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Introduction

L'industrie oléicole, outre sa production principale d'huile d'olive vierge, génére deux
sous-produits. Le premier est un solide appelé les grignons, le second est un liquide appelé les
eaux de végétation ou les margines. Ces sous-produits, sont des éléments incontournables de
I'industrie oléicole et peuvent présenter un potentiel intéressant pour diverses utilisations et
valorisations, tant sur le plan économique que sur le plan environnemental (Madr, 2012).

La culture de I’olivier est une activité agricole importante en Algérie. Selon I’agence
Nationale de développement de I’investissement (ANDI, Algérie, 2017), 87 500 tonnes de
grignons d’olives sont produites chaque année.

Les grignons d'olives sont des effluents solides composés principalement de peaux, de
résidus de pulpe et de fragments de noyaux. Ils sont riches en cellulose, hémicellulose et
lignine, ce qui les classe comme des matieres lignocellulosiques (Vlyssides et al, 2004 ;
Putdn et al, 2005 ; Roig et al, 2006). Toutefois, cette composition différe en fonction de leur
¢tat : frais ou sec, le grignon frais renferme environ 25% d’eau et une certaine quantité d’huile
qui favorisent leur altération rapide, tandis que le grignon sec se caractérise par une plus
faible teneur en eau et en huile (sansoucy, 1985).

En plus de leur composition fibreuse, les grignons peuvent également contenir des
résidus d'huile dolive, des protéines et divers autres composes bioactifs, parmi lesquels
figurent les composés phénoliques a intérét notionnel (Putln et al, 2005 ; Roig et al, 2006 ;
Gautier et al, 2019). En effet, de nombreuses études ont confirmé le rdle indéniable de la
consommation des produits oléicoles dans la réduction du risque de cancers et de maladies
chroniques, en particulier les affections cardiovasculaires. Cette relation bénéfique est souvent
attribuée aux composés bioactifs spécifiques présents dans ces produits tels que I'oleuropéine,
I'nydroxytyrosol, les sécoiridoides, les lignanes, etc. Ces composés jouent un réle clé dans la
prévention de l'oxydation des molécules biologiques, contribuant ainsi a leur stabilité et a la
protection des cellules contre les dommages oxydatifs (Quiles et al, 2006, Ghazghazi et al,
2015 Ouedrhiri et al, 2017).

Par ailleurs, en plus de leur richesse en substances bioactives, les grignons sont une
bioressource naturelle dotées d’un potentiel microbiologique intéressant, particulierement les
microorganismes utilisant cette matiere pour la dégrader et/ou produire des métabolites a
intérét constituant ainsi une des voies les plus importantes pour la valorisation de ces matiéres
naturelles et participant ainsi a la lutte contre la pollution environnementale.

Par conséquent ’extraction de telles molécules a partir de ces matrices naturelles
constitue une étape cruciale, notamment en vue de leur valorisation. D’ou s’inscrit 1’objet de

la présente étude qui vise a déterminer les teneurs en diverses substances bioactives des

1
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grignons frais et sec, evaluer I’activité antioxydante des extraits obtenus et d’explorer
également leur potentiel biotechnologique quant a la production de certaines enzymes et
I’utilisation de ces matrices par des microorganismes a intérét.
Le présent document comprend deux parties principale :
> La premiére partie constitue une synthese des données bibliographiques sur les
produits et sous-produits oléicoles, principalement les grignons ;
» La deuxieme partie expérimentale décrit les méthodes adoptées pour les différentes

analyses, et les résultats ainsi que leur interprétation ;
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Synthese Bibliographique

I. Généralités sur ’olivier et I’huile d’olive

1.1. L’olivier

L'olivier est I'un des arbres les plus caractéristiques de la région méditerranéenne ; il a
une grande importance nutritionnelle, sociale, culturelle et économique sur les populations de
cette région ou il est largement distribué (Claridge et Walton, 1992). Le nom botanique de
I’olivier est Olea europaea Linné, Olea sativa Hoffsmeg et Link, il est classé dans 1’ordre
botanique des Oleales (Guignard et al, 2004). L’olivier est un arbre fruitier qui produit des
olives, ayant des feuilles vertes toute 1’année. Ses dimensions et sa forme varient selon les

conditions climatiques, 1’exposition, la fertilité du sol et la variété (Wanger, 1999).

1.2. L’olive
L’olive est une drupe ayant une composition dépendante de la variété, du sol et du climat.
Elle est de forme ovoide ou ellipsoide (Sotiroudis et al, 2003). L’olive comprend trois parties

: I’épicarpe, mésocarpe, regroupé sous la dénomination de péricarpe, et I’endocarpe (figurel)

Tige

Epiderme (cuticule)

"Mésocarpe

Graine Endocarpe

(Bianchi, 2003).

Figurel : Structure de I’olive (Garrido-Fernandez et al, 1997).

1.2.1. Epicarpe

11 s’agit de la couche externe de 1'olive qui représente environ 1 a 3% du poids total du
fruit. Cette partie est recouverte d'une couche de cire, qui représente entre 45 a 70% de sa
composition. Au stade avancé de son développement, la peau de l'olive est de couleur verte en
raison de I'accumulation de chlorophylle, puis elle évolue vers le jaune, le rose, le pourpre et
enfin le noir a maturité compléte (Garrido-Fernandez et al, 1997 ; Bianchi, 2003).

1.2.2. Le mésocarpe
Il constitue la partie comestible en combinaison avec la peau. Il représente environ 70 a

80% du fruit. Les cellules du mésocarpe peuvent varier en taille et en forme. Les principaux
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constituants sont 1’eau (70 a 75%) et 1’huile avec un taux de 15% dans les olives vertes et de

30% dans les olives noires mares (Bianchi, 2003 ; Kailis et Harris, 2007).

1.2.3. L’endocarpe

Cette partie constitue 18 a 22% du poids total du fruit. Elle est composée de cellules
plus petites que celles du mésocarpe. Les noyaux d'olives varient en forme et en taille, et leurs
caractéristiques de surface peuvent étre utilisées pour identifier les différentes variétés. La
teneur en huile du noyau est d'environ 22 a 27%, et cette huile présente une composition
chimique différente de celle de I'huile extraite de la pulpe de I'olive (Bianchi, 2003 ; Kailis et
Harris, 2007).

I1. L’oléiculture
I1.1. Oléiculture dans le monde

La surface totale consacrée a la culture de l'olivier séléeve a environ 11 millions
d'hectares, avec pres de 1,5 milliard d'oliviers plantés a travers le monde. La répartition de ces
plantations est la suivante : I'Union européenne recouvre 50% de cette superficie, I'Afrique du
Nord 25%, le Moyen-Orient 20%, tandis que le reste est réparti entre I'Amérique (Californie,
Chili, Argentine...), I'Australie et la Chine (AFIDOL, 2013). Au cours de la campagne
2022/2023, le bassin méditerranéen occidental fait face a des événements climatiques
exceptionnels, ou la canicule, la sécheresse mais aussi les inondations et les incendies ont eu
de fortes incidences sur la production oléicole de la plupart des pays producteurs. Selon les
estimations de I’UE, la production d’huile d’olive européenne a chuté a 1,7 Mt (2,3 Mt en

2021/2022) soit un retrait de 35 % par rapport a la campagne précédente.

Tableau I : principaux pays producteurs de I’huile d’olive (C.O.I, 2023).

Productions Estimations (t) Estimation (t)
Espagne 750 000 1300 000

Italie 220500 329 000

Méditerranée Tunisie 200 000 240 000

occidentale Maroc 156 000 200 000

Portugal 100 000 120 000

Algérie 30000 980 000

Grece 350 000 225000

Turquie 400 000 227 500

Méditerranee Syrie 125 000 105 500
orientale Jordanie 30 000 22 000
Liban 26 000 21500
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Ces incidences climatiques ont des conséquences moindres dans les pays situés a 1’est
de I’Europe, tels que la Gréce ou la Turquie qui annoncent des volumes conséquents, voire
une récolte record. Au cceur du bassin occidental, I’Espagne et 1’Italie estiment une baisse de
production respective de plus de 70 % et 40 %, tandis que le Portugal évalue ses pertes a 20
%. (Tableau I) (C.O.1, 2023). llIs produisent chaque année une moyenne de 5.000 tonnes

d'huile d'olive, ce qui génere 150.000 tonnes de déchets verts oléicoles.

11.2. Oléiculteur en Algérie

En Algérie, I’oléiculture joue un role économique, social et environnemental important.
Le verger oléicole national couvre une superficie de plus 450 mille hectares avec un nombre
d’olivier atteignant 6.200.000 arbres (Amrouni et al, 2020). La wilaya de Bejaia est une
région oléicole par excellence, elle est la principale zone de production oléicole en Algérie.
Son caractere montagneux et son climat méditerranéen ont fait d’elle une région pilote en
termes de production oléicole (Zaidi et al, 2021). L'oléiculture occupe une place importante
dans l'assiette fonciére agricole de la région, elle représente environ 44,6% de SAU (la
superficie agricole utile) et 83,98 % du potentiel arboricole (DSA, 2020).
En effet, la wilaya de Tizi Ouzou est également une région oléicole par excellence. Elle se
classe en 2°™ position a 1’échelle nationale et représente (Amrouni et al, 2020). Les autres
wilayas sont situées dans la région Est, a savoir Bourdj Bou Arréridj, Sétif et Jijel. En ce qui
concerne le reste des vergers oléicoles, ils sont principalement dédiés a la production d'olives
de table et se concentrent principalement dans trois autres wilayas, a savoir Tlemcen, Mascara
et Relizane (Lamani et Ilbert, 2016).

I11. Systéme d’extraction de I’huile d’olive
I11.1. Opérations préliminaires
111.1.1. Nettoyage et préparation des olives
Les premieres étapes du processus consistent a séparer les feuilles des olives, suivi
d'un lavage a I'eau froide- Une fois arrivées au moulin, les olives doivent étre broyées deés que

possible pour garantir une excellente qualité de I'nuile extraite (Seddiki et Tadjer, 2013).

111.1.2. Le broyage des olives
Le broyage des olives est la premiére étape essentielle pour libérer I'nuile des tissus
vegétaux. Son objectif est de déchiqueter les cellules de la pulpe, permettant ainsi aux

gouttelettes d'huile emprisonnées dans les vacuoles de se regrouper et de former des gouttes
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plus grandes. Cela facilite leur séparation des autres phases, liquides et solides, de la pulpe
d'olive. Le broyage est principalement réalisé a I'aide de broyeurs spécifiques (Inarejos et al,
2011).

111.1.3. Le malaxage

Apres broyage, la pate d'olive passe dans un malaxeur ou un processus de chauffage
est parfois appliqué, avec injection d'eau. Cette opération vise a homogenéiser la pate, en
assurant un mélange uniforme des composants et détacher les cellules lipidiques, facilitant
ainsi l'extraction de I'huile. Le chauffage et I'ajout d'eau dans certains cas visent également a
augmenter le pourcentage d'huile "libre", c'est-a-dire I'nuile qui peut étre facilement extraite.
Cela favorise, d'une part, la coalescence des gouttelettes d'huile, permettant leur fusion pour
former une phase continue d'huile, et d'autre part, la rupture de I'émulsion entre I'huile et I'eau
présentes dans la pate. Cette étape de malaxage est trés importante pour améliorer le
rendement de l'extraction d'huile d'olive (Ghanabari et al, 2012 ; Roger, 1974 ; Cuellar,
1990).

111.1.4. La séparation des phases
Les principales méthodes sont les suivantes

» Séparation des phases liquides-solides : Le broyage et le malaxage des olives
donnent naissance a une pate qui contient a la fois la matiere solide et des fluides. Les
éléments solides, appelés grignons, comprennent des débris de noyaux, d'épiderme, de
parois cellulaires...etc. La partie fluide de la pate est composée d'huile et d'eau de
végétation, connue sous le nom de margines.

» Séparation des phases liquide-liquide : La séparation entre la phase aqueuse et la
phase huileuse est généralement réalisee par décantation ou centrifugation. Cette
opération repose sur la différence de densité entre I'huile d'olive et lI'eau de végétation.
La centrifugation permet de séparer plus efficacement les deux phases en utilisant la

force centrifuge (Anonyme, 2000).

111.2. Procédés d’extraction d’huile d’olive
a. Procédé discontinu

La méthode d'extraction de I'huile d'olive se faisait exclusivement par pression, jusqu'a
I'émergence des méthodes modernes d'extraction par centrifugation. Le procédé classique de

pression utilisait des broyeurs pour le broyage des olives, suivi du malaxage sous des meules.
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Environ une demi-heure de traitement permet d'obtenir une pate composée de grignons et d'un
modt contenant I'huile et les margines. La séparation entre les phases solide et liquide se fait
par simple pression, tandis que la séparation de I'huile des margines s'effectue naturellement

par décantation (Ben Hassine et al, 2009).

b. Procédé continu

Le systéme continu est une innovation qui a révolutionné le processus d'extraction de
I'nuile d'olive grace a l'application de nouvelles technologies. Ce systéme moderne a remplacé
le pressage traditionnel et utilise des centrifugeuses horizontales appelées "Décanteurs”. Cette
avancée technologique a entrainé une amélioration significative du rendement et de la

productivité des huileries (Anonyme, 2000).

V. Grignon d’olive

Dans l'industrie oléicole, en plus de la production principale d'huile, deux principaux
résidus sont genéres: les margines, un sous-produit liquide, et les grignons d'olive, un sous-
produit solide. Chaque année, les pays producteurs d'huile d'olive génerent une quantité
importante de ces sous-produits. En moyenne, le traitement de 100 kg d'olives produit environ
20 kg d'huile, 30 a 40 kg de grognon d’olive (avec une teneur en eau de ’ordre 25%) mais

cela peut varier en fonction des systéemes d'extraction utilisés.

IV.1. Types de grignons

IV.1.1. Grignon brut : ce sont des résidus solides qui sont produits lors de la premiére
extraction de l'huile d'olive. Ces grignons contiennent une quantité significative d'huile
(Moussaoui, 2007).

IV.1.2. Le grignon épuisé : il est obtenu a partir du grignon brut, une fois que I'huile
résiduelle est extraite a l'aide de solvant. Le grignon épuisé se caractérise par une faible teneur

en matiere grasse et en eau (Moussaoui, 2007).

IV.1.3. Le grignon tamisé : il est obtenu par un processus de tamisage qui permet de séparer
partiellement les débris des noyaux concassés de la pulpe. Le grignon tamisé est qualifié de
"gras" s'il n'a pas subi d'extraction d'huile par solvant, tandis qu'il est "délipidé" et "dégraissé"

s'il a éte traité pour en retirer toute I'huile (Moussaoui, 2007).
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IV.2. Caractéristiques chimiques des grignons d’olives

Les grignons d'olive présentent des caractéristiques chimiques variables, qui
dépendent de plusieurs facteurs : la variété d'olive, le stade de maturité du fruit (Ferhat et al,
2014) et particulierement le processus d'extraction de I'huile, ou il a été rapporté par dans une
étude réalisée par Haroue et al. (2018), la composition chimique des grignons d'olive
provenant d'une huilerie traditionnelle et moderne. Parmi les principaux composants des
grignons d'olive : la cellulose, I'némicellulose et la lignine et des quantités importantes en
matieres grasses et en protéines (tableau Il) (Dermeche et al, 2013).

Tableau Il : Composition chimique des grignons d’olives (Haroune et al., 2018)

Parameétres Systeme Systéme continue

traditionnel | Systéme & 2 phase | Systéme a 3 phase
Ph 5,29 6,6 5,1-5,32
Lignine (g/Kg) 1947 - 426,3
Hémicelluloses (g/Kg) | 168,4 - 350,8
Cellulose (g/Kg) 114,9 - 193,6
Mercure (g/Kg) - <0,1 <0,1
Cadmium (mg/KQg) - <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 5111 800-1700
Potassium (mg/Kg) 11366,6 16020,2 28433,9

Les grignons d'olive sont donc des matériaux lignocellulosiques (Ducom et al, 2019).
Sur le plan minéral, les principaux élements présents dans les grignons d'olive sont le
potassium, le calcium et le sodium (Dermeche et al, 2013 ; Christoforou et Fkaides, 2016).
En ce qui concerne les métaux lourds, les concentrations dans les grignons d'olive sont
généralement tres faibles, voir négligeables. Les quantités de plomb, de cadmium, de chrome
et de mercure sont inférieurs a 1 mg/kg, ce qui indique une faible présence de ces métaux

lourds dans les grignons d'olive (Haroune et al, 2018).
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V. Composee phénoliques des grignons d’olives

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires présents dans les plantes. Ils
se référent a une vaste gamme de structures chimiques qui ont en commun un noyau
benzénique lié a un ou plusieurs groupements hydroxyles qui peuvent étre libres ou liés a
d'autres fonctions chimiques (Zigheb, 2015). Les grignons d'olives sont une source riche en
composés phénoliques, exergant une multitude d’activités biologiques. Parmi les composés
phénoliques abondants dans les grignons d'olive, on peut citer I'nydroxytyrosol, le tyrosol,
I'oleuropéine, l'acide caféique, I'acide benzoique et la rutine (Fernandez-Bolafios et al., 2002
; Silva et al.2006). D’aprés Aliakbarian et al. (2018), les polyphénols présents dans les
grignons d'olive peuvent étre classés en quatre classes principales : les phénols simples, tels
que le tyrosol et ses dérives, les acides cinnamiques, tels que l'acide p-coumarique et le
verbacoside, les flavonoides, tels que la rutine et I'apigénine, et les secroiridoides, tels que

I'oleuropéine et ses dériveés.

V.1. Les acides et les alcools phénoliques
La présence dacides phénoliques simples est rare, a I'exception notable de
I'nydroquinone, qui se trouve dans certains végétaux (Bruneton, 1993). Plusieurs acides
phénoliques dérivés de l'acide benzoique tels que les acides vanilliques, galliques,
protocatéchiques (Haslam et Lilley, 1988). Parmi les acides phénoliques présents dans les
grignons d'olive, I'acide gallique, l'acide vanillique, I'acide caféique et l'acide protocatéchique
(Cioffi et al. 2010).
Parmi les alcools phénoliques les plus abondants dans les grignons d'olives, le tyrosol
(4-hydroxyphényléthanol) et I'hydroxytyrosol (3,4-dihydroxyphényléthanol) (figure 2)
(Cioffi et al.,2010).

DH OH
H,CO o OH
O
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HO OH OH OH
OH OH
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Tyrosol Hydroxytyrosol

Figure 2 : structure de quelques acides et alcools phénoliques des grignons d’olive
(Rodriguez et al. 2016 ; Abbattista et al,2021).

V.2. Les flavonoides

Cette classe est représentée par plusieurs sous-classes telles que les flavones, flavonols,
anthocyanes et flavanones (Edenharder et Grinhage, 2003 ; Yao et al., 2004). Les
flavonoides les plus abondants dans les grignons d’olive sont la catéchine, la quercétine,

luteoline-7- glucoside (figure 2) (Abbattista et al., 2021).

Z ._-OH
2. il
HO/\/O"‘. O\ AR /.O-\_\v/,-»' XN OH
L UL
HO' l ‘OH '\I"" W
OH OH O
Lutéoline-7- glucoside (flavones) Lutéoline (flavones)
Figure 3 : Structures chimiques des principaux flavonoides des grignons d’olives (Abbattista et al,
2021).
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V.3. Les derivés sécoiridoides
Ce sont des composés glycosylés issus de métabolisme secondaire des terpenes (Soler,

2000). Les composés majoritaires présents dans les grignons d’olive sont 1’oleuropéine et le

niizhenide (figure 4) (Abbattista et al., 2021).
OH

OH

(b)
Figure 4 : Structure de I’oleuropéine (a) et niizhenide (b) (Abbattista et al., 2021)

V.4. Lignanes

Les lignanes sont des composés phénoliques présents dans de nombreuses plantes, y
compris les olives et leurs sous-produits. D’apres Abbattista et al. (2021); les lignanes, tels
que le pinorésinol et l'acétoxypinorésinol, sont les composés detectés dans les grignons d'olive
(figure 5).

OH
"
. ot —CH
Hoc—C
E: )1.‘-“

HO

R : H Pinoresinol R : OCOCH31-Acetoxypinorésinol

Figure 5 : structrure du pinorésinol et de I’acetoxypinorésinol (Anonyme, 2023)

V1. Activité antioxydante

Les composés phenoliques présents dans les olives, notamment les secoiridoides, ont la
capacité de réagir avec la plupart des especes réactives de l'oxygéne (ERO). Il a été démontré
que l'oleuropéine et ses dérives, tels que I'nydroxytyrosol et le tyrosol, exercent un pouvoir
anti-radicalaire puissant (Visioli et al., 2000). De telles substances ont la capacité de piéger
les espéces réactives de l'oxygeéne, telles que le peroxyde d'hydrogéne, I'anion superoxyde,
ainsi que les espéces réactives de l'azote, notamment le monoxyde d'azote (NO-) et le
peroxynitrite (ONOO-) (Salami et al., 1995 ; Visioli et al., 1998 ; Moreno, 2003).

11



Synthese Bibliographique

Les antioxydants primaires sont des molécules qui agissent en neutralisant les radicaux
lipidiques (L°, LO®, LOO®) par transfert d’un hydrogéne

Exemple : LOO° + AH = LOOH + A°®,

Ce groupe de composés nommeés anti-radicalaires comprend plusieurs substances, notamment,
les composés phénoliques : tels que les antioxydants de synthese (BHA, BHT, TBHQ,
gallates) et composés phénoliques végétaux (flavonoides, acides phénoliques,
diterpénoides...). Les antioxydants secondaires, ou préventifs agissent sur les facteurs
favorisant 1’oxydation : ils chélatent les ions métalliques (EDTA, acide citrique, certains
composés phénoliques, acide ascorbique...), ils désactivent 1’oxygéne singulet (B-caroténe)

(Berset, 2006 ; Brand-Willians,1995).

V1. Potentiel biotechnologique des grignons d’olives en vue de leur valorisation

En Algérie, une grande partie des grignons génerés est laissee sur place ou brdlée.
Ainsi, valoriser les sous-produits oléicoles représente une opportunité de générer des revenus
supplémentaires et d'améliorer la rentabilité des exploitations oléicole (Iboukhoulef, 2005).
En effet, les actinobactéries jouent un réle écologique important dans le recyclage des
substances dans le monde naturel en utilisant la matiere organique (Medouni et al, 2017).

Le phylum Actinobacteria est I'une des plus grandes unités taxonomiques parmi les
principales lignées reconnues (Ludwig et al., 2008). Ce sont des microorganismes
procaryotes filamenteux ramifiés a Gram positif, ayant un pourcentage de guanine et cytosine
élevé (supérieur a 55%) qui les differencie des autres bactéries (Goodfellow et al., 2012).

Bien que certaines especes d’actinobactéries sont pathogenes, la majorité d’entre elles
sont cependant tres utiles. Leur hétérogénéité métabolique assez exceptionnelle fait des
actinobactéries des producteurs potentiels de nombreuses molécules a propriétés tres diverses
et intéressantes dans les domaines médical, vétérinaire agronomique et industriel (Peczynska-
czock et Mordarski, 1988 ; Sanglier et al., 1993). Depuis la découverte de I’actinomycine
en 1940, plus de 20000 métabolites ont été obtenus a partir de ces bactéries (Barka et al.,
2015).
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I. Echantillonnage
Dans la présente étude, deux échantillons de grignon d’olive (frais et sec) ont été utilisés. Les
grignon d’olive ont été obtenus au niveau d’une huilerie localisée a Sidi Aich (Bejaia). Cette

huilerie est moderne et adopte un systéme d’extraction d’huile a deux phases.

I1. Détermination des parameétres physico-chimiques

11.1. Taux d’humidité

Cinq grammes de chaque échantillon ont été séchés a 1’étuve (105 + 2°C). Aprés un temps
écoulé de 24h, les échantillons retirés sont refroidis dans un dessiccateur puis pesés. Le taux

d’humidité est exprimé en pourcentage selon la formule suivante :

Humidité (%) = (Ma— Mb) x100/ (Ma — Mc)

Ou : Ma : la masse initiale du creuset contenant I'échantillon (g) ;
Mb : la masse finale du creuset contenant 1’échantillon (apres séchage) (g) ;

Mc : la masse du creuset vide (g)

11.2. Taux de cendres
Une masse de deux gramme de chaque échantillon a été séchée dans un four a moufle a
525°C/5h. Apres séchage, les échantillons sont refroidis dans un dessiccateur puis pesés. Le

taux de cendres est exprimé en pourcentage selon la formule suivante :

Cendre (%) = (P2 — P0) / (P1- PO) x100

Ou : PO : poids du creuset vide ;
P1 : poids du creuset + échantillon seche

P2 : poids du creuset + le résidu calciné.

I11. Extraction de la matiére grasse par soxhlet

L'extraction par la méthode au SOXHLET est une technique simple et efficace qui
permet de réaliser des cycles d'extraction répétés avec un solvant frais jusqu'a ce que le soluté
contenu dans la matiére premiere soit complétement épuisé. Le solvant condensé s'accumule
progressivement dans I'extracteur jusqu'a atteindre le sommet du tube-siphon. Cela entraine le
retour du solvant vers le ballon, entrainant avec lui les substances extraites de la matiere

premiére. L'extraction se poursuit de maniére continue jusqu'a ce que la matiére solide

13
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chargée dans la cartouche soit épuisée. Ce point d'épuisement est généralement atteint lorsque
le liquide entourant la cartouche devient clair, indiquant que la plupart des composés solubles
ont été extrait (Amrouche et Tsamda, 2020). La méthode a été adoptée en prélevant une
masse de dix gramme de grignon d’olive de chaque échantillon (frais, sec) qui est extraite en
utilisant un volume de 170ml d’éthanol pure, le temps d’extraction a duré cinq heures a

température 60°C.

V. Dosage des composés phénoliques

IV.1. Préparation des extraits

Une masse d’un gramme de grignon d’olive est homogénéisée avec 10ml d’éthanol & 50%.
Apres agitation, le mélange est centrifugé a 5000 rpm/5min.

IV.2. Composés phénoliques totaux

1V.2.1. Composés phénoliques totaux

La teneur en composés phénoliques est déterminée selon la méthode décrite Kahkdnen et al.
(1999) : un volume de 200ul dextrait a été additionné de 1000ul de réactif de Folin-
Ciocalteu. Apres agitation pendant 3 minutes, un volume de 800ul de carbonate sodium
(7,5%) est ajouté. Le mélange ainsi obtenu est incubé a 1’obscurité pendant 30 minutes.
L'absorbance a été mesurée a 725 nm. La teneur en composés phénoliques est exprimée en g
d'acide gallique par kg de grignon (g EAG/KgQ), en se référant a une courbe d'étalonnage

(figure 1, annexe).

1V.2.2. Ortho-diphénols

La teneur totale en ortho-diphénols est déterminée selon la méthode décrite par Bendini et al.
(2003) : un volume de 2 ml d'extrait est mélangé avec un volume de 0,5 ml de molybdate de
sodium (5%). Apres agitation puis incubation pendant 15 minutes, I'absorbance la solution a
été mesurée a une longueur d'onde de 370 nm. La quantité des ortho-diphénols est alors
exprimée en gramme équivalents d'acide caféique par kilogramme de grignon (g EAC/Kg), en

se référant a une courbe d'étalonnage (figure 2, annexe)

1VV.2.3. Flavonoides

La teneur en flavonoides est déterminée selon la méthode décrite par Kim et al. (2003) : un
volume de 200 pl d'extrait de grignons d'olive a été mélangé avec 800 pl d'eau distillée, puis
60 pl de nitrite de sodium et 60 pl de chlorure d’aluminium ont été ajoutés. Apreés incubation

pendant 5 minutes, I'absorbance est mesurée a une longueur d'onde de 510 nm. La teneur en
14
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flavonoides est exprimée en gramme équivalents de catéchine par Kg de grignon (g

EC/100Kg), en se référant a une courbe d’étalonnage (figure 3, annexe)

1V.2.4. Flavonols

La teneur en flavonols est déterminée selon la méthode rapportée par Kumaran et
Karunakaran (2007) : un volume de 0,5 ml du chlorure d’aluminium (2%) a été additionné
d’un volume de 0,75 ml d’acétate de sodium et 0,5 ml d’extrait. Apres incubation pendant 30
min a température ambiante, 1’absorbance est mesurée a 440 nm. La teneur en flavonols est
exprimée en gramme équivalent de quercétine par Kg de grignon (g EQ/Kg) par référence a

une courbe d’étalonnage (figure 4, annexe).

V. Activité antioxydante

V.1. Pouvoir réducteur

Ce test mesure la capacité d'un antioxydant a réduire le fer ferrique (Fe3+) en fer ferreux
(Fe2+), en présence d'antioxydants donneurs d’électrons, Il en résulte un changement de
couleur du ferricyanure de potassium qui vire au bleu-vert dont la force dépend du pouvoir
réducteur des antioxydants (Chou et al., 2003).

Le pouvoir réducteur des extraits de grignon est déterminé en suivant la méthode décrite par
Gulgin et al. (2002): Un volume de 375 pL d’extrait a été mélangé avec 375 pL de tampon
phosphate (0,2M, pH 6,6) et 375 uL de ferricyanure de potassium (1%). Aprés incubation a
50°C/20 min, un volume de 375 pL d’acide trichloracétique (10%) a été additionné au
mélange qui est incubé pendant 5min, puis, 300 uL de chlorure ferrique (0,1%) ont été ajoutés
et enfin I’abs est mesuré & 700 nm. Le pouvoir réducteur est exprimé en mg équivalent
d’acide ascorbique/kg des grignons d’olive par référence a une courbe d’étalonnage (Figure 5,

annexe).

V.2. Activité anti-radicalaire

La méthode au DPPHe (1,1-diphényl-2-picrylhydrazino) est utilisée pour déterminer la
capacité de l'extrait a générer des protons et/ou des électrons afin de neutraliser les radicaux
libres DPPHe. Sous sa forme radicalaire, le radical DPPHe absorbe a 515nm (Williams et al.,
1995).

DPPH + Ae L DPPH + AHe
L’activité anti-radicalaire des échantillons de grignons d’olives est évaluée selon la méthode
de Lesage-Meessen et al. (2001): Un volume de 100 pL d’extrait est additionné de 900 uL de
la solution DPPH. Le mélange agité est incubé a I’obscurité pendant 30min et I’absorbance est
15
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mesurée a 517 nm. La réduction des radicaux DPPHe implique une baisse de 1’absorbance. Le
pouvoir antioxydant est exprimé en pourcentage de 1’activité anti-radicalaire selon la formule

suivante :

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

Ou ; At : Absorbance du témoin ; Ae : Absorbance de 1’échantillon.

> 1C50
La concentration inhibitrice a 50 % (EC50), est la concentration de I'échantillon testé
nécessaire pour réduire 50% du radical DPPH. Les IC50 sont calculées graphiquement par les
régressions linéaires ou logarithmiques des pourcentages d'inhibition en fonction de

différentes concentrations de chacun des extraits testés (Scherer et Godoy, 2009).

V.3. Pouvoir chélateur du fer

Le pouvoir chélateur des extraits est évalué selon la méthode décrite par Liu et al. (2007). La
ferrozine, composé stable, forme avec les ions Fe?" libres un complexe ferrozine-Fe* de
couleur violette intense. Une diminution de 1’absorbance du complexe Fe?*-ferrozine indique
la présence d’antioxydants chélateurs. Un volume de 250 pL d’extrait est additionné de 50 pL
de FeClz et 800 puL d’eau distillée. Apres 5 min d’incubation, un volume de 50uL de ferrozine
(5 mM) a été ajoute, puis le mélange est agité et enfin incubé 10 min. L’absorbance du
complexe ferrozine- Fe2+ est mesurée a 562 nm. L’effet séquestrant des extraits de grignons

d’olives vis-a-vis du fer est exprimeé en pourcentage selon 1’équation suivante :

Capacité chélatrice (%) = [1-(Al- A2) /A0] x 100

Ou ; AO : Absorbance en absence d’extrait; Al : Absorbance en présence de I’extrait ;

A2 : Absorbance sans ferrozine.

V.4. Activité inhibitrice du peroxyde d’hydrogéne

La capacité des extraits de grignon a piéger le peroxyde d’hydrogeéne est déterminée selon la
méthode rapportée par Ruch et al. (1989) : un volume de 150 pl d'extrait a été additionné
d’un ml de la solution du peroxyde d’hydrogeéne (40 mM) et 1350 pl de la solution du tampon
(0,1 M, pH 7,4). Apres incubation pendant 10 min, I’absorbance est mesurée a 230 nm.

L’activité est exprimée en pourcentage d’inhibition qui est calculé selon la formule suivante :
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Taux d’inhibition (%) = [(At — Ae) /At] x 100

Ou At : Absorbance du témoin ; Ae : Absorbance de ’extrait.

V.5. Activité anti-radicalaire (contre le radical cationique ABTS®")

La méthode ABTS implique la création directe d'un chromophore de couleur bleue/verte en
mettant en réaction I'ABTS avec le persulfate de potassium (Re et al, 1999). Une quantité de
0,018g d’ABTS (7 m M) et 0,033g du persulfate de potassium (k2S20s) (2,45 m M) ont été
solubilisés dans un volume de 5ml d’eau distillée et incubés a I’obscurité pendant 12 a 16
heures. Puis, un volume de 160ul d’ABTS est additionné de 40ul de I’extrait. Aprés
incubation pendant 10 min, I’absorbance est mesurée a 734 nm.

V.6. Test de blanchissement du g-Caroténe

Dans ce test, nous évaluons la capacité antioxydante des extraits de grignon d’olive en
mesurant leur capacité a inhiber l'oxydation du -carotene par les produits de dégradation de
I'acide linoléique selon la méthode décrite par Velioglu et al. (1998). Une émulsion de B-
carotene/acide linoléique est préparée en dissolvant 0,12 mg de B-carotéene dans 1 ml de
chloroforme. Ensuite, 3 ml de cette solution sont mélangés avec 40 mg d'acide linoléique et
400 mg de Tween 20. Le chloroforme est ensuite évaporé sous vide a une température de
30°C a l'aide d'un évaporateur rotatif. Ensuite, 100 ml de peroxyde d'hydrogéene (30%) sont
ajoutés au mélange, qui est vigoureusement agité. Pour effectuer le test, 150 pl de I'émulsion
ainsi préparée sont mélangés avec 25 ul d'extrait de grignon d’olive. Le mélange est ensuite
incubé a une température de 50°C pendant une période de 2 heures. L'oxydation de I'émulsion
est suivie en mesurant l'absorbance a une longueur d'onde de 470 nm. L’activité antioxydante

est exprimeée en pourcentage d’inhibition :

Inhibition (%) = [(At — Ae) / At] x 100

Ou At : Absorbance du témoin ; Ae : Absorbance de I’extrait
V1. Mesure du potentiel microbiologique
Afin de les valoriser et de les exploiter le grignon d’olive a été utilisée comme substrat par

une souche d’actinobactérie pour produire des métabolite d’intérét.

VI.1. Matériel analytique

Le matériel utilisé dans cette étude est rapporté en annexe.
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V1.2. Matériel biologique

L’utilisation de grignon d’olive comme substrat par une souche d’actinobactérie pour
produire des métabolite d’intérét. La souche d’actinobactérie (S2) étudiée dans ce travail est
d’origine tellurique, elle a ét¢ isolée par Dr. Djinni en 2019 a partir d’un échantillon de sol

salin de la région de Bechar.

V1.3. Méthodes
V1.3.1. Repiquage de la souche

La souche S2 a été repiquée a partir d’une culture sur milieu solide conservée a 4°C,
sur le milieu Amidon Caséine Agar SCA (Kuster et Williams, 1964). Les boites de Petri sont
incubées a 28°C pendant 7 jours. La composition de ce milieu de culture est donnée en

annexe

V1.3.2. Mise en évidence du potentiel enzymatique de la souche

Les actinobactéries sont connues pour leur capacité a produire diverses enzymes
d'importance industrielle. Parmi ces enzymes, on retrouve les amylases, les protéases, les
lipases, les cellulases...etc (Passari et al., 2016 ; Salwan, 2018). Dans le but d’évaluer le

potentiel enzymatique de la souche, des tests sont réalisés.

a. Activite lipasique

Les lipases sont des enzymes qui possédent la capacité a rompre les liaisons esters
carboxyliques dans les graisses pour former des diglycérides, des monoglycérides, des acides
gras et du glycérol (Salwan et al, 2018). L’activité lipasique a été recherché sur un milieu
sierra additionné de tween 80 (a été remplacé par I’huile d’olive) (annexe), puis incubé
pendant pendant 7jours a 28°C. L’activité lipasique est révélée par ’apparition d’un halo clair

autour des colonies.

b. Activité cellulosique

Les cellulases sont des enzymes inductibles qui sont synthétisées par des micro-organismes
lorsqu'ils se developpent sur des substrats contenant de la cellulose (Gaur et al., 2015).
L’activité cellulosique a été recherchée sur une gélose a la cellulose (annexe). Aprés une
période d'incubation de 5 a 7 jours a 28°C, une solution de rouge de Congo est ajoutée a la
surface des boites de Pétri. L'activité cellulosique est révélée par l'apparition d'un halo clair

autour des colonies.
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Remarque : La lecture de l'activité cellulosique se fait aprés 15 minutes a partir du moment

ou le révélateur est ajouté.

V1.3. Condition de fermentation en milieu liquide
VI1.3.1. Test de viabilité de la souche en présence du substrat

La fermentation submergée pour la production d’enzymes a été réalisé sur milieu
MSM additionné de 3% de grignon d’olive (frais et sec). Apres melange, les flacons ont été
inoculés avec six cylindres d’agar provenant d’une culture de la souche préalablement
ensemencée sur milieu SCA et incubée pendant de 7 jours a 28°C. Sous agitation permanente
a 120 tours par minute. Un volume de 10 ml est prélevé quotidiennement pendant 10 jours
pour subir une centrifugation a 4000g pendant 10 min. Le surnageant de culture est utilisé
pour la mesure du pH alors que le culot est destiné pour I’évaluation de la croissance de la
souche a travers 1’estimation du poids sec ainsi que la mesure du pH apreés centrifugation a
4000g pendant 10min.
Le test de viabilité a été utilisé comme indicateur ou mesure de la quantité de biomasse
microbienne vivante en culture submergée. Il a été déterminé selon la méthode décrite par
Medouni et al (2017).

V1.3.2. Evaluation de I’activité enzymatique

L’activité lipolytique de la souche étudiée a été estimée selon Benhoula et al., (2023).
Le dosage enzymatique a été réalisé avec le surnageant de culture (extraits enzymatiques)
issus de la fermentation immergée. Les mélanges réactionnels contenaient 0,5 ml d'extraits
enzymatiques et 5 ml d'émulsion a 10 % (v/v) et de gomme a 10 % (p/v) sont dissous dans un
tampon phosphate 0,1 M (pH 7,0). Un agitateur orbital a 150 tr/min a été utilisé pour agiter la
combinaison enzyme-substrat pendant 30 min a 28°C. Puis un volume d’un ml
supplémentaire d'éthanol/acétone (1 :1, v/v) a été ajouté au mélange réactionnel pour arréter la
réaction. Le test & blanc a éeté réalisé en ajoutant de l'eau distillée a la place de l'extrait
enzymatique. Les acides gras libérés ont été titrés avec du NaOH 0,2 M en utilisant de la
phénolphtaléine comme indice de pH, le point final a été obtenu par l'apparition d'une
coloration rose.
VII. Analyse statistique
Tous les résultats expérimentaux de cette étude représentent la moyenne de trois essais. Ces
résultats sont exprimés sous forme de moyenne zécart-type (ET). Les moyennes des
échantillons ont été comparées par analyse de variance ANOVA (Statistica7.1). Le seuil de
signification des resultats est pris a la probabilite p <0,05.
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Résultats et discussion

I. Analyses physico-chimiques

I.1. Taux d’humidité

Les teneurs en eau des grignons d’olive analysées sont illustrées dans la figure ci-
dessous. L’analyse statistique n’a révélé aucune différence significative (p<0,05) entre les
deux grignons d’olive étudiés. Les résultats indiquent que les deux échantillons étudiés
renferment un taux moyen d’humidité moyen de 32 %. Il s’est avéré que le taux d’humidité de
I’échantillon frais ou sec est demeuré stable malgré le séchage naturel subit au cours de sa
conservation, ceci peut étre expliqué par les conditions climatiques notamment

I’humidification....

—Ho

M frais

Osec

taux d'humiditeé (%)

frais sec
grignon d'olive

Figure 6 : Taux d’humidité des grignons d’olive frais et sec analysés.

Les barres verticales représentent les écarts type, Les lettres minuscule indiquent des différences
significatives (p<0,05) entre les grignons d olive étudiées.

Les résultats sont inférieurs a ceux obtenus par Mouzaoui et al. (2014). Cette différence
peut étre expliquée par le systeme d’extraction utilisé ; en effet : le systéme a deux phases
implique I’utilisation d’une quantité d’eau plus importante par rapport au systéeme a trois
phase. Les grignons issus de systéme d’extraction a deux phases sont en mélange avec les

margines contrairement au systeme a trois phase qui sépare ces deux résidus.

I.2. Cendres

L’analyse statistique a révélé des différences significatives (p<0,05) entre les deux
grignons étudiés (figure 7). Les résultats montrent que le grignon d’olive frais est plus riche
en cendre (1,95%) que le grignon sec (1,72%). Le taux de cendres enregistré dans les

grignons d’olives analysés est supérieur a celui enregistré par Amirouche et Tsamda (2020)
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qui ont mené une étude sur les grignons d’olive issus d’une huilerie traditionnelle et d’une

huilerie moderne dans la région kabyle.
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Figure 7 : Taux de cendres des grignons d’olive frais et sec analysés.

Les barres verticales représentent les écarte types, les lettres minuscules indiquant les différences
significatives (p<0,05) entre les grignons des échantillons étudiés.

1.3. Détermination de la teneur en matiére grasse par soxhlet

L’analyse statistique a révélé une différence significative (p<0,05) entre les deux
grignons étudiés. Les résultats montrent que le grignon frais plus riche en matieres grasses
(17,74%) que le grignon sec (13,34%) (figure 8).
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Figure 8 : Teneur en matieres grasses des grignons frais et sec analysés.

Les barres verticales représentent les écarte types, les lettres minuscules indiquant les différences
significatives (p<0.05) entre les grignons des échantillons étudiés.
Le taux en matieres grasses enregistré dans les grignons d’olives analysés sont supérieurs a

ceux enregistrés par Amirouche et Tsamda (2020) qui ont mené une étude sur les grignons

d’olive issus d’une huilerie traditionnelle et d’une huilerie moderne dans la région kabyle.

21



Résultats et discussion

I1. Composés phénoliques
11.1. Composés phénoliques totaux

L’analyse statistique a révélé des différences significatives des teneurs en composés
phénoliques des grignons d’olives frais et sec analysés (P<0,05) (figure 9). Les résultats
indiquent que le grignon d’olive frais renferme la teneur en composes phénoliques la plus

¢levée (145 g EAG/kg), contrairement a I’extrait sec qui présente la concentration la plus
faible (90 g EAG/kgQ).

| frais

secC

compose phenoliques
(mgEAG/ml)

frais sec
grignon d'olive
Figure 9 : Teneurs en composés phénoliques totaux des grignons d’olive frais et seche
analyseés.

Les barres verticales représentent les écarte types, les lettres minuscules indiquant les différences
significatives (p<0,05) entre les grignons des échantillons étudiés.

La teneur en composés phénoliques notée dans les grignons d’olives analysés est
supérieure a celle enregistrée par Mouzaoui et al. (2015), qui ont mené a une étude sur les
grignons d’olive issus d’une huilerie traditionnelle et d’une huilerie moderne dans la région
kabyle. La variabilité de la concentration en polyphénol enregistrée est largement dépendante
de plusieurs facteurs : cultivar, degré de maturation (Boudhrioua et al. 2009), des conditions
climatiques, et géographiques (Mylonaki et al. 2008), de 1’état physiologique, 1’age de la
plante (Leonardis et al,2008) et de la méthode d’extraction d’huile adoptée.

Selon blaide et al. (2002), parmi les principaux facteurs responsables de la variation en
composés phénoliques : I’état de maturation des olives, et les conditions d’extraction de

I’huile d’olive.
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11.2. Flavonoides
L’analyse statistique des teneurs des grignons d’olives en flavonoides a révélé des

différences significatives (P<0,05) entre les échantillons frais et sec (figure 10). Les résultats
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indiquent que D’extrait frais renferme la teneur en flavonoides la plus ¢levée (80g EAC/kg)
contrairement a 1’extrait sec qui présente la concentration la plus faible (65g EAC/kg). Les
résultats notés sont supérieurs a ceux obtenus par Zebadi et al. (2018). Ces différences
peuvent s’expliquer par : les conditions climatiques, la période de récolte des olives et/ou le

cultivar (Criado et al ,2004., Vinha et al, Leouifoudi et al.,2015).
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Figure 10 : Teneur en flavonoides des grignons d’olive frais et sec analysés.

Les barres verticales représentent les écarte types, les lettres minuscules indiquant les différences
significatives (p<0,05) entre les grignons des échantillons étudiés.

11.3. Flavonols

L’analyse statistique a révélé des différences significatives de la teneur en flavonols
(p<0,05) entre les échantillons analysés (figure 11). Les résultats indiquent que 1’extrait frais
renferme la teneur en flavonols la plus élevée (95 g EQ/kg) contrairement a 1’extrait sec qui
présente la concentration la plus faible (62 g EQ/kg). Ces différences peuvent s’expliquer par
I’impact de plusieurs facteurs : cultivar, degré de maturation (Boudhrioua et al. 2009),
(Mylonaki al. 2008).Les teneurs en flavonols analyses supérieures a celle obtenue par
(Soufi, 2015).
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Figure 11 : Teneur en flavonols des grignons d’olive frais et sec analysés.

Les barres verticales représentent les écarte types, les lettres minuscules indiquant les différences
significatives (p<0,05) entre les grignons des échantillons étudiés.

11.4. Ortho-diphénols

L’analyse statistique a révelé des différences significatives de la teneur en ortho-

diphénols (p<0,05) entre les deux échantillons analysés (figure 12). Les resultats indiquent

que D’extrait frais renferme la teneur la plus élevée (96 g EAC/kg), contrairement a I’extrait

sec qui contient la concentration la plus faible (75 g EAC/Kkg). Les teneurs en ortho-diphénols

enregistrées sont supérieures a celles obtenues par Rubio et al. (2012). Ces différences des

concentrations peuvent étre due a plusieurs facteurs tel que :la période de récolte des olives

et/ou le cultivar (Criado et al, 2004).
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Figure 12 : Teneur en Ortho-diphénols des grignons d’olive frais et sec analysés.

Les barres verticales représentent les écarte types, les lettres minuscules indiquant les différences
significatives (p<0,05) entre les grignons des échantillons étudiés.

25



Résultats et discussion

I11. Activité antioxydante
I11.1. Pouvoir réducteur
L’analyse statistique n’a révélé aucune différence significative (p<0,05) entre les deux
grignons étudiés (figure 13). Les résultats indiquent que les extraits des deux grignons
analysés exercent un pouvoir réducteur moyen de 1779 EAA/Kg.
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Figure 13 : Pouvoir réducteur des grignons frais et sec analysés.

Les barres verticales représentent les écarte types, les lettres minuscules indiquant les différences
significatives (p<0,05) entre les grignons des échantillons étudiés.

Les valeurs du pouvoir réducteur enregistrées sont superieures a celles déterminées
par Gomez-Cruz et al. (2020). On remarque que les deux grignons d’olives analysés qui
renferment des teneurs semblables en composés phénoliques exercent des pouvoirs réducteurs
similaires, ceci peut étre expliqué par la présence d’autres donneurs d’électrons autres que les
composés phenoliques. Ceci concorde avec 1’observation notée par plusieurs auteurs
confirmant ainsi le réle de telles substances dans cette activité (Soufi et al, 2014 ; Ghedabha
et al. (2015)

111.2. Activité anti-radicalaire (contre le radical cationique ABTS *)

Les teneurs en ABTS des grignons d’olive analysée sont illustrés dans la figure 14.
L’analyse statistique a révélé des différences significatives de 1’activité antiradicalaire contre
le radical cationique ABTS' (p<0,05) entre les deux échantillons étudiés. Les résultats
indiquent que I’extrait frais présent le pourcentage le plus élevé (58%) contrairement a
I’extrait sec qui présente le taux le plus faible (38%). Cela signifie que I’extrait de grignon
d’olive frais est riche en antioxydant potentiellement efficaces contre ces radicaux ABTS+.

Ces résultats enregistrés sont supérieurs a ceux obtenus par Djeghim (2016).
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Figure 14 : Activité anti-radicalaire (contre ABTS*) de grignon d’olive frais et sec.

Les barres verticales représentent les écarte types, les lettres minuscules indiquant les différences
significatives (p<0,05) entre les grignons des échantillons étudiés.

111.3. Activité anti-radicalaire (contre le radical DPPH°®)

L’activité anti radicalaire des grignons d’olive analysées est illustrée dans la figure 15.
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Figure 15 : Activité anti radicalaire (DPPH®) des grignons d’olives frais et sec analysés.
Les barres verticales représentent les écarte types, les lettres minuscules indiquant les différences

significatives (p<0,05) entre les grignons des variétés étudiée.

L’analyse statistique a révélé des différences significatives de 1’activité anti-radicalaire
(DPPH®) (p<0,05) entre les deux échantillons étudiés. Le pourcentage d’inhibition est

compris entre 52% (grignon frais a une concentration de 0,021g/ml) a 70% (grignon frais a
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une concentration de 1g/ml) ; les valeurs enregistrées en activité anti radicalaire sont
supérieures a celle obtenue par Mlle Khial, (2017).

Plus la valeur de IC50 est faible, plus I’activité antioxydante a piéger ces radicaux
libres est élevée. L’extrait sec exerce le meilleur pouvoir réducteur avec une IC50 de
0,00199¢g/ml, cela signifie que I’extrait sec est plus efficace et pourrait contenir des
antioxydants tres puissants vis-a-vis de la neutralisation de tels radicaux. Cette variation peut
étre due a la composition des extraits en molécules antioxydantes spécifiques, Etant donné
I’importance de la structure chimique dans le mécanisme d’action des antioxydants peuvent

étre different au niveau structural qu’au niveau propriétés chimiques.

I11.4. Pouvoir chélateur du fer
La teneur en pouvoir chélateur du fer des grignons d’olive analysée sont illustrés dans
la figure 16. L’analyse statistique a révélé des différences significatives de 1’activité chélatrice

(p<0,05) des deux grignons analyseés.
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Figure 16: Teneur en pouvoir chélateur du fer des grignons des échantillons étudiés.

Les barres verticales représentent les écarte types, les lettres minuscules indiquant les différences
significatives (p<0,05) entre les grignons des échantillons étudiés.

Les résultats montrent que les extraits de grignon frais sont plus efficaces dans la
chélation du fer (20 %) que ceux du grignon sec qui présente le faible pourcentage (13%). Ces
valeurs sont inférieures a celles enregistrées par Zbadi (2018). Ces différences peuvent étre
due a plusieurs facteurs tel que : I’espéce de la plante, les conditions de sechage, la

composition chimique, les méthodes d’extraction appliquées.
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I11.5. Activité inhibitrice du peroxyde d’hydrogéne

Les teneurs en activité inhibitrice du peroxyde hydrogene des grignons d’olive analysée sont
illustrés dans la figure 17. L’analyse statistique a révélé des différences significatives du taux
d’inhibition du peroxyde hydrogeéne (p<0,05) entre les deux grignons analysés. Les résultats
montrent que le pourcentage d’inhibition de peroxyde hydrogene le plus élevées est enregistré
dans 1’échantillon frais (38%), contrairement a 1’échantillon sec qui présente le faible
pourcentage (22%).

m frais

Osec

frais sec
grignons d'olives

Inhibition de peroxyde dhydrogene

Figure 17 : Taux d’inhibition du peroxyde hydrogéne des grignons d’olives frais et sec.

Les barres verticales représentent les écarte types, les lettres minuscules indiquant les différences
significatives (p<0,05) entre les grignons des Echantillons étudiées.

Le pourcentage d’inhibition du peroxyde d’hydrogéne des grignons analysés est supérieur a
celui noté par Gulcin. (2010). L’effet variétal peut influencer cette activité et étre a 1’origine
des différences constatées entres les grignons frais et sec (Ucella., 2001). L’étude menée par
Wang et al. (2007), affirme que 1’effet inhibiteur de 1’espeéce H20; est attribué aux composés

phénoliques qui sont responsables du transfert d’électrons pour neutraliser I’espéce H20-.

111.6. Blanchissement de la B-caroténe

Les teneurs de la B- caroténe des grignons d’olives analysée sont illustrés dans la figure 18.

29



Résultats et discussion

120
~ 100 2 a
) i
B
&2 80
2
g 60 W frais
o
= Osec
s
"]
=
]
-

frais sec
grignons dolives

Figure 18 : Taux d’inhibition du B-caroténe des grignons frais et sec analysés.

Les barres verticales représentent les écarte types, les lettres minuscules indiquant les différences
significatives (p<0,05) entre les grignons des échantillons étudiés.

L’analyse statistique a révélé des différences significatives du taux d’inhibition du -
caroténe (p<0,05) des deux grignons étudiés. Les résultats montrent que les extraits des
grignons frais exercent un taux d’inhibition de 40%, contrairement a ceux des grignons secs
qui présentent le faible taux (32%).Cela signifie que les extraits frais sont plus riches en
antioxydant lipophiles efficaces dans I’inhibition de 1’oxydation de I’acide linoléique en
composés organiques volatiles et des hydroperoxydes dienes conjugués. Les taux enregistrés

sont supérieurs a ceux obtenus par Djeghim (2016).

IV. Relation activité antioxydante/teneurs en composés phénoliques

Le pouvoir réducteur des extraits présente de bonne corrélation linéaire positive avec
les teneurs en composes phénoliques (r=0,84), flavonoides (r=0,90), flavonols (r=0,70),
Ortho-diphénol(r=0.,8). Ceci concorde avec les résultats de plusieurs auteurs confirmant ainsi
le role de tels composés dans I’activité réductrice; cette derniere peut également impliquer
d’autres composés autres que les composés phénoliques (protéines, sucres...). L’activité anti
radicalaire des échantillons présente une corrélation positive parfaite avec les teneurs en
composés phénoliques (r=1), flavonoide (r=1), ortho-diphénols (r=1). Ceci confirme le role de
telles substances dans le piégeage des radicaux libre DPPH°.

L’activité inhibitrice du peroxyde hydrogéne présente une bonne corrélation positive
linaire avec les teneurs en composés phénoliques (r=097), flavonoides (r=0,92), flavonols

(r=0,97), ortho-diphénol(r=0,96). Ceci confirme 1’implication de ces derniers dans le piégeage
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de cette espéce non radicalaire.
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L’activité anti-radicalaire vis-a-vis du radical cationiqgue ABTS°" des extraits de
grignons présente de bonne corrélation linéaire positive avec les teneurs en composes
phénoliques (r=0,90) flavonoides (r=0,80), flavonols (r=0,98), ortho-diphénols (r=0,90). Ceci
confirme le réle de tels composes dans la neutralisation de cette espece (ABTS) (Annexe,

tableau I).

V. Mesure du potentiel microbiologique
V.1. Mise en évidence de I’activité enzymatique de la souche

Les actinobactéries sont capables de produire un grand nombre d’enzymes, d’une
valeur commerciale élevée (Zhou et al, 2000 ; Chakraborty et al, 2009 ; Avramenko et
Galynkin, 2010). Dans cette étude, la souche S2 a été testée pour son pouvoir d’hydrolyse

enzymatique a travers la recherche de cellulases et lipases.

V.1.1. Recherche des cellulases

D’apres les résultats obtenus et illustrés dans la figure 19, il y a formation d’une zone
claire relativement faible autour des colonies, donc la souche présente une activité
cellulosique. Comme il a été rapporté par Vinogradova et Kushnir, (2003), les
actinobactéries sont 1’une des communautés microbiennes importantes responsables de la
dégradation de la cellulose. Par ailleurs, ces résultats confirment le potentiel relatif de la
valorisation des grignons a travers sa dégradation par ces microorganismes afin de
transformer ces polysaccharides en sucres simples pouvant étre utilisés a des fins
agroalimentaires (substituants, ingrédient) et contribuer aussi a la dégradation biologique de

ces déchets et lutter par conséquent contre la pollution environnementale.
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Figure 19: Mise en évidence de I’activité cellulosique de la souche S2.

V.1.2. Recherche des lipases

L'activité lipasique a été recherchée en utilisant I’huile d’olive comme substrat. Une zone
opaque importante est formée autour des colonies indiquent son potentiel d’hydrolyse des
lipides (figure 20) (Li et al., 2015). A la lumiére des résultats obtenus, la souche S2 a présenté
une activité lipasique positive. Ceci témoigne de 1’éventuelle utilisation de ces matrices
naturelles afin de produire de telles enzymes trés utilisées dans le domaine alimentaire

contribuant ainsi a la valorisation de ces déchets

Figure 20 : Mise en évidence de Iactivité liasique de la souche S2.

Ce résultat démontre le potentiel enzymatique non négligeable des actinobactéries. En
effet, Benhoula et al. (2023) ont rapporté une activité lipasique non négligeable d’une souche

de Streptomyces SC1 isolée a partir des eaux usées des moulins d’huile d'olive.
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V.2. Viabilité de la souche en présence du substrat
Il s’est avéré a travers ce test que la souche S2 se développer efficacement en
fermentation submerges sur milieu MSM additionné de 3% de grignons d’olive frais et sec.

Une croissance mycélienne représentative a été observée apres 3 jours d'incubation a 28 °C
pour les deux types de grignon (figure 21).

Figure 21 : développement de la souche S2 en fermentation submerges.

En effet, la culture utilisant le grignon frais a permis d’obtenir une biomasse de 7,8
mg/L comparée a la culture en présence de grignon sec ou une biomasse estimée a 12,8 mg/L
a été obtenue. Ces résultats confirmant [’utilisation des grignons d’olives pour produire une

multitude de métabolites a intérét agroalimentaire produits par cette souche et participent en
parallele a leur traitement biologique.
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Conclusion

Le présent travail a été consacré a 1’étude comparative des teneurs en divers composés
bioactifs, notamment les composés phénoliques totaux, orthodiphénols, flavonols, et
flavonoides des grignons d’olive frais et sec, ainsi que 1’évaluation du pouvoir antioxydant de
leurs extraits par différents test (pouvoir réducteur, activité anti-radicalaire (DPPH° et
ABTS™), activité chélatrice, activité inhibitrice du peroxyde d’hydrogéne, test de
blanchissement du B-caroténe). Par ailleurs, le potentiel biotechnologique des grignons

étudiés a été investigué en vue de valoriser ces déchets oléicoles.

Les résultats obtenus indiquent que les teneurs en diverses substances phénoliques
quantifiées ainsi que l'activité antioxydante different significativement entre les grignons
d’olive frais et secs. Les extraits issus du grignon frais renferment les concentrations les plus
élevées en composes phénoliques totaux (145 g EAG/Kg), flavonoides (80g EAC/Kg),
flavonols (95 g EQ/kg) et en ortho-diphénols (96 g EAC/Kg), et exercent une activité
antioxydante plus importante, notamment un pouvoir réducteur estimé a 177g EAA/Kg , un
taux d’inhibition du radical ABTS de 58% une activité chélatrice de 20%, un taux d’inhibition
du peroxyde d’hydrogéne de 38%, un taux de blanchiment de -caroténe de 40%, et atteignant

un taux d’inhibition de radical DPPH® de 70% & une concentration de 1g/ml.

Par ailleurs, les résultats quant a I’étude du potentiel biotechnologique indiquent que la
souche S2 d’actinobactérie testée sur ces matrices oleicoles a démontré une forte activité
lipasique et cellulasique modérée pour les deux grignons d’olives (frais et sec), suggérant

qu'elle pourrait étre utilisée pour produire ces enzymes.

De plus, il a été démontré que la culture en utilisant le grignon frais a conduit a une
biomasse de 7,8 mg/L, tandis que la culture en présence de grignon sec a produit une
biomasse estimée a 12,8 mg/L. Ces résultats confirment que les grignons d'olives peuvent étre
utilisés comme substrat pour la production de divers métabolites d'intérét agroalimentaire par
la souche étudiée. Ceci rentre dans le cadre de la valorisation de ces grignons étudiés et vas
contribuer ainsi a leur traitement biologique, afin de réduire les probléemes de pollution

environnementale liées & la non utilisation de ces déchets oléicoles.

Enfin, cette étude ouvre des perspectives intéressantes quant a la détermination des
différents métabolites produits par la souche étudiée en utilisant ces grignons d'olives, et
d’explorer les différentes méthodes d’extraction des substances bioactives a partir de ces

déchets.
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Conclusion

II serait également intéressant d’élargir 1’échantillonnage sur I’ensemble des huileries
modernes et anciennes fonctionnant avec différents systémes d’extraction au niveau du
territoire national afin de mieux valoriser ces déchets et de promouvoir des approches
durables dans l'industrie alimentaire. Ces avancées contribueront a la gestion efficace de ces
déchets oléicoles.
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Figure 1 : courbe d’étalonnage des composes phénoliques totaux.

0,12
y =0,0009x .
01 R?=0,996 N
£
c
S 0,08 .
o
©
3 0,06 s
: .
(1]
2
2 0,04 e
Q2
<
0,02 .2
0 e
0 20 40 60 80 100 120 140
acide caféique (g/kg)

Figure 2 : courbe d’étalonnage des ortho-diphénols.
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Figure 4 : courbe d’étalonnage des flavonoles.
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Tableau I : relation activité antioxydante et teneur en composes phénoliques

Corrélation Coefficient de
corrélation (r)
Compose phénoliques —pouvoir réducteur 0.85
Flavonoides —pouvoir réducteur 0.90
Flavonols — pouvoir réducteur 0.70
Ortho-diphénol —pouvoir réducteur 0.88
Composes phénoliques —L’activité anti radicalaire 1
Flavonoides - L’activité anti radicalaire 1
Flavonols - L’activité anti radicalaire -1
ortho-diphénol - L’activité anti radicalaire 1
Composes phénoliques - L’inhibition de peroxydes d’hydrogéne 0.97
Flavonoides - L’inhibition de peroxydes d’hydrogeéne 0.92
Flavonols - L’inhibition de peroxydes d’hydrogéne 0.97
ortho-diphénols - L’inhibition de peroxydes d’hydrogene 0.96
L’inhibition de peroxydes d’hydrogene- L’activité anti radicalaire 1
Polyphénols — ABTS 0.90
Ortho-diphénols ABTS - 0.90
Flavonoides - ABTS 0.80
Flavonols - ABTS 0.98
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Matériel analytiques

M Plaque agitatrice

M Balance analytique
[l Etuve

M Autoclave

M Bain-mariell

PH meétre 1

Bec bunsen

M Anse de platine

M Boites de pétri

M Verrerie : béchers, éprouvettes, tube a essai et flacons
.

Pipettes pasteur

Composition des milieux de culture

. Milieu de culture

N Milieu SCA (Starch Casein Agar) (Kuster et Williams, 1964)

Amidon : 10g ; Caseéine : 0,3g, KNO3 : 2g ; K2HPO4 : 2g ; NaCl : 2g ; MgS04, 7H20
0,05g ; CaCO3: 0,029 ; FeSO4, 7TH20 : 0,019 ; Agar : 18g; H20d : 1000ml ; pH 7,2 +0,2.

1. Milieu pour les tests des activités enzymatiques

0 Gélose a la cellulose

Cellulose : 0,1g ; Na No3 : 0,029 ; K2 HPO4 : 0,02g ; Mg SO4 : 0,01g ; Extrait de levure
:0,01g; Agar : 3g; PH :7.

M Milieu de sierra additionné de tween 80

Peptone : 2g ; Na Cl :1g ; Ca CI2-H20 : 0,029 ; eau distillée : 200ml ;

Agar : 3,69 ; Tween 80 :2ml ; PH : 7,4.

1. Milieu de test de viabilité

M Milieu de fermentation liquide (Medouni et al 2017)

KH2 PO4 : 3¢/l ; K2 HPO4 : 6g/l ; (NH4)2 SO4 : 3g/l ; NaNO3 : 1,29 ;

Mg SO4-7H20 : 0,2 g/l ; Ca CL2 : 0,05 g/l ; Mn SO4-7H20 : 0,019/l ; Fe SO4-7H20 :
0,001g/l ; Extrait de levure : 0,05¢/l ; grignon d’olive : 3g; PH : 7,4.

L’ajustement du pH des milieux de culture s’effectue a 1’aide d’une solution de NaOH ou

d’une solution d’Hecl.
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IV.  Les colorant
d Solution aqueuse de Rouge Congo
Rouge de Congo : 0,59 ; eau distillée : 50ml.



Résume
L'industrie oléicole, outre sa production principale d'huile d'olive vierge, génére deux sous-

produits. Liquide appelé margines, et solide appelé les grignons. Ces derniers présentent une
composition diversifiée. Cette étude a été conduite afin de comparer les teneurs en divers
composés bioactifs ainsi que I’activité antioxydante des grignons d’olive frais et sec. Le
potentiel biotechnologique de ces déchets oléicoles a été également investigué. Les résultats
indiquent que les teneurs en diverses substances bioactives ainsi que l'activité antioxydante
différent significativement entre les grignons analyses. Des teneurs considérables en substances
phénoliques et une activité antioxydante plus importante sont enregistrées dans les extraits de
grignons d’olive frais. Par ailleurs, le potentiel biotechnologique de ces matrices en utilisant la
souche S2 a montré une forte activité lipasique et une activité cellulasique modérée, et une
biomasse plus élevée a été notée dans les grignons sec. Ceci confirme les perspectives diverses

de valorisation de ces matrices afin de produire une multitude de composés.

Mots clés : grignon d’olive, Extraction, activité antioxydante, potentiel biotechnologique.

Abstrct

The olive industry, in addition to its main production of virgin olive oil, generates two by-
products. A liquid called margines, and a solid called pomace. The latter have a diverse
composition. This study was conducted to compare the contents of various bioactive
compounds and the antioxidant activity of fresh and dried olive pomace. The biotechnological
potential of this olive waste was also investigated. The results indicate that the contents of
various bioactive substances and antioxidant activity differ significantly between the analyzed
olive pomace. Considerable levels of phenolic substances and higher antioxidant activity were
recorded in fresh olive pomace extracts. Furthermore, the biotechnological potential of these
matrices using the S2 strain showed high lipase activity and moderate cellulase activity, and a
higher biomass was noted in dry pomace. This confirms the diverse prospects for valorizing
these matrices to produce a multitude of compounds.

Key words: olive pomace, extraction, antioxidant activity, biotechnological potential.



