre décroissant de la moyenne la plus élevée 
attribuée à l’acide gallique pris comme référence, à la plus faible appartenant aux composés 
phénoliques totaux des margines brutes (CPMB). Au sein d’un même groupe homogène, les 
différences entre les extraits n’existent pas. Tandis qu’entre groupes homogènes, les 
différences sont très hautement significatives (P=0,0 < 0,001). 

 Le groupe (B) qui suit l’acide gallique (A) est constitué uniquement d’un seul extrait 
(Eth 6N) qui s’est avéré le plus puissant le comparant à d’autres extraits, prouvant ainsi que 
ce type d’hydrolyse libère des composés aglycones qu’on a pu extraire à l’éther et qui 
possèdent une activité anti-radicalaire assez importante présentant des différences 
significatives au seuil de 0,1% . 
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 La variable mesurée (pouvoir anti-oxydant) varie donc d’un solvant à un autre, on 
remarque que la probabilité d’acceptation de l’hypothèse qu’il n’y aurait pas de différences 
entre l’activité des extraits phénoliques est de (0,0.), soit, une valeur inférieure à un pour mille 
(P=0,001), les différences entre les groupes de solvants sont donc très hautement 
significatives. Selon ce même tableau, on constate que la plupart des extraits butanoliques 
montrent une bonne activité. Ainsi, on pourrait également remarquer que l’extrait éthéré (Eth 
ALCA) obtenu après hydrolyse alcaline suivie d’hydrolyse acide est plus efficace que l’extrait 
éthéré (Eth 2N) obtenu suite à l’hydrolyse à l’HCl 2N. La différence entre l’activité des 
extraits est due à la différence de composition des échantillons testés.  
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 Discussion générale : 

RODI et al. (2002) ont rapportés qu’après extraction de l’huile d’olive, moins de 2% des 
composés phénoliques de fruit (annexe 14) se retrouvent dans celle-ci et plus de 98% passent 
dans les margines appelées aussi eaux de végétation, par conséquence, ce résidu peut être 
considéré comme une source importante de ces composés. La qualité et la quantité des 
polyphénols contenue dans les margines dépendent de plusieurs facteurs qui sont en général 
d’ordre géographique, variétal, saisonnier et le mode d’extraction.  

 
Les polyphénols sont fréquemment rencontrés sous forme glycosylée. La présence 

d’un sucre modifie les propriétés de la molécule par rapport à son analogue non glycosylé en 
particulier sa solubilité et son hydrophobicité (BOUZID et al, 2011). La liaison entre 
l’aglycone et l’ose se fait généralement par l’un des hydroxyles phénoliques, en particulier 
ceux en position 3 (pour les flavonols) ou en 7 (pour les flavones) et parfois en 6 ou 8 si ces 
positions sont hydroxylées. Les acides phénoliques quant à eux, lient les sucres par 
estérification de leurs fonctions acides. Les principaux monosaccharides entrant dans leur 
composition sont : le D-glucose, le D-galactose, le L-rhamnose, l’acide D-glucuronique, 
l’acide D-galacturonique, le L-arabinose, le D-xylose, et occasionnellement le D-allose, 
l’apiose et le D-mannose. Les sucres les plus couramment rencontrés sont le D-glucose et le 
L-rhamnose (ALMELA et al, 2006 ; MANCHEIX et al, 2005).  

 
Les taux de polyphénols, de flavonoïdes et de sucres totaux sont estimés en utilisant des 

courbes d’étalonnage respectivement à l’acide gallique (R2=0,999), à la quercétine (R2=0,997) 
et au D-glucose (R2=0,998). D’une manière générale, les taux des composés dosés ont 
augmenté après déglycosylation, surtout par rapport à celui des polyphénols totaux qui 
s’avère prometteur puisque il témoigne de la libération de certaines entités qui auraient eu des 
liens glycosidiques avec des structures glycanes. A titre d’exemple, le taux de polyphénols est 
estimé à 3,64 ± 0,58 mg équivalent d’acide gallique EAG/g de matières sèches totales (MST) 
de l’extrait éthéré obtenu sans traitement chimique des margines et s’élève à 35,70 ± 0,231 
mg d’EAG/g MST après hydrolyse en milieu HCl 2N.L’éther diéthylique extrait les formes 
aglycones tandis que l’acétate d’éthyle est spécifique aux formes monoglycosylées et le n-
butanol pour les tri-O-glycosides et les C-hétérosides, pour son caractère polaire (LIU et al, 
2014). 412 mg/g MST est la quantité de sucres totaux approximative représentant la fraction 
glucidique totale dans les margines délipidées (à l’hexane) estimée par la méthode de 
DUBOIS et al. (1956). Une petite partie seulement de cette quantité passe, lors de l’extraction 
à l’acétate d’éthyle des composés phénoliques, dans l’extrait phénolique (méthanolique)  et 
est estimée à 15,47 mg/g de MS (soit 3,75 %). On pourrait suggérer que cette fraction 
représente la partie glycane liée aux polyphénols puisque l’acétate d’éthyle est spécifique aux 
polyphénols (ALLOUCHE et al, 2004 ; LIU et al, 2014). 

L’analyse qualitative des extraits polyphénoliques issus des margines brutes et délipidées 
par la chromatographie sur couche mince a révélé que les deux extraits ont la même 
composition qualitative et contiennent un nombre considérable de constituants visibles sur les 
profils chromatographique Les profils chromatographiques prouvent qu’il y a eu bien 
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libération des polyphénols de liaisons glycosidiques antérieures puisque les extraits obtenus 
avant et après déglycosylation, présentent des différences au niveau du nombre de taches 
apparues des extraits butanoliques confirmant ainsi leur contenance en formes glycosylées, au 
visible déjà et sous UV. Les polyphénols des extraits éthérés semblent migrer plus loin que 
ceux des autres extraits témoignant ainsi de leur caractère peu polaire par l’enlèvement de 
sucre par les traitements chimiques acide et/ou alcalin préalablement apportés. De plus, la 
couleur des spots (spots de couleur rouge, bleue, jaune…) confirme la différence entre les 
formes aglycones ou moins glycosylées libérées par les différents traitements, ceci ne pourrait 
être expliqué que par le fait des mécanismes d’action de chaque méthode utilisée qui lui est 
spécifique (on donne l’exemple de l’hydrolyse alcaline libérant les acides phénoliques qui 
apparaissent sous UV sous des aspects bien propres et des couleurs spécifiques (fluorescence) 
à la molécule).  

Le test au DPPH• n’est pas quantitatif, il permet de comparer différents extraits entre 
eux selon leur capacité à piéger le DPPH• et ainsi d’apprécier les variations qualitatives des 
composés phénoliques. L’évaluation de l’activité anti-radicalaire doit être interprétée avec 
précaution du fait que l’absorbance du DPPH• à 515-520 nm diminue sous l’action de la 
lumière, de l’oxygène, en fonction du pH et le type du solvant additionné à l’antioxydant. 
 

Les profils d’activité anti radicalaire obtenus révèlent que les extraits possèdent une 
activité anti radicalaire dose dépendante. LOZIENE et al. (2007) ainsi que DAMAK et al. 
(2008) ont rapporté que la concentration en polyphénols totaux est corrélée significativement 
avec la capacité antioxydante évaluée généralement par le test de DPPH. 

 
Selon BENAVENTE-GARCIA et al. (2000), l'activité anti-oxydante de l'oleuropéine 

est principalement due à la partie hydroxytyrosol dans sa structure. L'autre facteur qui 
détermine le potentiel antioxydant des CP est la stabilité du radical aroxyl formé 
(BENAVENTE-GARCIA et al, 2000). Les propriétés anti-oxydantes des O-diphénols sont 
associées à leur capacité à former des liaisons hydrogènes intermoléculaires entre le groupe 
hydroxyle et les radicaux phénoxyliques (VISIOLI et GALLI, 1998).  

 
Les résultats que nous avons obtenus, concordent avec ces conclusions tirées par la 

littérature. D’après les résultats obtenus jusqu’à présent, l’AG a montré globalement la plus 
haute activité qui peut s’expliquer par le fait que son cycle aromatique porte trois groupes 
hydroxyles, l’activité anti-oxydante augmentant avec le degré d’hydroxylation (PULIDO et 
al, 2000 ; ANTOLOVICH et al, 2004). L’AT présente également une activité importante de 
part sa structure O-diphénolique. L’AT constitué de plusieurs molécules d’AG, montre une 
capacité réductrice et de piégeage de RL importantes mais le plus souvent légèrement plus 
faibles que celle de l’AG. Ces résultats ne s’appuient pas toujours que sur le fait de 
l’augmentation du degré d’hydroxylation. 
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D’après MOLYNEUX (2004) ; BOUZID et al. (2011) et GRESELE et al. (2011), 
plusieurs facteurs influent sur le potentiel antioxydant et la cinétique de réduction, notamment 
les conditions de la réaction (temps, rapport antioxydant/DPPH•, type de solvants, pH) et le 
profil phénolique en particulier. De même pour DAMAK et al. (2008) qui ont suivi 
l’évolution de l’activité des polyphénols issus des olives à différents stades de maturation, ont 
rapporté que les valeurs des IC50 de ces mêmes extraits phénoliques diminuaient avec la 
maturation des olives, ceci a été expliqué par la dégradation de l’oleuropeine en 
hydroxytyrosol et en d’autres composés dérivés dépourvus de molécule de glucose (cas de 
l’oleacine) ceci a fait l’objet des études menées par CZERWINSKA et al. (2012) et 
IMPELLIZZERI et al. (2011 et 2012). 
 

La structure chimique et la polarité de l’antioxydant sont déterminantes pour sa 
capacité à piéger les radicaux libres (MALHEIRO et al, 2011). Des effets synergiques mais 
aussi antagonistes ont été observés dans des solutions modèles qui contiennent plusieurs 
composés fonctionnels à activité anti-radicalaire. Néanmoins, ces observations sont basées sur 
une simple estimation des activités des composés purs et des études plus poussées seraient à 
mener avec des extraits réels (POPOVICI et al, 2009). 
 

L’évaluation de l’activité anti-oxydante montre qu’il y a une différence entre les 
formes glycosylées et les formes moins glycosylées ou encore aglycones. En effet, les CPMB 
extraits à l’acétate d’éthyle montrent le plus faible pouvoir antioxydant (0,001). Lorsque 
l’extraction est faite sur le même échantillon de margines utilisant des solvants à polarité 
croissante il a été démontré que les polyphénols retrouvés dans les mêmes margines avaient 
des pouvoirs réducteurs et anti-radicalaires (ARP) différents puisque chaque ensemble de 
formes quasiment similaires se retrouve dans un solvant bien défini. Ainsi, les PP des extraits 
(But), (But2N) et (But’2N) possèdent des ARP significativement supérieurs (0,0018 ; 0,0035 
et 0,0045) à ceux des PP des extraits (Eth), (Acét), (Eth 2N) et (Acét2N) avec une probabilité 
(P<0,001), ce résultat concorde avec les travaux de CRETU et al. (2013). 
 

Au contraire, les PP des extraits (But6N) et (But’6N) obtenus suite à l’hydrolyse  par 
HCl 6N, ont des ARP respectifs de 0,0033 et  0,0045 comparativement aux PP des extraits 
(Acét 6N) et (Eth 6N) avec des ARP respectifs de 0,0037 et 0,0045 prouvant ainsi que les 
formes des PP  libérées par cette méthode et extraites par le n-butanol sont différentes de 
celles extraites par le même solvant et ayant un pouvoir important. De plus, il a été démontré 
que l’activité antioxydante de l’extrait éthéré obtenu après hydrolyse à l’HCl 6N est 
statistiquement supérieure à celle des extraits butanoliques (p≤0.001), eux-mêmes sont plus 
actifs que l’extrait d’acétate d’éthyle obtenu après le même traitement. Il existe probablement 
des différences qualitatives dans la nature des composés phénoliques des extraits obtenus 
après les différents traitements chimiques (qui entrent dans la composition des extraits) 
influençant le pouvoir antioxydant des extraits.  
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Il a été même constaté que l’activité de l’extrait éthéré issu de l’hydrolyse à l’HCl 6N 
avait une activité statistiquement plus élevée (ARP : 0,0063) que celle de l’extrait éthéré issu 
de l’hydrolyse à HCl 2N (ARP : 0,0028) ceci confirmerait davantage l’hypothèse de la 
différence de mécanisme d’action des réactions et des produits de dégradation. 

De plus, le temps d’exposition de HCl aux molécules phénoliques est différent, faisant 
ainsi apparaitre des différences au niveau de l’activité des extraits qui en découlent. Ceci 
pourrait être du à la nature des composés libérés des réactions qui est certainement différente 
et aux mécanismes mêmes des réactions qui présenteraient des différences. 

 On pourrait également expliquer ces différences par la présence de certains 
groupements libérés par un type d’hydrolyse mais pas par un autre, accomplissant cette 
fonction anti-radicalaire. Dans ce contexte, LIU et al. (2014) ont rapporté que les 
biomolécules phénoliques extraites par l’acétate d’éthyle et par le n-butanol possédaient des 
groupements polaires (parties glycanes) qui leur permettent d’acquérir et de potentialiser 
certaines fonctions notamment (solubilité, activité scavenging…).  

 
D’ailleurs JU et ses collaborateurs (2012) ont trouvé que l’extrait d’acétate d’éthyle 

était le plus actif il s’est avéré que ce même extrait contenait une quantité importante 
d’hydroxytyrosol ce qui fait augmenter l’activité scavenging (anti-radicalaire). 

La comparaison entre l’activité des molécules phénoliques extraites par le n-butanol 
(solvant polaire) et celles extraites par les solvants moins polaires (acétate d’éthyle et éther) 
montre que les formes polaires possèdent une activité relativement meilleure, ce qui pourrait 
laisser supposer que les formes se trouvant dans l’extrait butanolique possèdent soit, plus de 
structures glucidiques liées; soit, des groupements hydroxyles (OH) ou autres… possédant un 
caractère polaire pouvant contribuer à la potentialisation du pouvoir à réduire les radicaux 
libres. Ceci a été également remarqué et conclu par LIU et al.(2014) suite à leur étude sur les 
extraits butanolique, éthéré et d’acétate d’éthyle de composés phénoliques d’un autre matériel 
végétal ainsi que celle de DORMAN et  HILTUNEN (2010) apportant ainsi la même 
conclusion.  

Pourtant, les flavonoïdes glycosylés ont une activité antioxydante inférieure à celle des 
flavonoïdes non glycosylés. Par exemple la rutine est presque dix fois moins active que la 
quercétine, son homologue aglycone (SOKOL-LETOWSKA  et al, 2007 ; BOUZID et al, 
2011 ; CRETU et al, 2013). 

 
Selon BRAND-WILLIAMS et al. (1995) et RICE-EVANS (1996), l’activité peut 

également différer d’un stéréoisomère à un autre, c'est-à-dire que lors de l’évaluation de 
l’activité de composés phénoliques dont les structures ne différent que par l’orientation des 
fonctions phénols (OH) (position ortho, para …), le pouvoir antioxydant s’avère être 
nettement différent d’une molécule à une autre. Une étude plus récente menée par CRETU et 
ses collaborateurs (2013) vient confirmer ces dires, en comparant l’activité de quelques 
étalons phénoliques (flavonoïdes) qui ne sont différents que par l’orientation des groupements 
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hydroxyles, la quercétine s’est montrée plus active (TEAC 4,72 ± 0,10) relativement au 
kaempférol (TEAC 1,34 ± 0,08). 

 
Les interactions entre les espèces réactives et les antioxydants dépendent de plusieurs 

paramètres biologiques, physiques et chimiques tel que la structure, la taille, la solubilité et le 
potentiel oxydo-réducteur (pouvoir réducteur) (BRAND-WILLIAMS et al, 1995). 
 

Généralement, un bon inhibiteur est un agent ayant une activité antioxydante qui varie 
proportionnellement avec sa concentration (ANTOLOVICH et al, 2004), ce qui est le cas de 
tous les extraits testés ainsi que les étalons pris comme références. 

 
Dans leur étude, TEDESCO et al. (2001) ont montré l’effet protecteur des 

anthocyanines du vin rouge sur les érythrocytes humains traités au H2O2,  ils ont conclu que 
les dérivés O-glycosyles étaient responsables de la réduction considérable du niveau des 
ERO. De ce fait, la présence d’un tel sucre sur une fraction aglycone augmenterait la 
solubilité de la molécule, permettant de piéger efficacement les RL aussi bien à la surface de 
la membrane qu’à l’intérieur du globule rouge (NADOUR et al, 2012a). 

 
D’après EBRAHIMZADEH et al. (2008), la cinétique des flavonoïdes repose 

essentiellement sur la position de la double liaison dans le cycle C ainsi que la position des 
groupements hydroxyles. D’après BRAND-WILLIAMS et al. (1995), la force de réactivité 
dépend du nombre d’hydrogène pouvant être cédé sur les groupements hydroxyle de la 
molécule antioxydante. En effet, la structure de la rutine montre la disponibilité de 2 
hydrogènes, ce qui suppose qu’une mole de rutine peut piéger deux moles de DPPH·. Cela 
explique la cinétique rapide observée (BRAND-WILLIAMS et al, 1995). Les polyphénols 
englobent un ensemble de molécules de structures différentes qui peuvent avoir plus ou moins 
deux hydrogènes disponibles et dont les cinétiques de réactions ne seraient pas les mêmes 
(KAVIARASAN et al, 2004). Ceci pourrait expliquer à la fois l’allure (cinétique) moyenne 
observée et la forte activité de ces derniers par effet de synergie par rapport à la rutine 
(HILDAGO et al, 2010 ; TAI et al, 2010). En dehors de l’hydrolyse des hétérosides, plusieurs 
transformations, dont il faut tenir compte, peuvent se produire pendant le chauffage en milieu 
acide. La plus importante est la transformation tout au moins partielle des 
leucoanthocyanidines (flavanediols-3,4) en anthocyanidines ; ceci est valable également pour 
les formes condensées qui constituent les tanins. Par conséquent les anthocyanidines, 
présentes après hydrolyse acide, peuvent provenir, soit de l’hydrolyse des anthocyanines, soit 
de la transformation des leucoanthocyanidines. Il est fréquent de voir apparaitre une 
coloration rouge, par chauffage en milieu acide d’un tissu ne contenant pas d’anthocyanes.  

 
A côté de la formation d’anthocyanidines, le chauffage en milieu acide des 

leucoanthocyanidines conduit également à des produits polymérisés. Les catéchines 
(flavanols-3) donnent aussi une telle transformation, mais sans apparition d’anthocyanidines. 
Ces produits de polymérisation se trouvent sur les chromatogrammes, sous forme de traînées 
mal définies partant de la ligne de départ (RIBEREAU –GAYON, 1968). L’apparition des 
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produits d’hydrolyse et de toutes ces transformations conduit à des variations dans l’activité 
biologique du milieu réactionnel (en la potentialisant ou au contraire en la diminuant).  
 

Selon certains travaux, la capacité réductrice est augmentée par les orientations ortho 
et para des groupements hydroxyles du phénol (CHIMI et al, 1991 ; CHEN et al, 1996 ; 
MCDONALD et al, 2001 ; CHEN et al, 2007). Le nombre de substituants hydroxyles dans le 
noyau aromatique et la nature des substituants en position para ou ortho, sont des 
caractéristiques structurales importantes déterminant l’activité (CHIMI et al, 1991). Ces 
composés réagissent avec les RL et génèrent un nouveau radical stabilisé par l’effet de 
résonance du noyau aromatique (BRAND-WILLIAMS et al, 1995).Des études semblables sur 
les flavonoïdes ont montré que le degré de l’activité antioxydante est corrélé avec le nombre 
de groupes hydroxyles. Le nombre de groupes OH et leurs positions sur le noyau aromatique 
sont des paramètres importants pour les flavonoïdes et les phénols en général (RICE-EVANS, 
1996 ; CAO et al, 1997). Quant à l’activité anti-oxydante des CPMB, elle peut être expliquée 
en grande partie par la richesse de cet extrait en CP ayant une structure o-diphénolique. 
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Conclusion 

Nous nous sommes intéressés à l’évaluation de l’activité anti-oxydante des composés 
phénoliques (CP) issus des margines d’olives de la variété Chamlal avant et après traitements 
chimiques d’hydrolyse des liaisons glycosidiques qui lieraient les parties glycanes aux 
polyphénols afin de cerner le rôle que pourrait jouer le sucre dans l’activité biologique. 

La quantification et l’extraction des polyphénols à partir des margines avant 
traitements chimiques, ont permis de mettre en relief la présence de composés à structures 
différentes dans l’échantillon de départ. 

 L’emploi, lors de l’extraction des CP, des solvants organiques à polarité croissante 
montre que la quantité et la qualité des polyphénols contenus dans ces solvants étaient 
différentes. Le taux de CP extraits par l’éther, l’acétate d’éthyle et le n-butanol est de (3,64 ± 
0.58), (5,22 ± 0.69) et (12,60 ± 0.26) mg EAG/g de MST, respectivement. 

Les méthodes d’hydrolyse chimique destinées à rompre les liaisons pouvant unir un 
sucre à un polyphénol ont été mises au point. Les méthodes d’hydrolyse acide utilisant HCl 
2N et 6N sont destinées à la rupture des liaisons acétals (-C-O-C-) et la méthode de 
l’hydrolyse alcaline est employée pour tenter de couper les combinaisons esters (-CO-O-C-) 
éventuelles. 

La quantification des CP extraits par les trois solvants organiques précédemment cités 
à partir des margines après traitements acides et/ ou basique, montre clairement la libération 
des polyphénols des combinaisons antérieures puisque elle s’élève à (35,70 ± 0,23), (45,6 ± 
0,79) et (39,50 ± 0,50) mg EAG/g de MST des extraits éthéré, d’acétate d’éthyle et 
butanolique respectivement suite à l’hydrolyse en milieu HCl 2N ; et à (10,415 ± 3,23), (25,66 
± 0,225) et (65,875 ± 6,45) mg EAG/g de MST respectivement des extraits éthéré, d’acétate 
d’éthyle et butanolique après traitement utilisant HCl 6N. 

Le dosage des flavonoïdes et des sucres totaux est réalisé permettant ainsi de 
confirmer que les formes phénoliques les plus polaires se trouvent dans les extraits 
butanoliques, ces formes ne sont autres que les formes glycosylées des polyphénols.   

L’analyse qualitative par chromatographie sur couche mince des extraits phénoliques 
obtenus avant et après traitements chimiques des margines met en évidence la présence de 
nouvelles entités moléculaires pouvant correspondre aux produits d’hydrolyse. 

L’évaluation du pouvoir réducteur sur le ferrocyanure de potassium ainsi que le 
potentiel anti-radicalaire par le test au DPPH a montré que les CP issus des margines brutes 
étaient doués d’une activité anti-oxydante. L’extrait butanolique s’est montré le plus actif. Ces 
mêmes tests ont été réalisés sur les extraits phénoliques obtenus après traitements des 
margines, et ont montré que l’extrait obtenu après traitement des margines en milieu HCl 2N 
contenant les formes les moins polaires (aglycones) est celui qui possédait une activité 
minimale. Au contraire, lors du traitement acide des margines utilisant HCl 6N, les formes 
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aglycones libérées  avaient des capacités de neutralisation meilleures que celles des autres 
extraits contenant des formes glycosylées. 

Nous retenons de notre étude que les méthodes mises au point pour la déglycosylation 
sont fiables à un certain degré et libèrent chacune des produits spécifiques selon le mécanisme 
d’action du réactif hydrolytique.  

Certaines méthodes d’hydrolyse semblent libérer des aglycones qui présentent une 
meilleure activité par rapport à celle des formes glycosylées (cas de la méthode d’hydrolyse 
utilisant HCl 6N) ; d’autres (la méthode d’hydrolyse acide en milieu HCl 2N et la méthode 
d’hydrolyse alcaline suivie d’un traitement acide) au contraire, libèrent en plus des aglycones, 
des formes glycosylées ayant échappé à l’hydrolyse et présentant une meilleure activité. Il 
semblerait que les sucres dans certains cas contribueraient à la potentialisation de la capacité 
anti-oxydante lorsque leurs fonctions réductrices sont libres.  

La caractérisation structurale, par spectroscopie et par résonance magnétique nucléaire 
des entités moléculaires issues des margines avant et après déglycosylation s’impose dans le 
but de  valoriser les composés phénoliques des margines, considérées comme source 
importante d’antioxydants naturels et peut contribuer de cette manière à diminuer leur effet 
polluant sur l’environnement; 

1. proposer des méthodes d’extraction et de préservation des extraits phénoliques ; 
2. dans le cas d’un usage à des fins alimentaires, des études toxicologiques poussées 

devraient être entreprises dans la mesure où le label « produit naturel » n’est pas 
suffisant pour garantir la totale innocuité de ces composés car ces extraits sont 
obtenus par des solvants dont les résidus peuvent être toxiques. 
 

Au vue de l’activité anti-oxydante importante de certaines formes des CP (aglycones 
et glycosylées), il serait intéressant d’envisager de les incorporer dans des produits aussi bien 
à visée alimentaire, pharmaceutique qu’en cosmétologie permettant ainsi d’augmenter leur 
conservation. 
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Annexe 01: Structures chimiques des tanins. 

 



 

 

 
Annexe 02 : Voie de biosynthèse des flavonoïdes (BRUNETON, 1999).
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                                                                             Olives 
            
 
                                         
                                                                         Défoliation 
 
 
                                                                            
                                                                            Lavage 
 
                                              
                                                   
                                                                            Broyage 
                                                         (Généralement sous des meules) 
     
 
                                           
                                                                          Malaxation 
                                                             (À température ambiante) 
 
 
                                                    
                                                                             Pressage 
                                                               (Sépare solides / liquides) 
 
 
 
 
 
Huile / Eaux de végétation                                                                                                     Grignons 
 
 
  
Centrifugation / Décantation 
(Sépare huile / huile-eau) 
 
 
  
Huile                                             Margine 
 
 
 

Annexe 03 : Extraction de l’huile d’olive par le système de presse traditionnel. 
 



 

 

Annexe 04 : Procédés d’obtention d'huile d'olive (Centre d’Activités Régionales pour la 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

: Procédés d’obtention d'huile d'olive (Centre d’Activités Régionales pour la 
Production Propre, 2000). 

 

 

 

: Procédés d’obtention d'huile d'olive (Centre d’Activités Régionales pour la 



 

 

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

Elément Concentration (mg.l-1) 
Orthophosphates (PO4 3-)                                     800,6 
Chlorures (Cl-)                                                       270,2 
Sulfate (SO4 2-)                                                       16,68 
Sodium (Na+)                                                          5370,9 
Potassium (K+)                                                      15295,5 
Calcium (Ca2+)                                                        1167,6 
Magnésium (Mg2+)                                                   410,3 
Fer (Fe)                                                                       103,4 
Aluminium (Al)                                                           8,34 
Chrome (Cr-)                                                                 0,66 
Nickel (N)                                                                       3,36 
Cobalt (Co) 1,33 
Manganèse (Mn)                                                                1,66 
Cadmium (Cd)                                                                    0,83 
Oxyde de silicium (SiO2)                                                     41,7 
Zinc (Zn)                                                                             10,0 
 
 

Annexe 06: Composition phénolique des margines étudiées par D’ANNIBALE et al. 
(2000). 

 
Composé phénolique  Teneur (mg) 
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 
 



 

 

Annexe 07 : Profil chromatographique de l’extrait phénolique des margines brutes 

 

 

 

 

     

rofil chromatographique de l’extrait phénolique des margines brutes 
(ACHAK et al, 2009). 

 

rofil chromatographique de l’extrait phénolique des margines brutes 



 

 

                  

Annexe 08 : Déséquilibre de la balance entre pro

 

 

Annexe 09 : Extraction liquide

 

 

: Déséquilibre de la balance entre pro-oxydant et antioxydant.

xtraction liquide -liquide (par solvants organiques).

 

 

oxydant et antioxydant. 

 

liquide (par solvants organiques).        



 

 

Annexe 10 : Préparation des solutions 

o Préparation de la solution de carbonate de sodium (Na2CO3) 7% 

Dissoudre 7g dans un volume de 100ml d’eau distillée. 

o Préparation de la solution mère d’acide gallique de concentration (200µg/ml) 

Une quantité de 5mg (pesée à l’aide d’une balance de précision) est dissoute dans 25 ml d’eau 
distillée. 

� Dilutions à partir de la solution mère : pour avoir des solutions diluées à partir 
d’une solution mère, appliquer la règle (C1 V1=C2 V2). 
C2 : concentration de la solution diluée que l’on veut préparer (par exemple C2=100 
µg/ml) 
V2 : le volume connu de la solution diluée (par exemple V2=1000µl). 
C1 : Concentration de la solution mère (C1=200µg/ml). 
V1 : le volume inconnu de la solution mère qu’il faut prélever et ajuster à 1000µl avec 
l’eau distillée pour avoir une concentration finale de 100µg/ml. 
Application :  V1=C2 V2/C1 

 

V1= 100.1000/200 = 500µl. 
 

o Préparation d’une solution de chlorure d’aluminium (AlCl 3) 2% dans le 
méthanol : Dissoudre 2g de AlCl3 dans 100ml de méthanol. 
 

o Préparation d’une solution de Fe Cl3 1% : 1g de FeCl3              Dans 100ml d’eau 
distillée. 
 

o Solution de ferrocyanure de potassium 1% : dissoudre 1g  de ferrocyanure de 
potassium (K3Fe(CN)6), dans 100ml d’eau distillée. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Annexe 11

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                             

Annexe 11 : Chromatographie sur couche mince. 

 

                                                                                                                                                              

 



 

 

Annexe 12 : Résultats de la mise en évidence de la présence des tanins dans les extraits 
méthanoliques obtenus avant et après déglycosylation. 

       

A. Extraits méthanoliques obtenus suite à l’extraction par les trois solvants à 
polarités croissantes (1.extrait éthéré.2. extrait d’acétate d’éthyle.3. extrait 

butanolique). 

 

 

           

B. Extraits méthanoliques obtenus après hydrolyse au milieu HCl 2N. 
A gauche : avant traitement au FeCl3. 
A droite :  après traitement au FeCl3. 

1. Extrait phénolique d’acétate d’éthyle obtenu à partir des margines brutes (CPMB). 
2.Acét2N.3.But 2N.4.Eth 2N.5. But’ 2N. 

 

1 3 2 

1 2 3 4 5 

1 2 3 4 5 



 

 

 

C. Extraits obtenus à partir des margines traitées avec HCl 6N. 
1.Acét 6N.2.But6N.3.Eth6N.4.But’6N. 

 

 

D. Extraits obtenus à partir des margines ayant subi un traiment au NaOH suivi d’un 
autre à l’HCl. 

1.Acét ALCA.2.But ALCA.3. Eth ALCA.4.But’ ALCA. 

 

 

 

 

 

           

1 2 3 4 

1 2 
4 3 2 1 



 

 

Annexe 13 : Les groupes homogènes. 

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  I   

ETH 12,81  I   
ACET 11,85   J  
BUT 11,449   J  

CPMB 9,053    K 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

Annexe 14 : Structures chimiques des polyphénols identifiés dans les fruits, les feuilles et 
les huiles d’olive classées par ordre alphabétique (OMAR, 2010). 
 


