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Introduction

L’industrie olécole, en plus de sa production principale qui est |I"huile d’ olive vierge,
génére deux sous-produits : un solide appelé les grignons, et |’ autre liquide appel é les eaux de
végétation ou les margines.

La production mondiale de grignons d'olive est estimée a 2,9 millions tonnes, en
Algérie, soit de 156.10" quintaux /an. « MADR., 2012 ».Ces quantités importantes des
déchets peuvent affecter significativement I'équilibre économiquede cette activité agro-
industrielle en raison des codts associés a leur traitement et/ou I’ éimination. D’ autre part, ces
déchets peuvent genérer des impacts négatifs sur I’ environnement a cause de leur richesse en
COMPOSES Organi ques.

Les grignons d'olives sont des sous-produits du processus d'extraction de I'huile
d’olive, issus de la premiére pression ou centrifugation (Nefzaoui, 1987).C’'est un effluent
solide composé des peaux, des résidus de la pulpe et des fragments de noyaux. Ces grignons
sont des matériaux lingocel lulosiques constitués de cellulose, d’ hémicellulose et de lignine. 11
contient également des quantités restantes d’'huile d'olive, des proténes, et divers autres
composestel s que les composés phénoliques(VIyssideset al., 2004 ; Putln et al., 2005 ; Roig
et al.,2006).Durant la production d huile d’olive, les substances bioactives migrent a partir
d’olives vers les sous-produits (grignons et margines) qui constituent une source considérable
de ces composés (Talhaoui et al., 2015), toutefois, leur teneur dépend de plusieurs facteurs,
notamment, le systéme d’ extraction adopté (Rosello’-Soto et al., 2015).

Plusieurs éudes confirment le réle incontestable de la consommation des produits
oléicoles dans la réduction du risque des cancers et des maladies chroniques, notamment les
affections cardiovasculaires, cette relation est souvent attribuée aux composés bioactifs
spécifiques (oleuropéine, hydroxytyrosol, sécoiridoides, lignanes, ...... ) qui préviennent
I’ oxydation des molécules biologiques et contribuent ainsi a leur stabilité. En plus de leur
propriétés anti-oxydantes, ils possedent d'intéressantes propriétés nutritionnelles et
organoleptiques (Quiles et al., 2006, Ghazghazi et al, 2015 Ouedrhiri et al., 2017).

Par conséquent |’ extraction de telles substances a partir de ces ressources naturelles est
trés importante afin de les valoriser, toutefois plusieurs facteurs influencent |’ extraction de ces
substances, parmi lesquels on cite :la nature du solvant et la polarité du solvant.

Pour celal’ extraction de ces composeés bioactifsest une étape cruciale pour le choix du
solvant d extraction de telles substances a partir de ces matrices afin d’ obtenir des extraits
riches en ces composes et qui exercent des propriétés biologiques importantes, d' ou S'inscrit
I’ objectif de la présente étude qui est d’' optimiser le solvant d’ extraction d une part, et de
comparer les teneurs en antioxydants ainsi que |’ activité antioxydante de douze échantillons
différents de grignons d'olives provenant a partir de I'extraction des huiles d olive et
d oléastre.

Le présent travail est organise en trois parties:

e La premiere partie est une synthése des données bibliographiquessur les produits et
sous-produits oléicoles.



La deuxiéme partie est une étude expérimentale comportant: le matériel et les
méthodes pour effectuer les dosages des composés phénoliques et estimer |’ activité

antioxydante.
Latroisieme partie est consacrée aux résultats obtenus et ainsi que leurs interprétations



|. Description botanique
[.1. L olivier :
L’ olivier cultivé est un arbre ayant des feuilles vertes tout le long de I’année. Ses dimensions
et sa forme varient selon les conditions climatiques, |I'exposition, la fertilité du sol et la
variété. 1l peut atteindre 15 a 20 m de hauteur avec un tronc de 1,5 a 2 m de diametre
(Wanger, 1999). L’ olivier est d'une longue durée de vie, il peut méme étre considéré comme
immortel car si le tronc disparait, des rejets reconstituent spontanément I’ arbre (Amor etti et
al., 1985).
L’ olivier est classé dans |’ ordre botanique des Oleales ; et appartient au genre Olea et a la
famille des Oleaceae. Son nom botanique est Olea europaea Linné, Olea sativaHoffsmeg et
Link (Guignard et al., 2004). L’ olivier est un arbre fruitier qui produit des olives, avec un
aspect général d' un arbre toujours vert au tronc droit souvent fissuré a écorce grise et aux
petites feuilles opposees vertes argentées auquel le climat meéditerranéen convient
parfaitement (hiver doux, automne et printemps pluvieux, été chaude, sec et une grande
luminosité), on distingue deux especes, sous une forme sauvage oléastre (Olea europaea,
variétésylvestris) et sous une forme cultivée, olivier (Olea europaea, Vvariété
Sativa)(Argenson et al., 1999).
1.2. Lesolives
L’ olive est une drupe ayant une composition dépendante de la variété, du sol et du climat. Elle
est de forme ovoide ou ellipsoide, qui peut étre subdivisée en trois parties: I’ épicarpe(la
peau), mésocarpe (pulpe du fruit), regroupé sous la dénomination de péricarpe, et |’ endocarpe
(Bianchi, 2003).
= Epicarpe: lapeau del’olive représente 1 a 3% du poids du fruit, elle est recouverte
d’'une matiere cireuse, la cuticule qui est imperméable a I'eau. A maturation,
I” épicarpe passe de la couleur vert tendre (olive verte), ala couleur rose, rose violace,
violette, puis a la coloration noirétre a pleine maturité (olive noire). Ces variations de
couleur sont liées ala composition en pigment dans e fruit (Bianchi, 2003).
= Meésocarpe: la pulpe du fruit qui représente 71,5 a 80,5% du poids du fruit et
renferme divers constituants : eau, lipides, protéines, etc(GarridoFernandez et al.,
1997; Bianchi, 2003; Kailiset Harris, 2007).
= Endocarpe: il représente 18 a22% du poids du fruit.il est compose de deux systemes
I’'un est constitué de la partie la plus externe, la seconde de la matrice protéique,
contenant la composante lipidique et la composante hydrophile (Bianchi, 2003 ;
Cortes et al., 2000).

II. L oléiculture
I1.1. Répartition del’oléculture mondiale

La surface totale occupée par I’olivier est d environ 11 millions d’ hectares plantées de
prés de 1,5 milliards a travers le monde. L’ Union européenne recouvre 50% de ce verger,
I’ Afrique du nord 25%, le Moyen-Orient 20%, et le reste se répartissant entre I’ Amérique
(Cdifornie, Chili, argentine...), I’ Australie et la Chine (AFIDOL, 2013).
Le patrimoine génétique oléicole mondia est tres riche en variétés dolivier (Olea
europaeal ), cultivées et spontanées. 1l est constitué actuellement de plus 2 600 variétés



différentes (Muzzalupo et al., 2014). La plus grande partie de ces cultivars proviennent des
pays de |'Europe méridionale tels que I'ltalie avec 610 cultivars, |'Espagne avec 280
cultivars, la France avec 100 cultivars et la Grece 101 cultivars (Corrado et al., 2010 ; Linos
et al., 2014).

L’ Union européenne est le premier producteur, consommateur et exportateur d huile d’ olive.
Elle produit environ 70% du total mondial (Tableau I).

Tableau | : principaux producteursd huile d’ olive (C.O.l, 2022).

Production | 2019/2020 (en 1000t) | 2020/2021(en 1000t) | 2021/2022 (en 1000 t)
Espagne 1230 1389 1300
Grece 322 274 315
Italie 350 210 240
Portugal 300 275 225
Total UE 2202 2148 2080
Tunisie 225 210 228
Turquie 145 160 200
Maroc 120 100 620
Algérie 82 70 98
Total 2772 2688 3226

L’ Italie et I’ Espagne sont les plus gros consommateurs d huile d’ olive dans I’ UE, avec une
consommation annuelle d’ environ 500 000 tonnes chacune, tandis que la Grece affiche la plus
grande consommation annuelle de I’'UE par habitant, avec environ 12kg par an et par
personne. Au total, L’ UE représente environ 53% de la consommation mondiale. Sur le plan
commercial, L' UE représente environ 65% des exportations mondiale d’ huile d’ olive (Etats-
Unis, Brésil et Japon) (ONAGRI, 2020).

[1.2. L' oléicultureen Algérie

L'oléiculture agérienne recouvre 389000 hectares de plus de 25 millions
d’arbres. L’ oléiculture est concentrée exclusivement au niveau de 6 wilayas : trois wilayas de
la région du centre, qui recouvre plus de 50% de la surface oléicole nationale (Bgaia., Tizi
Ouzou, Bouira) et trois de la région Est (Bourdj Bourreridj, Setif et Jijel). Quant au reste du

verger oléicole, plutbt consacré a la production d'olive de table, il se concentre
essentiellement dans trois autres wilayas (Telemcen, Mascara et Relizane) (Lamani et 11bert,
2016).

L’ oléiculture orientée vers la production d huile d olive domine la quasi-totalité de la région
de Begjaia, avec pres de 70% de la surface arboricole totale. Elle s étend sur une superficie de
plus de 60 000 ha. (boudi et al., 2013). L’ oléiculture algérienne est caractérisée par une large
gamme de variétés locales (Lamani et Ilbert, 2016). La production algérienne en huiles
d olive varie d’ une année a une autre (figure 1).
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Figure 1 : production agérienne d huile d’ olive de 2019-2022 (x 1000 tonnes) (C.O.I, 2022).

[I1. Systeme d’extraction del’huile d’olive
I11.1. Réception
Ces opérations, qui consistent a préparer |’ olive pour son pressage postérieur, sont communes
a toutes les huileries; I'unique variation observée a trait au degré de perfection et a
I” automatisation avec laquelle elles sont réalisées (Ahmidou et Hammadi, 2007).

= Nettoyage et lavage

= Controle du poids et delaqualité : aspect, acidite.

= Stockage.
[11.2. Opération de pressage et extraction
[11.2.1. Broyage

L’ étape du broyage des olives constitue la premiére étape de libération de I’ huile a partir des
tissus végétaux. Cette opération a pour but de déchiqueter les cellules de la pulpe et de faire
sortir les gouttelettes d’huile des vacuoles de maniére a ce qu’elles puissent se réunir et
former des gouttes aux dimensions plus grandes qui soient en mesure de se séparer des autres
phases, liquides et solides, de pate. Cette étape est principaement réalisée a I’aide des
broyeurs (Inargoset al., 2011).
111.2.2. Malaxage
La péte passe dans un malaxeur ou s effectue un chauffage avec injection d’ eau dans certains
cas. Cette opération a pour but d’homogénéiser |a pate et de détacher les cellules lipidiques.
Elle aauss pour le but d’ augmenter le pourcentage d huile« libre »tout en favorisant, d’ une
part, la réunion des gouttelettes d huile en gouttes plus grosses pour former une phase
continue et, d’'autre part, la rupture de I’émulsion huile/eau. Cette étape est trés importante
pour |I’amélioration du rendement (Ghanabari et al., 2012 ;Roger, 1974 ;Cuellar, 1990).
[11.3. Séparation des phases

L es principal es opérations sont décrites comme suit

» Séparation des phases liquides-solides: le broyage et le malaxage aboutissent a la
formation d’une péte qui contient, la matiére solide et des fluides. La matiére solide

5



appelée grignon, formée débris de noyaux, d épiderme, de parois cellulaires...etc.,
alors que la partie fluide est composée d' huile et d'eau de végétation appelée
margines.

> Séparation des phases liquide-liquide: la séparation entre la phase agueuse de la
phase huileuse se fait essentiellement par simple décantation ou par centrifugation.
Elle est basée sur la différence de densité entre |I'huile d'olive et I’eau de végétation
(Anonyme, 2000).

[11.4. Procédé discontinu ou systeme a presse

La méthode d' extraction par pression était I’unique procédé d obtention d'huile d'olive,
jusqu'a apparition des méthodes modernes d’ extractions par centrifugation. Il s'agit d un
systeme classique par pression avec broyeurs. Le broyage des olives suivi du malaxage se font
sous des meules. Une pate est obtenue au bout d’une demi-heure environ. Elle est composée
de grignon et d'un molt contenant I’huile et les margines. La séparation des deux phases
solide-liquide se fait par simple pression, alors que I'huile est séparée des margines par
décantation naturelle (figure 2) (Ben Hassine et al., 2009).

[11.5. Procédé continu ou systéme a centrifugation
Le systeme continu est apparu dans les années 70, avec I'application des nouvelles
technologies dans le domaine de I’ extraction de I’huile d'olive (figure2). Cette conception
moderne de |’ extraction remplace le pressage traditionnel ; elle utilise des centrifugeuses
horizontales appelées ‘’ Décanteur’’, ce qui améliore considérablement le rendement et la
productivité des huileries (Anonyme, 2000).

a) Systemed’extraction par centrifugation a deux phases
Ce procédé continu d extraction des huiles a deux phases est caractérisé par une capacité de
traitement qui est élevée (jusqu'a 100 tonnes d olives/jour). Cependant, ce présent procéde
d extraction d’ huile d’ olive fonctionne avec un systéme de centrifugation & deux phases (huile
et grignon d'olive humides) qui ne nécessite pas |’ adjonction d’'eau pour la séparation des
phases huileuses et solides contenant des grignons et les margines. Ce décanteur a deux
phases permet |’ obtention de rendement en huile relativement plus élevé que ceux obtenus par
le décanteur conventionnel atrois phases et le systeme de presse. En autre, il ne procede pas a
I”augmentation du volume des margines (Hammadi, 2006).

b) Systémed’extraction par centrifugation atrois phases
L’ extraction de I'huile d'olive se fait a travers des phases successives contrairement au
procédé discontinu. La pate issue du malaxage est diluée avec I'eau avant d’entrer dans le
décanteur centrifuge afin que les différentes phases se séparent selon leur densité (El
hajjouji, 2007) comme suit :

e Le grignon (p~1,2 kg/dm?3) qui vadans lapartie la plus éoignée de I’ axe de tour,

e Les margine, ou eau de végétation (p ~1,015 a 1,086 kg/dm) 3 qui se trouve dans

I’ anneau intermédiaire,
e | ’huile (p~0,916 kg/dm3) qui reste autour de |’ axe (Benyahia et al., 2003).
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V. Produits et sous-produitsd’oléculture
IV.1. Huiled olive
IV.1.1. Définition




L’ huile d'olive est I"huile provenant uniquement du fruit de I'olivier (Olea europaea L) a
I’ exception des huiles obtenues par les solvants ou par des procédés de ré-estérification et de
tout mélange avec d autre nature (C.O.l, 2003). Selon consell oléicole international (2015),
I’huile d’'olive est une huile constituée par le coupage d huile d'olive raffinée et d huile
d’olive vierge, propre a la consommation. Les huiles d olives appartiennent aux classes
suivantes:
= Huile d’olive vierge extra: huile d'olive dont I'acidité libre, exprimée en acide
oléique, est au maximum de 0,8g pour 100g.
= Huiled'olivevierge: huile d olive dont I’ acidité libre, exprimée en acide oléique, est
au maximum de 2g pour 100g.
= Huile d’olive vierge courante: huile d olive dont I’ acidité libre, exprimée en acide
oléque, est au maximum de 2g pour 100g.
= Huile d’ olive vierge lampante : huile d olive dont I’ acidité libre, exprimée en acide
oléique, est supérieure a 3,3 g pour 100g.

IV.1.2. Composition chimique del’huile d’olive

La composition chimique de I'huile d'olive varie en fonction de systéme d extraction
appliqué afin dobtenir de I'huile a partir des olives. L'huile d'olive est composée
principalement de triacyglycérols (98-99%), dont I' acide gras prédominant est I’ acide oléique
mono insaturé (83%), suivi de I'acide pamitique, I'acide linoléique, I’acide stéarique et
I’ acide pamitoléque (Rmirez-Tortosa et al., 2006 ; Bouskou, 2009 ) (annexe | tableau I1).
Il existe aussi d'autres constituants dits mineurs tels que les phytostérols, le squaléne,
tocophérols, composés phénolique et les dérivés de I’ acide terpénique.

Les composes phénoliques abondants dans I’huile d olive sont : les acides ou les alcools
phénoliques, dérivés d oleuropéine, lignanes et flavonoides. Par ailleurs, la teneur en
polyphénols dans I’ huile d’ olive dépend de facteurs agronomiques, la maturité des olives, le
procédé d’ extraction du stockage ou de conditionnement (Tuck et Hyball, 2002).

IV.2. Sous-produitsd’oléiculture
IV.2.1. Lesmargines

C'est lerésidu liquide agueux de couleur brune rougeétre qui s est séparé de |’ huile par
sedimentation aprées le pressage ou centrifugation. Ce liquide a une odeur agréable qui
rappelle de celle de I"huile d’ olive mais un godt amer. Cet effluent qui est riche en matiéres
organiques constitue un facteur de pollution généré par I'industrie oléicole (Ranalli, 1991).
IV.2.1.a. Caractéristique physico-chimique des mar gines
La composition des margines est trés variable et dépend de plusieurs facteurs parmi lesguels:
la variété d'olive et leur degré de maturité, du systeme d’ extraction et de la quantité d’ eau
rgjoutée lors de la phase d extraction de I'huile. Ces effluents caractérisés par un pH acide
sont généralement constitués de: 83 a 94% d' eau, 16% de substances organique et de 0,4 a
2,5 %% de substances minérales (Ranalli, 1991 ; Ramos-Cormenzana, 1996 ; Noubih et
al., 2007).

1V.2.1.b. Pouvoir polluant des margines



Les margines sont considérées parmi les effluents les plus polluants des industries
agroalimentaires, ce pouvoir polluant est lié a plusieurs facteurs, notamment :
= Le pH acide qui est la premiére cause directe de la mort des poissons, lorsque la
margine est déversée dans les lits des fleuves (Anonyme, 2000).
= Le contenu organique qui contribue a la consommation de |’oxygene dissous et
empéche les eaux de s auto-épurer, et la pollution peut s éendre sur trés grandes
surfaces (Benyahia et al., 2003).
= Laprésence des composés phénoliques inhibe le dével oppement des microorganismes
aussi bien en présence et en absence d’ oxygene (Nefzaoui, 1991). Ces substances, ont
un effet phytotoxique et une activité antimicrobienne (khoufi et al., 2007) et
présentent un faible niveau biodégradabilité.

1V.2.2.Grignon d’olive ou déchets solides
Les grignons ou résidus solide, considérés comme principal déchet généré lors de
I’éaboration de I"huile d’olive, cet effluent renferme une quantité donné d’huile résiduelle
gu'il n'est pas possible d’ extraire par des moyens physiques et qui est extraite dans les
installations d’ extraction d’huile de grignons. Ils sont constitués de la pulpe, du noyau et du
tégument de I’ olive, leur niveau d’ humidité est varié selon le procédé d’ extraction employé
(Anonyme, 2000).
Il existe différent types de grignons :
v" Grignon brut : ce sont des résidus solides issus de la premiére extraction de I’ huile
d olive (M oussaoui, 2007).
v' Grignon épuisé: c’'est le grignon brut a partir duquel, I’ huile est extraite par solvant.
Il est caractérise par une faible teneur en matiere grasse et en eau (M oussaoui, 2007).
v' Grignon tamisé: il résulte de la séparation partielle entre les débris des noyaux
concasses et la pulpe par tamisage. |l est dit gras si son huile n’est pas extraite par
solvant, sinon délipidé et dégraissé (M oussaoui, 2007).

IV.2.2.a. Caractéristiques chimiques desgrignonsd’olive

La composition chimique des grignons d'olive varie considérablement. Elle dépend des
facteurs intrinséques du fruit (variété, stade de maturation), du procéde d’ extraction de I’ huile
et de |’ épuisement du solvant (Ferhat et al., 2014).

La celulose, I"'hémicellulose et la lignine sont les principaux composant ; cependant les
graisses et les protéines sont également présentes en quantité importantes (Der meche et al.,
2013) ; les grignons d’ olives sont des matériaux lingocellulosiques (Ducom et al., 2019).
L’analyse minérale montre que les principaux ééments des grignons d'olive sont le
potassium, calcium et du sodium (Der mecheet al., 2013 ; Christoforou et Fkaides, 2016)
La concentration en métaux lourds dans les grignons d'olive est presque inexistante
(concentration inférieure a 1mg/kg pour le plomb, le cadmium, le chrome et le mercure)
(Haroun et al., 2018).

Haroun et al. (2018) ont comparés la composition chimique de grignon d olive provenant
d’ une huilerie traditionnelle a un systeme presse, et d’une huilerie moderne a un systéme
continu. Les résultats d' analyses rassemblés dans le tableau I 11.



Tableau |11 : Composition chimique des grignons d’olives (Haroun et al., 2018).

Parameétre Systemetraditionnel | Systeme continue

System a 2 phases | System a 3 phases
Ph 5,29 6,6 5,1-5,32
Lignine(g/kg) 194,7 - 426,3
Hemicelluloses 168,4 - 350,8
(gkg)
Cellulose (g/kg) 1149 - 193,6
Mer cure (mg/kg) - <0,1 <0,1
Cadmium (mg/kg) - <0,05 <0,05
Arsenic (mg/kg) - <0,05 <0,05
Zinc (mg/kg) - 9,9-10 8-21
Sodium (mg/kg) 92,1 103,8 214,3-800
Calcium (mg/kg) 17148,4 3218,7 1693-4500
Magnesium (mg/kg) | 1189,7 511,1 800-1700
Potassium (mg/kg) | 11366,6 16020,2 284339

V. Composeés phénoliques des grignons d’ olives

Pendant le processus d’ extraction d’ huile d’ olive, les composés phénoliques (ou bio phénols)
migrent & partir de la pate d'olives au cours du broyage/malaxage a aux différents sous-
produits. En effet, seulement 2% des composés phénoliques des olives sont transférés a
I"huile, 45% aux grignons d olives et 53% aux margines (Rodis et al., 2002).

Les grignons d'olives sont considérés comme une source riche en composés
phénoliquesqui exercent une multitude d'activités biologiques. Parmi les composés
phénoliques abondants dans les grignons d'olive : le niizhenide, I’ hydroxytyrosol, le tyrosol,
I’oleuropéing, I’acide caféique, I'acide benzoique, et la rutine (Fernandez-Bolafios et al.,
2002 ; Silva et al. 2006),

Par ailleurs, Lesage-Meessen et al. (2001) et Cioffi et al. (2010) ont identifié I’acide p-
coumarique, I’ acide vanillique et I acide protocatéchique dans ces sous-produits

Selon Aliakbarian et al. (2018), les polyphénols de grignons d’ olive appartiennent a quatre
classes : les phénols ssimples tels que le tyrosol et ses dérivés, les acides cinnamiques tels que
I’ acide p-coumarique et le verbacoside, les flavonoides comme larutine et | apigénine, et les
secroiridoides comme |’ oleuropéine et ses dérivés.
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V.1. Lesacides phénoliques

Les acides phénoliques sont divisés en trois classes: les acides phénoliques simples, les
acides phénoliques dérivés de I'acide benzoique les acides phénoliques dérivés de I’ acide
cinnamique.

Les acides phénoliques simples sont rares a |’ exception de I” hydroguinone présente dans les
végétaux (Bruneton, 1993). Les acides phénoliques dérivés de |’ acide benzoique comprend
une large gamme dacide phénoliques tels que les acides vanilliques, galiques,
protocatéchiques et autres (Hadam et Lilley, 1988). Les acides phénoliques dérivés de
I’acide cinnamique sont caractérisé par des acides, caféique, férulique, p-coumarique et
autres (Bruneton, 1993). Selon Cioffi et al. (2010) I’ acide gallique, |’ acide vanillique, I’ acide
caféique et I’ acide protocatéchique sont les acides phénoliques les plus abondants dans le
grignon d'olive (tableau V).

Tableau IV :structure de quelques acides phénoliques présent dans le grignon
d’olive (Abbattista et al., 2021).

Acidegallique C/HeOs5 HO\_
/
Ho~>’_f‘\>—cooH
HO
Acide vanillique CgHgOq4 H,CO
O
HO ¢
OH
Acide C7HGO4 —
Proto-catéchique 2
-
— —
—
Acide caféque CoHgO4 H
~C=~~COOH
o )
HO
Acide p-coumarique | CgHgO3

V.2. Lesalcools phénoliques

Letyrosol (4-hydroxyphenylethanol) et I’ hydroxytyrosol (3,4dihydroxyphenylethanol)qui
représentent les alcools phénoliques les plus importants de cette classe de phénols sont tres
abondants dans le grignon d'olive (figure 3) (Ramirez-Tortosa et al., 1999 ; Cioffiet al.,
2010).
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Y (b)
Figure 3 : structures du tyrosol (a) et de I’ hydoxytyrosol (b) (Long et al., 2010).

V.3. Lesflavonoides

Ce groupe est représenté par plusieurs sous-classes telles que les flavones, flavonals,
anthocyanes et flavanones(Edenharder et Grinhage, 2003; Yao et al., 2004).D’ aprés
Abbattista et al., (2021), la catéchine, la quercétine, lutéoline-7- glucoside sont les
flavonoides les plus abondants dans les grignons d’ olive (figure 4).
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Figure 4: Structures chimiques des flavonoides des grignons d olives (Abbattista et al.,
2021).

V.4. Lesdérives sécoiridoides

Ce sont des composés glycosylés issus de métabolisme secondaire des terpénes (Soler, 2000).
L’ oleuropéine et le nizhenide (figure 5), sont les composés majoritaires dans les grignons
d’ olive (Abbattista et al., 2021).
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Figure5: Structure de |’ oleuropéine (a) et niizhenide (b)(Abbattista et al., 2021).

V.5. Lignanes

Les lignanes telles que le pinorésinol, I’ acetoxypinorésinol sont détectées dans les grignons
d’olive (figure6) (Abbattista et al., 2021).

R: H Pinoresinol R: OCOCH31-Acetoxypinorésinol
Figure 6 : structrures de pinorésinol et I’ acetoxypinorésinol (Brenes, 2000 ;Y ang, 2007)

V1. Composés phénoliques des grignons d’ olives et propriétés biologiques

Le grand intérét des polyphénols est lié a leur application a fort potentiel pour une utilisation
thérapeutique bénéfique. La relation entre I’ apport en polyphénols et |a santé humaine a été
prouvée; en effet ces composés exercent une multitude d activités biologiques liées a la
prévention des maladies cardiovasculaire, de I’ hypertension, du diabéte, de I’ obésité et du
cancer (tableau V), I’ utilisation des bases de données existantes sur les composés bioactifs, y
compris les polyphénols, est décrite comme des outils clés pour |arecherche en santé humaine
(Durazzo et al., 2019).

Tableau V : composés phénoliques des grignons d’ olive et activités biologiques (Gor zynik-
Debicka et al., 2018).

Composeé phénolique Activité biologique

Hydroxytyrosol Activité antioxydante

Activité cardioprotective

Activité antimicrobienne et antivirale
Activité anti-inflammatoire
Activitéfongicide

Tyrosol Activité antioxydante
Activité anti-inflammatoire
Activité cardioprotectrice
Activité neuroproctrice

Oleuropéne Activité antioxydante

Activité anti-inflammatoire

Activité antimicrobienne et antivirale
Activité anti-hypertensive
Modulation des enzymes

Oleuropéine aglycone Antioxydante
Anti-inflammatoire
Neuroprotectrice
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VII. Voiesdevalorisation desgrignonsd’olive

La premiere étape de valorisation des grignons bruts, quand ils ne sont pas destinés a la
fermentation, est I’extraction de I'huile résiduelle par solvant. Cette technique permet la
récupération d’au moins 6% d huile aimentaire appelée souvent « huile de grignons »
(Yacoub, 1997).

Les grignons contiennent des pentoses qui se transforment en furfural apres une
hydrolyse suivie d’' une déshydratation. Le furfural est un composé hétérocyclique destiné plus
particulierement a la fabrication d'huile lubrifiantes lors de raffinage des distillats d'huile
pétrolieres (Sebbanet al., 2021). La méme réaction produit du méthanol et de I’ acide acétique
(Yacoub, 1997).

Dans le domaine agricole, les grignons dolive peuvent étre employés comme
fertilisant, le grignon épuisé est |a partie solide restante apres extraction al’ hexane de I’ huile
contenue dans le grignon brut. Les éudes de croissance de tomates ont montré que seul le
compost de la pulpe de grignon épuisé donne des résultats similaires a ceux d’un compost
ayant une valeur agronomique. Le compost de grignon épuisé (mélange de pulpe et coque)
limite la croissance des plantules de tomates (Sebbanet al., 2021).

Ces sous-produits de I’industrie oléicole peuvent étre utilisés en tant qu’aliment pour
bétail. Les grignons épuisés tamisés (sans noyaux), présentent une meilleure facilité de
conservation. lls constituent des réserves alimentaires disponibles pendant les périodes de
disette (Nefzaoui, 1984).

De plus, I huile brute grignons d’ olive obtenue a partir d'une extraction a |’ hexane rentre
dans la fabrication de savon et de la glycérine (Sebban et al., 2021). La fermentation des
grignons d olives en milieu solide par des champignons thermophiles et filamenteux produit
une panoplie de composés d’ arémes d'intérét dans les domaines agroalimentaire, cosmétique
et méme pharmaceutique (Kademi et al., 2003).

De plus, Pagnanelli etal. (2002) ont montré que les grignons d’ olives ont une capacité
élevée de rétention de plusieurs métaux a savoir, le cadmium, le plomb, le zinc, etc.

Suite a ces études sur la valorisation des grignons d’ olives rejetés, il est possible d’ envisager
un schéma général de traitement ces déchets (figure 7).
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Figure7 : Différentes filiere de valorisation des grignons d’ olive (Sebban et al., 2021).
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VII1. Extraction des composés phénoliques

La premiére étape requise al’analyse et |’ exploitation des constituants bioactifs des grignons
d'olive est leurs extractions a partir de la matrice cellulaire. Une méthode d’ extraction
«idéale» devrait étre quantitative, non destructive et rapide (Dahmoune et al., 2013). En plus
des procédés classiques d’ extraction par solvant couramment utilisé pour la récupération de
composées phénoliques (Proestos et al., 2006), des méthode non conventionnelles, plus
rapides et automatisées ont récemment été utilisées, tels que |'extraction par fluide
supercritique(SFE), extraction par liquide sous pression (PLE), I'extraction assistée par
micro-ondes (MAE) et extraction assistée par ultrasons (UAE) (Aybaster et al., 2013).

VI1I1.1. Extraction solide-liquide

Dans les processus d’ extraction et de séparation de molécules spécifiques (molécules actives)
présentes dans un milieu solide, |'opération fait souvent appel, d’'un point de vue
technologique, a la diffusion au sein du solide d’un fluide (liquide) porteur, dit solvant
d’ extraction; I'extraction se présente ainsi comme une interaction solide — liquide. Cependant,
le solvant, capable de « mettre en solution » un ou plusieurs composants solides, cristallises
ou liquides, déenommé soluté (Mafart et Béiard, 1993), génere une solution ou un extrait
(solvant+soluté).

Le transfert de ces molécules actives recherchées, vers le milieu extérieur a lieu gréce a une
diffusion ayant pour éément moteur le gradient de concentration en soluté entre la solution au
voisinage intime de la phase solide (plus concentrée) et la phase liquide. A la fin de
I’ opération, le solide épuisé, appelé résidu, inerte ou insoluble, contient trés peu ou pas de
soluté. En regle générale, c’'est la solution qui constitue la phase noble, maisil se peut que ¢ca
soit le résidu solide insoluble qui présente la vraie valeur économique (Bimbenet, Duquenoy
et al., 1993).

Les solvants utilisés dans ces procédés de séparation des produits végétaux sont généralement
I‘eau, les alcools, les solvants organiques et/ou chlorés, etc. Les opérations d’ extraction
solide-liquide regroupent plusieurs méthodes différentes consistant toutes a faire interagir le
solvant sur le matériau solide afin de dissoudre ses composants solubles :

La percolation, la décoction, I’infusion, lamacération, ladigestion, et I’éution.

VII1.2. Mécanisme d’ extraction
L’ extraction solide/liquide est réalisée par contact entre le solide et le solvant. Au cours de
I’ extraction, la concentration du soluté dans le solide varie sans interruption, ce qui explique
un éat non stationnaire de transfert de matiere. Une série de processus successifs a lieu
traduisant |’ interaction entre le solide contenant initialement le soluté, et le solvant effectuant
la séparation; ces processus concernent :

e Ladiffusion du solvant au sein de lamatrice solide,

e Ladissolution du soluté dans le solvant,

e Ladiffusion du soluté dissous dans le solvant de la matrice solide vers la surface,
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Le transfert par convection ou diffusion du soluté contenu dans la solution prés du solide vers
la masse restante du solvant (Leybros et Frémeaux, 1990; Binbenet, Duquenoy et al.,
1993).

VII11.3. Facteursinfluencant |’ extraction

VII1.3.1. Tailledes particules

Plusieurs études ont montre |’ effet de I’ étape de broyage sur les opérations d’ extraction. Le
broyage du solide permet d'intensifier les phénomenes de transfert du solvant a travers
I"augmentation de la surface spécifique (surface d’ échange entre le solvant et e solide) mais
également la réduction de la distance de pénétration dans le matéridl.

De plus grands rendements d'extraction de composés phénoliques et d'anthocyanes ont été
observeés avec la diminution de la taille des particules de tournesol (Gao et Mazza, 1996) ;
(Pifferi et Vaccari, 1983) ou des résidus de pression de jus de cassis (Landbo et Meyer,
2001).

VII11.3.2. La nature du solvant

Un solvant est, par définition, une substance qui a le pouvoir de former avec d autres
substances une solution homogéne (Gerin, 2002). Un solvant d’extraction est choisi en
fonction de:

e Ses propriétés physiques : densité, viscosité, point d’ ébullition, chaleur spécifique, etc.
déterminant les conditions de I'épuisement, vitesse d écoulement et de filtration,
conditions de distillation et de concentration, pertes par volatilisation, ... (Vigneron,
1954),

e Lanature des principes a dissoudre,

e  Ses caractéristiques économiques et son prix de revient.

Le solvant doit étre sélectif, posséder une grande capacité de dissolution, une température
d’ ébullition peu élevée, une faible viscosité et étre, si possible, non toxique, ininflammable, et
non explosif.

V111.3.3. Pouvoir de solubilisation
Le pouvoir de solubilisation d'un solvant est rattaché a ses caractéristiques moléculaires,
définissant notamment sa polarité et son hydrophile, utilisées en tant qu’indicateurs de
I’ affinité chimique. Les caractéristiques de polarité et d hydrophilie sont notamment réveél ées
par :

e Laprésence de groupes fonctionnels dissociant,

e Lepotentiel deliaison hydrogene et la faculté de mise en commun d’ électrons,
L’ affinité eau/solvant conditionne la diffusion dans les tissus riches en eau intertitielle et
dans les cellules ou I'eau libre est abondante. En outre, la solubilisation peut atteindre le
milieu interstitiel qui participe a I’intégrité des tissus. Cette action prime sur les facteurs
intervenant sur le pouvoir extractant, notamment a travers la diffusion en relation avec les
propriétés physiques du solvant. Par sa qualité déstructurante, elle a pour incidence d’ assurer
la diffusion du solvant dans les tissus végétaux indicateur de I’ affinité vis-a-vis de |’ eau, une
forte polarité se traduit soit par une action directe du solvant sur les constituants polaires du
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contenu cellulaire, soit par une solubilisation de certains de ces constituants ou encore par une
rupture des interactions (Cu, Perineau et al., 1989).
VII1.3.4. Température
Dans la plupart des cas, les gammes élevées de température sont favorables au rendement
d extraction, en effet :

e La chaeur facilite I'extraction en perméabilisant les parois cellulaires par

dénaturation,
e La gamme des hautes températures usuelles, augmente la solubilité des matiéres a
extraire, ele augmente les coefficients de diffusion,

Enfin, éle diminue la viscosité des solvants d’ extraction, ce qui facilite non seulement le
passage du solvant a travers la masse de substrat solide, mais aussi les opérations ultérieures
de séparation.
Toutefois, la limite supérieure de la température est imposée par le point d ébullition du
solvant, par les risques de : dégradation thermique du soluté, risques d’ extraire des composes
nuisibles (L eybros et Frémeaux, 1990; Binbenet, Duquenoy et al., 1993).
VI111.3.5. Tempsd’extraction
Les quantités de substances extraites sont fonction du temps de séour du matériel au sein du
solvant (temps nécessaire a la pénétration du solvant al’intérieur des vacuoles, dissolution du
compose etc.) Généralement, une éévation de la température traduisant |’ agitation
moléculaire permet de diminuer les temps de contact et ce, sans diminution notable du
rendement. A titre indicatif, une méthode comme la macération dure environ 8 a 10 jours, par
contre des méthodes comme la décoction ne nécessitent que des temps de contact rapides de
I’ ordre d’ une dizaine de minutes (Groubert, 1984).
VI111.3.6. Degréd’agitation
L’ agitation mécanique des particules dans le solvant, qui permet leur maintien en suspension
et I’homogénéisation du milieu, a un effet toujours favorable sur |’ opération. Dans le cas de
I’extraction aqueuse, I’ agitation permet de réduire la résistance au transfert de solutés au
niveau de |'interface solide liquide (couche limite) et d’augmenter le coefficient de transfert.
Si I'agitation est maintenue durant une longue période, elle va favoriser les chocs entre les
différentes particules et permet ainsi |’ éclatement de certaines cellules qui vont libérer leur
contenu cellulaire dans le milieu (Dibert 1989; L eybros et Frémeaux, 1990).
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| . Dosage des composés phénoliques
|.1. Préparation des extraits
Une masse de 0,2g de grignons d' olive sont homogénéisees avec 10 ml du solvant
d extraction (éthanol pure, éthanol 50% et éthanol 80%) ; apres agitation a 15min, les
mélanges sont centrifugés a 5000 rpm/20min. une deuxiéme extraction est effectuée en
répétant la méme opération. Les surnageant obtenus sont combinés et lavés avec
I” hexane, puis conservés au réfrigérateur.
|.2. Déter mination des composés phénoliques
1.2.1. Composes phénoliques totaux
Les composés phénoliques totaux ont été déterminés en appliquant la méthode décrite
par Kahkonen et al. (1999) avec quelque modification, utilisant le réactif Folin-
Ciocalteu et I'acide gallique comme standard. Un volume de 200 pL d extrait est
mélangé avec 1ml du réactif de folin-ciocalteu. Le mélange est agité pendant 3
minutes puis additionné de 800 pL de carbonate de sodium (7,5%).Aprées 30 minutes
d’incubation a I’ obscurité, I’ absorbance est mesurée a 760 nm. La concentration en
composés phénoliques totaux est estimée en mg équivalent d’ acide gallique par
kilogramme de grignon en se référant a une courbe d’ étalonnage (annexe 1, figure 1).
[.2.2. Ortho-diphénols
Lateneur en ortho-diphénols est estimée selon la méthode de Tovar et al. (2002). Un
volume de 500 pL d'extrait est additionné de 2 ml de molybdate de sodium (5%).
Apres agitation et incubation pendant 15 minutes, |’ absorbance est mesurée a 370nm.
La concentration des ortho-diphénols est exprimée en de mg équivalent d' acide
caféique par kilogramme de grignon par référence a une courbe d’ étalonnage (Annexe
I, figure 2).
|.2.3.Flavonoide
Un volume de 200 pL d extrait est mélangé avec 800 pL d eau distillée, 60 uL de
nitrite de sodium et 40 pL de chlorure d auminium. Aprés incubation pendant 5
minutes, le mélange est additionné de 40 pL d' hydroxyde de sodium (1M) et de 50 puL
d’eau distillée (Kim et al., 2003). L’ absorbance est mesurée a 510 nm et la teneur en
flavonoides est exprimée en mg équivalent de catéchine par kilogramme de grignon en
seréférant a une courbe d' étalonnage (annexe I, figure 3).
[1. Activité antioxydante
I1.1. Pouvoir réducteur
Ce test mesure la capacité d'un antioxydant & réduire le fer ferrique (Fe*) en fer
ferreux (Fe™) en présence d un antioxydant qui a le pouvoir de céder des délectons,
Ceci se traduit par le virage de la couleur de ferricyanure de potassium vers une
couleur bleu verte dont I'intensité dépend du pouvoir réducteur de |’ antioxydant
(Chou et al., 2003).
Le pouvoir réducteur est estime par la méthode de Gulgin et al. (2002): Un volume
de375 pL d extrait est mélangé avec 375 pL de tampon phosphate (0,2M, pH 6,6) et
375 pL de ferricyanure de potassium (1%). Apres incubation a 50°C/20 min, un
volume de 375 pL d acide trichloracétique (10%) est additionné au mélange. Apres
5min d’incubation, 300 uL de chlorure ferrigue (0,1%) sont gjoutés et I’ absorbance est
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mesurée a 700 nm. Le pouvoir réducteur des extraits est exprimé en mg équivaent
d’ acide ascorbique/kg des grignons d' olive par référence a une courbe d’ étalonnage.
[1.2.Inhibition de peroxyde d’ hydrogene

La capacité des extraits de grignons d'olive a piéger le peroxyde d hydrogene est
mesurée selon la méthode rapportée par Atmani et al. (2009).Un volume de 150uL
d’extrait est gouté a 1 ml d'une solution de peroxyde d’hydrogene et 1,35 ml de
tampon phosphate (0,1 M ; pH 7,4). Un blanc a é&é préparé suivant les mémes
conditions en remplacant I’ extrait par le solvant d’ extraction (éthanol). L’ absorbance
des échantillons est mesurée & 230 nm apres une incubation pendant 20 min. Le
pouvoir antioxydant est exprimeé en % d’inhibition du peroxyde d’ hydrogéne selon la
formule suivante :

Pour centage d’inhibition (%) = [(At — Ae) / At] x100

Oou;
At: Absorbance du témoin ;
Ae: Absorbance de |’ échantillon.

I1.3. Déermination del’activité anti radicalaire

La méhode au DPPHe (1,1-di-phenyl-2-picrylhydrazyl radical) est utilisée pour
déterminer la capacité des extraits a céder des protons et/ou des éectrons afin de
neutraliser les radicaux DPPH'. Sous la forme radicalaire, le radical DPPH" absorbe a
515nm (Williams et al., 1995).

DPPH + AHe ____ DPPH + Ae
L’ activité anti-radicalaire des échantillons de grignons d'olives est évaluée
selon la méthode de L esage-M eessen et al. (2001). Un volume de 100 pl d’ extrait est
additionné de 900 pl de la solution DPPH. Le mélange agité est incubé a I’ obscurité
pendant 30min et |I'absorbance est mesurée a 517 nm. La réduction des radicaux
DPPH’ impligue une baisse de |’ absorbance. Le pouvoir antioxydant est exprimé en
pourcentage de I’ activité anti-radicalaire selon laformule suivante :

Activité anti-radicalaire (%) = [(At — Ae) / At] x100

Oou;
At: Absorbance du témoin ;
Ae: Absorbance de |’ échantillon.

|1.4. Pouvoir chélateur du fer

Le pouvoir chélateur des différents extraits a été évalué selon la méthode décrite par
Li et al. (2007). La ferrozine, composeé stable, forme avec les ions Fe2+ libres un
complexe ferrozine-Fe**de couleur violette intense. Une diminution de I’ absorbance
du complexeFe*-ferrozine indique la présence d’ antioxydants chélateurs. Un volume
de 250 pL d’extraitest additionné de 50 uLL de FeClyet 800 puL d’eau distillée. Apres 5
min d’incubation, un volume de 50uL de ferrozine (5 mM) est ajouté, puis le mélange
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est agité et enfin incubé 10 min. La mesure de I’ absorbance du complexe ferrozine-
Fe2+ est mesurée a 562 nm. L’ effet séquestrant des extraits de grignons d’ olives vis-a
visdu fer est exprimeé en pourcentage selon |’ équation suivante :

_ i Abs témoin—Abs extrait
Pouvoir chélateur (%) = — x100
Abs temoin

[11. Activité antimicrobienne

L’ évaluation de I’ activité antimicrobienne a été réalisée par la méthode de diffusion
en puits.

[11.1. Les souches microbiennes

Quatre souches ont été sdectionnées en fonction de leur pouvoir pathogene pour
I’homme afin de d’évaluer I’ activité antibactérienne des extraits de grignons d olive

(tableau V1),

Tableau VI : Les souches microbiennes testées.
Souche Type
SARM GRAM+
B.SUBTILIS GRAM+
E.COLI GRAM-
S.TYPHI GRAM-

[11.2. Préparation du milieu de culture

Muller-Hinton : Le milieu de culture approprié a cette éude est le milieu Muller-
Hinton, préparé comme suit : Dissoudre (54,5) g de la gélose Muller-Hinton dans un
litre d’ eau distillée. Faire bouillir avec agitation jusqu'a dissolution compl éte, répartir
en flacons puis auto-claver pendant 20 minute a 121°C et finalement couler le milieu
dans les boites de Pétri.

I11.3. Préparation del’inoculum

L es souches bactériennes sont ensemencées dans la gélose nutritive et incubées a 37C°
pendant 24 h, pour optimiser leur croissance. On racle a I’aide d’ une anse de platine
guelques colonies bien isolées et identiques de chacune des souches bactériennes a
tester (10+7 UFC/mI). Décharger |’ anse dans 5 ml d’ eau physiol ogique.

[11.4. Diffusion en puits

L’ activité antimicrobienne des différents extraits a été étudiée pour chague souche
bactérienne. A partir d'une culture de 24h (10+7 UFC/ml). L’ ensemencement de
I"'inoculum est réalisé en surface du milieu Muller-Hinton préalablement coulé dans
des boites de Pétri, des puits ont é&é découpés a |’ aide de pipettes Pasteur (I’ extrémité
épaisse) ensuite 50ul d’extrait distribué dans chague puit. Les cultures sont incubées
dans des éuves a la température de 37°C pendant 24h et les auréoles d inhibition sont
mesurées par un pied a coulisse le diamétre des puits est noté dans le tableau des
résultats (Tableau VII).

V. Analyse statistique::
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Tous les résultats expérimentaux de cette étude représentent la moyenne de trois
essais. Ces résultats sont exprimés sous forme de moyenne técart-type (ET). Les
moyennes des échantillons ont éé comparées par analyse de variance ANOVA a
I’aide d'un logiciel Statistica 7.1. Le seuil de signification des résultats est pris a la
probabilité p <0,05.
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|. Effets du solvant d’extraction sur le teneur en composeés phénoliques et
I’ activité antioxydante des extraits de grignons d’ olive
I.1. Composés phénoliques

[.1.1. Composés phénoliques totaux (CPT)

L’ étude statistique montre que la teneur en composes phénoliques totaux des extraits
de grignons d’ olives est significativement (p<0,05) affectée par le type et la concentration du
solvant utilisé. Lateneur la plus élevée (195 g/Kg) a éé obtenue dans I’ extrait éthanolique a
50% (figure 8), alors que les teneurs les plus faibles ont été enregistrées dans les extraits
éthanoliques (21g/K Q).

300,00 - a
250,00 A
200,00 A
150,00 A

100,00 A

composés phénalique
(9/kg)

50,00 -

0,00 -
E pure E 80% E 50%

Figure 8. Effet du solvant d extraction sur lateneur en composés phénoliques totaux.

Les différentes | ettres (a-c) indiquent des différences significatives (test ANOVA, p < 0,05) entre les
solvants testés .E pure : éhanol pure, E50% : éthanol 50%, E80% : éthanol 80%.

L’ efficacité des solvants utilisés pour I’ extraction des composés phénoliques a partir
des grignons d'olives présente |’ordre décroissant suivant: éthanol 50% > éthanol 80%>
éthanol 100%.Cette observation confirme celle démontrée par Gomez-Cruz et al. (2020), sur
les grignons d'olives qui ont démontré que I’ é&hanol a 50% permet une meilleure extraction
des polyphénols totaux.

L es résultats obtenus montrent que plus les solvants sont dilués, plus les teneurs en composés

phénoliques sont éevées, confirmant ainsi les résultats obtenus par Vitali Cepo et al. (2017).
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Selon Mahmoudi et al. (2013). L’utilisation de I’eau en combinaison avec des solvants
organiques contribue a la création d’un milieu modérément polaire qui permet un meilleur

rendement d’ extraction des polyphénols.

[.1.2. Teneur en ortho-diphénols

De méme que les composés phénoliques, I étude statistiqgue montre que la teneur en
composés phénoliques totaux des extraits de grignons d’ olives est significativement (p<0,05)
affectée par le type et la concentration du solvant utilisé. La teneur la plus élevée (30g/Kg) a
été obtenue dans I’ extrait éthanolique a 50% (figure 9), alors que les teneurs les plus faibles

ont été enregistrées dans les extraits éhanoliques pure (12g/Kg).
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Figure 9: Effet du solvant d’ extraction sur lateneur en Ortho-diphénols.

Les différentes lettres (a-c) indiquent des différences significatives (test ANOVA, p < 0,05) entreles
solvants testés .E pure : éhanol pure, E50% : éhanol 50%, E80% : éthanol 80%.

Les résultats obtenus confirment ceux de I’ éude réalisée par De Bruno et al. (2018), sur les
grignons d'olives qui ont démontré que le mélange éthanol/eau augmente |’ efficacité

d’ extraction par apport a celle de |’ éthanol pure.

[.1.3. Teneur en Flavonoides

L’ éude statistique montre que la teneur en flavonoides des extraits de grignons
d'olives est significativement (p<0,05) affectée par le type et la concentration du solvant
utilisé. La teneur en flavonoides des échantillons analysés suit le méme que celui des

composeés phénoliques et ortho-diphénols.
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La teneur la plus élevée (6g/KQ) a été obtenue dans I’ extrait éthanolique a 50% (figure 10),

alors que lateneur laplus faible a été enregistrée avec I’ extrait é&hanoliques pure (2mg/Kg).
12 -
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flavonoides (g/kQg)

E pure E 80% E 50%

Figure 10: Effet du solvant d extraction sur lateneur enflavonoides.

Les différentes lettres (a-c) indiquent des différences significatives (test ANOVA, p < 0,05) entre les
solvants testés. E pures : éhanol pure, E50% : éthanol 50%, E80% : éthanol 80%.

L’ efficacité des solvants utilisés pour |’extraction des composés phénoliques a partir des
grignons d’ olives suit le méme ordre décroissant que celui des polyphénols et ortho-diphénols
suivant: éhanol 50% > éhanol 80% > éthanol pure.

Les résultats obtenus sont similaires a ceux de |’ étude réalisee par Gomez-Cruz et al. (2020),
sur les grignons d'olives qui ont démontré que |’éthanol a 50% permet une mellleure
extraction des flavonoides.

Par ailleurs, Mahmoudi et al. (2013), ont démontré que I’ éthanol et I’ acétone sont considérés
comme les meilleurs solvants d’extraction des flavonoides. D’ apres Joki¢ et al. (2010),
I’ extraction des composés bioactifs a partir des plantes au moyen de |’ éthanol et I’eau est
requise car ces solvants sont qualifiés de non polluants, moins chers et non toxiques par

rapport a d’ autres solvants comme le méthanol.

[.2. Activité antioxydante
|.2.1. Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur des extraits des grignons d olives testés présente des différences

significatives (p<0,05) (figure 11).
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Figure 11: Effet du solvant d’ extraction sur le pouvoir réducteur des extraits des grignons
d olives.

Les différentes lettres (a-c) indiquent des différences significatives (test ANOVA, p < 0,05) entre les
solvants testés. E pures : éhanol pure, E50% : éthanol 50%, E80% : éthanol 80%.

Les extraits éthanoliques a 50% exercent le meilleur pouvoir réducteur (265g/Kg,
contrairement aux extraits éhanoliques pure qui présentent le plus faible pouvoir réducteur
34g/Kg. D’autre part, les extraits éthanoliques a 80% exercent également un pouvoir
réducteur considérable.

Dans une étude menée sur les grignons d’ olives, Gomez-Cruzet al. (2020) ont démontré que
le pouvoir réducteur des extraits éhanoliques a 50% était plus éevé que celui des extraits

agueux.

[.2.2. Activité anti radicalaire

Les résultats de |’ activité anti-radicalaire des extraits analyses sont illustrés dans la figure
121’ efficacité d’un antioxydant peut étre définie comme sa capacité a fixer des radicaux
libres, donc a arréter |a propagation de la réaction en chaine. Afin d’ évauer cette efficacité, la
méthode au diphényl-picryl hydrazyl est utilisée. Le degré de décoloration indique le potentiel
piégeur des antioxydants présents dans | es extraits (M olyneux, 2004).

Dans la présente étude, il apparait que les extraits des grignons d'olives testés
possedent des capacités différentes a céder des atomes d hydrogene pour agir comme
antioxydants. L’ analyse statistique montre que les solvants utilisés présentent des différences
significatives (p<0,05). Aingi, les extraits éhanoliques a 50% présentent |la meilleure activité
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antiradicalaire avec un taux de 29 %, contrairement aux extraits éthanoliques pure qui
exercent I’ activité laplus faible (17%).
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Figure 12: Effet du solvant d’ extraction sur I’ activité anti radicalaires des extraits des
grignons d olives.

Les différentes lettres (a-c) indiquent des différences significatives (test ANOVA, p < 0,05) entre
les solvants testés .E pure : éthanol pure, E50% : éhanol 50%, E80% : éthanol 80%.

L’ efficacité des solvants utilisés pour la détermination de I’ activité antiradicalaire des extraits
des grignons d'olives présente |’ordre décroissant suivant: éthanol 50%> éthanol 80% >
éthanol pure. Les résultats obtenus sont similaires a ceux enregistrés par Gomez-Cruzet al.
(2020)qui ont constaté que |’ éthanol 50% est le solvant qui assure la meilleure efficacité
d extraction avec |le meilleur rendement d’ extraction.

Cette observation est similaire a celle de |’ étude réalisée par De Brunoet al. (2018),
sur les grignons d'olives qui ont démontré que le méange éthanol/eau augmente |’ efficacité
d’ extraction comparée a celle de I’ éthanol pure. Les différences constatées entre les solvants
utilisés pourraient étre expliquées par les polarités variables des antioxydants présents dans
chague extrait. En effet, la polarité du solvant peut affecter le transfert d’ atomes d’ hydrogene
(Jayaprakasha et Patil, 2007).

|.2.3. Piégeage de peroxyde d’ hydrogene

Le peroxyde d hydrogene est un produit non radicalaire, mais tres réactif et susceptible de

produire des radicaux hydroxyles tres réactifs (OHe) en présence du fer ferreux (Fet+2) par la
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réaction Fenton. Par conséquent, I'activité inhibitrice du peroxyde d’ hydrogene est une
méthode importante pour la détermination des caractéristiques antioxydantes.

Fer2 + H202 Fe+3 + OH- + OHs

Les résultats du taux d’inhibition du peroxyde d' hydrogéne des extraits étudiés sont illustrés
dans lafigure 13. L’ étude statistique a révélé des différences significatives (p<0,05) entre les

extraits analysés.
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Figure 13: Effet du solvant d’ extraction sur I’inhibition de peroxyde d’ hydrogéne des extraits
anal ysés.

Les différentes lettres (a-c) indiquent des différences significatives (test ANOVA, p < 0,05) entre les
solvants testés .E pure : éhanol pure, E50% : éthanol 50%, E80% : éthanol 80%.

D’ apres les résultats obtenus, les extraits éthanoliques a 50% présentent e pourcentage
d’inhibition le plus élevé(62 %), contrairement aux extraits éthanoliques pure qui exercent
I’activité la plus faible (48%).De méme, Les extraits éhanoliques a 80% exercent également

un pourcentage d’inhibition considérable.

1.2.4. Activité chélatrice
La ferrozine peut former un complexe avec les ions ferreux (Fe2* ). En présence d agents

chélateurs, laformation de ce complexe est inhibée.
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Dans la présente étude, il apparait que les extraits des grignons d' olives testés possedent des
activités chélatrices différentes (figure 14). L’éude statistiqgue a révélé des différences

significatives (p<0,05) entre |les extraits anal ysés.

80 -
a
70 - b
S
- 60 4
&
2 50 - c
5
S 40 -
[}
o
S 30 A
8
=1 20 T
o
-1
10 -
0 i T T
E pure E 80% E 50%

Figure 14: Activité chéatrice des extraits de grignon d’ olive anal ysés.

Les différentes lettres (a-c) indiquent des différences significatives (test ANOVA, p < 0,05) entre les
solvants testés. E pure : éhanol pure, E50% : éthanol 50%, E80% : éthanol 80%.

Parmi les solvants testés, |’ éthanol 50% est le plus efficace ; les extraits éthanoliques a 50%
présentent la meilleure activité chélatrice avec taux de 29%, contrairement aux extraits

éthanoliques qui exercent I activité la plus faible (17%).

II. Etude comparative des teneurs en antioxydants et activité antioxydante des extraits
degrignonsd’olive.

Les extraits du solvant éhanol 50 % ont été choisis pour comparer les teneurs en divers

antioxydants ainsi que I’ activité antioxydante des échantillons étudiés.

[1.1. Dosage des antioxydants
[1.1.1. Teneur en composés phénoliques

Les concentrations en composes phénoliques sont illustrées dans la figure
15.L’anadlyse statistique a révélé des différences significatives (p<0,05) de la teneur en

composés phénoliques des grignons d' olives analysés. L’ échantillonO3 renferme la teneur la

29




plus éevée en polyphénols totaux (401 g/kg), alors que les concentrations les plus faibles sont

enregistrées dans les échantillons E4 et E3par une moyenne de 73g/kg.
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Figure 15 : Teneur en composés phénoliques totaux des grignons d’ olives étudiés.

Les lettres minuscules (a>h) indiquent des différences significatives (test ANOVA, p< 0.05) entresles
extraits de grignons analysés. Les barres verticales représentent les écartes types.

Les teneurs en polyphénols enregistrées dans les échantillons des grignons d'olives
analysés sont supérieurs a celle enregistrée par Mouzaoui et al. (2015), qui ont mené une
étude sur les grignons d olive issus d'une huilerie traditionnelle et d’une huilerie moderne
dans larégion kabyle. La variabilité de la teneur en composés phénoliques totaux enregistrés
entre les différents échantillons est largement dépendante de plusieurs facteurs: cultivar,
degré de maturation (Boudhrioua et al., 2009), des conditions climatiques, géographiques
(Mylonaki et al., 2008),de I’ état physiologique et I’age de la plante (De Leonardis et al.,
2008)

[1.1.2.Teneur en Ortho-diphénols

Les ortho-diphénols présentent une classe importante des polyphénols. Comme
I"hydroxytyrosol, I'acide caféique et I'oleuropéine, qui sont considérés comme des
antioxydants les plus puissants, qui protégent I’ huile contre I’ oxydation et lui conférent une
meilleure stabilité lors de stockage (Haddam et al., 2014)
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L’analyse des teneurs en ortho-diphénols, exprimées en mg EC/kg des différents grignons
dolives étudiées. (figurel6), présente des différences significatives (p<0,05) entre les

différents échantillons étudi ées.
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Figure 16: Teneur en ortho-diphénols des grignons d’ olives étudi ées.

Les lettres minuscules (a>€) indiquent des différences significatives (test ANOVA, p< 0.05) entresles
extraits des grignons analysés. Les barres vertical es représentent |es écartes types.

De méme que pour les teneurs en polyphénols totaux, I'analyse statistique a révélé que
I’échantillon O3 présente la concentration la plus élevée en ortho-diphénols (49g/kg),
contrairement aux échantillons E3 et E4qui renferment les teneurs les plus faibles par une
moyenne de (12g/kg). En effet, plusieurs facteurs peuvent affecter la concentration des ortho-
diphénols. la variété, le stade de maturation des olives et les conditions de stockage et
d’extraction (Haddam et al., 2014).

[1.1.3. Teneur en flavonoides

Les flavonoides sont une classe appartenant a la famille des composeés phénoliques, la
teneur de ces composés corréle souvent avec celle de I'activité antioxydante, et par
conséguence, la stabilisation et neutralisation des radicaux libres (Rama Prabha et
Vasantha, 2011; Becerra-Herrera et al., 2018).Ces substances présentent également une
activité chélatrice des métaux tels que le cuivre et le fer, qui sont considérés comme
catal yseurs d’ oxydation lipidique (Puppo, 1992).
L'analyse des teneurs en flavonoides, exprimé en g/kg des différents extraits analysés

présente des différences significatives (p<0,05) (figure 17).
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Figure 17 : Teneur en flavonoides des grignons d’ olives étudiées.

Flavonoides (g/kg)

Les lettres minuscules (a>h) indiquent des différences significatives (test ANOVA, p< 0.05) entresles
extraits des grignons analysés. Les barres vertical es représentent |es écartes types.

D’ apres les résultats obtenus, |I'échantillon O3 présente la concentration la plus élevée en
flavonoides (13g/kg), alors que les échantillons E3 et E7montrent les teneurs les plus faibles
avec une moyenne (2g/kg).Les teneurs en flavonoides enregistrées pour les échantillons sont

inférieurs de celle des grignons d’ olives étudiés par Gomez-Cruz et al. (2020).

[1.2. Activité antioxydante

[1.2.1. Activité scavenger du radical DPPH" (activité antiradicalaire)

La méthode utilisant le radical DPPH est une méthode rapide simple pour I’ évaluation
de I’activité antioxydante (Brozin et al., 2008).Les pourcentages d'inhibition du radical
DPPH’ des extraits d échantillons étudiés, sont illustrés dans lafigure 18.

L’analyse statistique a montré des différences significatives (p<0,05) de I'activité anti-
radicalaire entre les extraits des grignons d'olives étudiés. D’ apres les résultats obtenus, les
échantillons O3 et E8 exercent une meilleure activité anti-radicalaire (52.5%), alors que les
échantillons E5, E1, E2 et E4 présentent les taux les plus faibles avec un taux moyen de 13% ;
ces résultats sont supérieurs a ceux obtenu par Gomez-Cruz et al. (2020) qui ont mené une

€étude sur les grignons d’ olives provenant d’ une variété espagnole.
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Figure 18 : Activité anti-radicalaire des grignons d’ olives étudiées.

Activité Anti-radicalaire (%)

Les lettres minuscules (a>g) indiquent des différences significatives (test ANOVA, p< 0.05) entres les
extraits des grignons analysés. Les barres vertical es représentent |es écartes types.

L’ activité anti-radicalaire enregistrée des échantillons analysés est inférieure a celle
enregistrée par De Bruno et al. (2018) qui ont mené une étude sur les grignons d'olives
provenant d'une variété italienne. Ces résultats confirment ceux de |’étude réaisée par
Sultana et al. (2007), qui ont démontré que I’ activité anti-radicalaire élevée est liée a la

concentration élevée en composés phénoliques et/ou leur degré d’ hydroxylation.

[1.2.2. Pouvoir réducteur

Le potentiel antioxydant des extraits est estimeé en utilisant la méthode de réduction au
ferricyanure de potassium. La présence d'agents réducteurs dans les extraits induit la
réduction desions ferriques (Fe3+) en ions ferreux (Fe2+).L’ analyse statistique a montré qu'’il
y a des différences significatives (p<0,05) de I’activité réductrice entre les échantillons
analysés (figure 19). La figure montre que tous les échantillons étudiés présentent des
capacités réductrices différentes dont, la capacité la plus importante est enregistrée dans
I’extrait de I’ échantillonO3 (463g/Kg), contrairement a |’ échantillon E6qui exerce la capacité
laplusfable (779 /Kg).
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Figure 19 : pouvoir réducteur des grignons d’ olives étudiées.

Les lettres minuscules (a>]) indiquent des différences significatives (test ANOVA, p< 0.05) entresles
extraits des grignons analysés. Les barres verticales représentent les écartes types.

D’ apres les résultats obtenus, les activités réductrices enregistrées sont supérieures a
celles trouvées par Gomez-Cruz et al. (2020).
Sdon Ghedabha et al. (2015). Les polyphénols jouent un réle trés important dans la
chélation des méaux de transition impliqués dans la réaction de Fenton (formation de

radicaux hydroxyles résultant de laréaction du fer avec peroxyde d’ hydrogéne).

11.2.3. Piégeage de per oxyde d’ hydrogene

Les résultats du taux d’'inhibition du peroxyde d’hydrogéne des extraits étudiés sont
illustrés dans la figure 20. L’ étude statistique a révélé des différences significatives (p<0,05)
de cette activité entre les extraits anal ysés.

D'aprées les résultats obtenus, chague échantillon testé présente un taux
d’inhibition spécifique dont la valeur la plus importante est enregistrée dans les extraits des
échantillons O3, O4, E1, E2 et E3 avec un taux d'inhibition moyen de 89%, alors que les
échantillons E6 et E4 présentent |es pourcentages les plus faibles (20%).

L’ é&ude menée par Wang et al. (2007), affirme que I’ effet inhibiteur de I’ espece H202
est attribué aux composes phénoliques qui sont responsables du transfert d’ électrons pour

neutraliser I’ H,0..
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Figure 20 : Inhibition de peroxyde d’ hydrogéne des grignons d’ olives étudiées.

Les lettres minuscules (a>f) indiquent des différences significatives (test ANOVA, p< 0.05) entresles
extraits des grignons analysés. Les barres vertical es représentent |es écartes types.

[1.2.4. Activité chéatrice
L’ anal yse statistique des résultats a révél é des différences significatives de I’ activité chél atrice
des échantillons étudiées (p<0,05)(figure 21).
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Figure 21 : Pouvoir chéateur du fer des grignons d’ olives étudiées.

Les lettres minuscules (a>€) indiquent des différences significatives (test ANOVA, p< 0.05) entresles
extraits des grignons analysés. Les barres vertical es représentent |es écartes types.
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D’ apreés les résultats, tous les échantillons présentent une activité chéatrice, dont la valeur la
plus importante est enregistrée dans les échantillons O3, 02, E2 et E3 avec un taux d’ activité
moyen de 67%, en revanche |’ échantillon O1 exerce I’ activité chélatrice la plus faible avec un
taux de 21%.

[11. Activité antimicrobienne

Les résultats de I’ activité antimicrobienne des échantillons de grignons d’ olives étudiés sont
illustrés dans le tableau ci-dessous.

Tableau VII : activité antimicrobienne des grignons d’ olives vis-a-vis des bactéries a Gram
positif et négatif.

Germes cibles Diametre des zones d’inhibition (mm)

Escherichia | SARM Salmonella Bacillus

Echentillons coli Typhi subtilis
Témoin 12 0 27 14

El - - 9 7

E2 - - - -
E3 8 16 7,5 6.5

E4 - - - -

E5 6,5 7 7 8

E6 7,5 15 8,5 8
E7 -- -- 6,5 20
ES - -- 14 7,5

O1 -- -- 9 7

02 -- -- -- --
o3 8 12 6 7,5

O4 - - - -

(--) : Absence de zones d’ inhibitions observées.
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D’ apres les résultats obtenus, il est clairement remarqué que le potentiel antibactérien varie en
fonction des germes cibles testés ainsi que des échantillons anal ysés.

En effet, les échantillons les plus actifs a |’ encontre de I’ ensembl e des bactéries étudiées sont
E3, E6, E7 et O3. L’ échantillon E3 a présenté un effet antagoniste important a |’ encontre du
Saphylococcusaureus résistant ala méticilline (SARM) avec diamétre d' inhibition de 16 mm,
suivi des échantillons E6 et O3 avec des valeurs de 15 mm et 12 mm, respectivement.

D’autre part, I’extrait E7 a présenté un antagoniste important vis-a-vis de la bactérie
Gram positif Bacillussubtillis enregistrant un diametre d’'inhibition estimé a 20 mm de
diamétre. Par ailleurs, la bactérie Gram négatif Salmonella Typhi a présenté une sensibilité
remarguabl e pour |’ échantillon E8 donnant un diamétre d' inhibition de 14 mm.

Toutefois, des effets antagonistes relativement moyens a faibles ont été obtenus pour
les échantillons E1, E5 et O1 al’ encontre de toutes les bactéries testées, alors qu aucun effet
antibactérien n’ a été enregistré pour les échantillons restants.

Des résultats similaires ont été rapportés par Moudache et al. (2020) sur les grignons
d’olives et les margines qui ont montré que les grignons d olives présentent une activité

antimicrobienne al’ encontre des bactéries a Gram positif et a Gram négatif.
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Conclusion

La présente étude a été consacrée a |I'évauation de I'effet de la concentration du
solvant (éthanol) sur I'efficacité dextraction des composés phénoliques (composés
phénolique totaux, flavonoides et ortho-diphénols), ainsi que I’ activité antioxydante par
différents tests (le pouvoir réducteur, I'inhibition de peroxyde d hydrogéne, I'activité
antiradicalaire et |’ activité chélatrice) de douze échantillons de grignons d’olive. Ce présent
travail est complété par |’ étude comparative des teneurs en substances bioactives analysées,
I’ activité antioxydante ainsi que la détermination de I’ activité antimicrobienne des extraits de
grignons d olives.

Les teneurs des grignons d'olives en différents antioxydants analyses ains que
I’ activité antioxydante varient significativement en fonction de la concentration du solvant
d extraction.

Les résultats indiquent que les extraits éthanoliques a 50% exercent qui renferme les teneurs
les plus élevées en divers composes bioactifs exercent I’ activité antioxydante maximale. Par
ailleurs les concentrations les plus faibles ont éé enregistrées dans les extraits éthanoliques
purs, d’ autre part I’ é&thanol a 80% présente également une efficacité d’ extraction considérable.

En ce qui concerne I’ étude comparative, les résultats obtenus varient significativement

entre les grignons analyses provenant des différents échantillons.
Parmi les grignons d olive analysés, les échantillons O3 renferment lateneur la plus élevée en
composés phénoliques, en flavonoides et en ortho-diphénols. De méme que pour |’ activité
antioxydante, ces extraits exercent la meilleure activité. Ce qui confirme le réle important de
telles substances dans I’ activité antioxydante.

Par ailleurs, les extraits de grignons d’ olives présentent une activité antimicrobienne
intéressante et trés efficace vis-avis de toutes les bactéries testées.

Les grignons d’ olive représentent une source considérable de substances bioactives et
exercent de multitudes propriétés biologiques pour cela, leur valorisation et utilisation dans
plusieurs domaines est plus que nécessaire d’ autant plus que ces effluents constituent une
menace environnementale.

Il serait souhaitable de compléter ce travail en exploitant cette ressource naturelle et en
envisageant leurs utilisations et cela par |'application de la biotechnologie dans le but de
produire des métabolites intéressant au domaine alimentaire, pharmaceutique et cosmétique,

et/ou comme conservateur naturel.
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Tableau Il : composition en acide gras d’une huile d’olive (Veillet, 2010)

Acide gras Formule brute Concentration(%)
Acide myristique Ci14:0 Tr

Aide palmitique Ci16:0 7,5-15.6
Acide palmitoléique C16 :1n-8 0.3-1.9
Acide margarique C17:0 <0,3
Acide margaroléique C17 :1n-8 <0,5
Acide stéarique Cc18:0 1,4-3,4
Acide oléique C18:1n-9 60,9-83,1
Acide vaccinique C18 :1n-7 0,7-3,6
Acide linoléique C18 :2n-6 4,5-16,1
Acide a-linolénique C18 :3n-3 0,4-1,2
Acide arachidonique C20:0 0,3-0,5
Acide gadoléique C20:1n-9 0,2-0,5
Acide béhénique C22:0 <0,2
Acide lingocérique C24:0 <0,1
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Figure 1 : courbe d’étalonnage des composés phénoliques totaux.

1,2

Asor bances (370nm)

0,2 0,4 0,6 0,8 1

Acide caféique (g/kg)

1,2

Figure 2 : courbe d’étalonnage des ortho-diphénols.
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Figure 3 : courbe d’étalonnage des flavonoides.
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Figure 4 : courbe d’étalonnage du pouvoir réducteur




Résume

La présente étude est consacrée a I’évaluation del’effet de la concentration du solvantsur
I’ extraction des composés phénoliques (composés phénoliques totaux, flavonoides et ortho-
diphénols), ains que I’ activité antioxydante en utilisant différents tests (pouvoir réducteur,
inhibition de peroxyde d’ hydrogéne, I activité antiradicalaire et |’ activité chéatrice) de douze
échantillons de grignons d’olives. L’activité antimicrobienne a été également évaluée pour
chague extrait. Les résultats obtenus montrent que les teneurs en composes phénoliques ainsi
gue I'activité antioxydante varient significativement en fonction de la concentration du
solvant ainsi |’ échantillon éudié. L’ éhanol 50% a montré la meilleure efficacité d’ extraction
des antioxydants analysés ainsi que |’ activité antioxydante. L’ échantillon codée 03 renferme
les teneurs les plus élevées en substances analysees, et exerce I'activité antioxydante
maximale. Ce travail confirme larichesse des grignons d’ olives en substances bioactives d’ ou
I"intérét de leur valorisation dans divers domaines.

Mot clés: grignon d’ olive, solvant, antioxydant, extraction, activité antioxydante.

Abstract

The aim of the presentstudyis the evaluation of the effect of concentration solvent (ethanol)
on the extraction of phenolic compounds (total phenolic compounds, flavonoids and ortho-
diphenols), as well as the antioxidantactivity by different tests (reducing power,
hydrogenperoxide inhibition and antiradicalactivity) of twelvesamplesderivedfromdifferent
olive pomacevarieties. This studyiscompleted by the determination of the
antimicrobialactivity for eachextract. The resultsobtainedshowedthat the phenolic compounds
contents as well as the antioxidantactivityvarysignificantlyaccording to the concentration
solvent and thus the studiedsample. The ethanol 50% present the better extraction
ofphenolicsand thus in antioxidantactivities. However, the sampleo3 contains the highest
concentration of phenolic compounds, flavonoidsand ortho-diphenols, andantioxidantactivity.
This workconfirms the interest of olive pomace as a richness in bioactive substances, for
thisreasontheirval orization in severafields, shouldbeencouraged.

Key words: olive pomace, solvent, antioxidants, extraction, biologicalactivity.
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