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Résumé

La production de l'huile d'olive génere des quantités considérables de margines, un
polluant puissant déversé dans la nature sans aucun traitement préalable mais qui pourrait étre
considéré comme une source potentielle de produits naturels de haute valeur additive, en raison
de leur teneur en composés phénoliques et d'autres antioxydants naturels. Le but de ce travail
était de tenter de valoriser ce co-produit par les ruminants. Ainsi, la stratégie proposée était de
distribuer les margines aux vaches laitieres en production. Cette valorisation a grande échelle a
nécessité deux étapes préalables: i) explorer la variabilité de composition chimigue des margines
issues de 2 procédés d’extraction de I’huile d’olive (centrifugation en 3-phases vs systéeme de
presse) et de 3 variétés d’olives (Azerradj, Chemlal, Sigoise) ; ii) estimer leur dégradation in
vitro par le microbiote du rumen en systeme batch.

A I’exception du pH, de la teneur en matiere séche ou matiére organique, il y avait une
différence significative de la teneur en cendre selon le procédé d'extraction et la variété d'olive.
La teneur en caroténoides était de 2,2 fois plus élevé avec 3-phases qu'avec le systéme de presse
alors que le contenu en tocophérol était comparable pour les deux parameétres retenus. Parmi les
composés phénoliques quantifiés, le tyrosol était le plus abondant alors que la concentration en
oleuropéine était trés variable. Les différences dans les concentrations de composés phénoliques
ont été plus prononcées entre les variétés d'olive qu'entre process.

La biodégradation anaérobie in vitro des margines révéle leur utilisation importante par
le microbiote du rumen. Comparativement au foin de vesce-avoine, les margines produisent une
faible quantité de gaz, en plus, leur fermentation in vitro génére un faible volume de méthane.
Ceci leur permet d’améliorer l'efficacité de la flore microbienne ruminale dans la production de
la biomasse et I'inhibition de la production du méthane, source majeure de perte d’énergie pour
I’animal. Ce résultat nous permet de recommander leur utilisation comme additif alimentaire
dans la ration des ruminants.

La distribution des margines dans la ration des vaches laitiéres nous a permis de définir
les conditions de présentation des margines aux ruminants (forme, adaptation, niveau d’apport)
et leur acceptabilité pour cet ingrédient. Nos résultats ont montré que le niveau de production
quantitatif (production laitiere) et la composition fine du lait (vitamine A, E et composés
phénoliques) ne semble pas étre impactés significativement. L’absence d’écarts significatifs
entre lots d’animaux est di au fait que les margine qui ont été distribuées aux vaches n’étaient
pas particulierement riches en micro-constituants, comparativement aux fourrages.

Mots clés : Composés phénoliques, caroténoides, tocophérols, margines, variétés d’olive,

procédés d’extraction, composition chimique, vache laitiere, fermentation ruminale.



Abstract

Olive oil production yields a considerable amount of wastewater, a powerful pollutant
that is currently discarded but could be considered as a potential source of valuable natural
products due to its content in phenolic compounds and other natural antioxidants. The aim of this
work was to valorize this by-product by ruminants. Thus, the proposed strategy was to distribute
olive mill wastewater (OMWW) to dairy cows in production. This large-scale recovery required
two prior steps: i) explore the variability in OMWW composition from Algerian olive oil mills
considering extraction processes (traditional discontinuous press vs 3-phases centrifugal system)
and olive varieties (Azerradj, Sigoise, Chemlal) and, ii) estimate its in vitro degradability in
presence of ruminale microbiota in batch systems. Whereas pH, dry or organic matter content
didn't vary, there was a significant difference in ash content according to extraction process and
olive variety. Carotenoid content was 2.2-fold higher with 3-phases than with press systems
whereas tocopherol content was not significantly different. Among the phenolic compounds
quantified, tyrosol was usually the most abundant whereas oleuropein concentrations were
highly variable. Differences in phenolic compound concentrations were more pronounced
between olive varieties than between processes.

The anaerobic biodegradation of OMWW reveals their extensive use by the rumen
microbiota. Compared to vetch hay oats, they produce a small amount of gas. In addition, in
vitro fermentation generates a low volume of methane. This allows OMWW to improve the
efficiency of ruminal microbial flora in the biomass production and inhibition of methane
production, a major source of energy loss for the animal. This result allows us to recommend
their use as a food additive in the diet of ruminants

The distribution of OMWW in the diet of dairy cows has allowed us to define the
conditions for presentation of OMWW to dairy cows (shape, adaptation, and intake level) and
their acceptability. Our results showed that the level of quantitative output (milk production) and
fine composition of milk (vitamin A, E and phenolic compounds) did not seem to be affected
significantly. The lack of significant differences between groups of animals is due to the fact that
the OMWW distributed to the cows were not particularly rich in micro-components compared to
forage.

Key words: Phenolic compounds, carotenoids, tocopherols, olive wastewater, olive variety,

olive milling, chemical composition, dairy cow, ruminal fermentation.
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Aujourd’hui, prés d’un milliard d’oliviers (Olea europaea L.) sont cultivés a travers le
monde sur presque tous les continents et ils occupent une superficie de 10 millions d’hectares.
Dans la région Méditerranéenne se trouvent 98% de la superficie cultivée et des arbres en
production (Wiesman, 2009). 11 existe plus de cent variétés d’oliviers, cultivées pour produire
des olives qui auront I'une des deux utilisations principales suivantes : la premiére est
I’utilisation en tant que fruit entier ou encore appelée "olives de table", la seconde est pour la
production d’huile d’olive. La production mondiale d’olives de table est d’environ un million de
tonnes soit 10 % de la récolte totale d’olives. La grande majorité des olives est donc destinée a la
fabrication de I’huile d’olive, dont la production a atteint un record de 3,1 millions de tonnes
pour la campagne 2011-2012, selon les estimations du Conseil Oléicole International (COI,
2012). La région Méditerranéenne a elle seule fournit 97% de la production totale mondiale.
Grace a ses vertus sanitaires et nutritionnelles, la consommation de I’huile d’olive n’a cessé
d’augmenter, avec une répercussion sur sa production qui s’est accrue de 40% a travers le monde
dans la derniére décennie (Dermeche et al., 2013).

L’ Algérie compte parmi les principaux pays producteurs de I’huile d’olive. L'oléiculture
est la premiére richesse arboricole du pays, elle constitue une source de subsistance pour
plusieurs familles. Selon les statistiques de I'Institut Technique des Arbres Fruitiers et de la
Vigne Algérien (ITAFV, non daté), l'oleiculture Algérienne a enregistré, entre 1999 et 2014, une
croissance de 130% en termes de superficie passant de 165.000 hectares a 380.000 ha, tandis que
la production d'huile d’olive est passée de 19.000 tonnes a 45.000 tonnes, avec des pics
atteignant 74.000 tonnes. L'entrée en production des nouvelles plantations (215.000 ha) devrait
hisser la production a 120.000 tonnes d'huile & I'norizon 2020. Quant & la production d'olives de
table, elle est passée de 80.000 tonnes sur la période 1990-1999 a 200.000 tonnes actuellement et
devrait atteindre 300.000 tonnes en 2020. En effet, des investissements ont été consentis dans le
cadre de plusieurs programmes nationaux pour la réhabilitation des oliveraies et la modernisation
de I'industriec oléicole. Paralléelement, les surfaces agricoles destinées a 1’oléiculture ont été
augmentées depuis la fin des années 90, permettant de ce fait, une forte augmentation de la
production (Mendil, 2009). A terme, cela devrait permettre de créer de nouveaux centres
d’activité économique dans des zones défavorisées du territoire (steppiques, sahariennes et sub-
sahariennes) et de réduire I’importation des autres huiles de table.

Typiquement, I'extraction de I'huile d'olive se déroule en trois étapes : (i) le broyage
des olives, ou les cellules du fruit éclatent ce qui permet la libération de I'huile ; (ii) le malaxage,
étape pendant laquelle la pate est mélangée lentement pour augmenter le rendement en huile, et ;

(iii) la séparation de I'huile, ou Tl'huile est extraite/séparée des sous-produits qui en résultent.

(1)
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Cette derniére étape peut étre effectuée selon l'un des procédés d'extraction suivants: i) le
systéme de presse ou de super presse, correspond a la production traditionnelle de 1’huile
d’olives selon un procédé discontinu, ii) le systeme de centrifugation a deux ou iii) trois phases,
qui sont les plus modemes. L'eau est ajoutée dans certaines de ces étapes pour améliorer le
rendement de ’extraction. Le mélange entre ’eau de végetation, naturellement contenu dans les
olives et I’eau ajoutée au cours du procedé est appelé "margine”. Seuls les systémes de presse ou
de centrifugation a 3-phases génerent des margines. Méme si ces deux processus sont moins
respectueux a I’environnement, ils sont encore largement en cours d'utilisation, en particulier
autour de la zone méditerranéenne ou ils induisent la production de grands volumes de margines,
estimés a 30 millions de m%/an (El-Abbassi et al., 2012a) pendant une trés courte période de
I'année allant de novembre a février.

Les margines sont considérées comme I’un des effluents les plus nocifs produits par les
industries agro-alimentaires (Cardinali et al., 2010) en raison de leur charge polluante et de leur
toxicité pour l'ensemble de I'écosysteme (plantes, microorganismes et organismes aquatiques et
aériens) due a leur pH acide, et leur richesse en matiére organique, en particulier en polyphénols
(El-Abbassi et al., 2012b ; Dermeche et al., 2013). 11 a été évalué qu’elles sont 200-400 fois plus
toxiques que les eaux usées municipales (Cossu et al., 1993). Par conséquent, 10 millions de m*
de cet effluent liquide correspondraient a une charge équivalente des eaux usées générées par
environ 20 millions de personnes (McNemara et al., 2008). Ainsi, le traitement et/ou la
valorisation des margines constitue un enjeu majeur des pays Méditerranéens.

De nombreuses pistes de détoxication ou de valorisation (physiques, chimiques et
biologiques ou leurs combinaisons) des margines ont été ou sont explorées actuellement visant a
rendre les margines moins toxiques ou plus faciles a traiter : adsorbant des rejets de I’industrie
textile (Meski et al., 2012), fongicide (Yangui et al., 2010), source d’amendement des sols
(Mechri et al., 2010), production de biogaz (Oz et Uzun, 2015), de composte (Aviani et al.,
2010) ou comme source d’énergie (Mann et al., 2010), de pectine (Aouidi et al., 2009) ou
d’antioxydants (Gerasopoulos et al., 2015). Ces méthodes sont toutefois limitées parce qu'elles
sont soit trop colteuses pour trouver une large application ou inefficaces pour répondre aux
normes strictes des effluents et pourraient générer d’énorme quantité de boues encore plus
difficile a gérer (Nassar et al., 2014). Une autre piste serait de les valoriser par distribution aux

animaux d’élevage, particulierement a des ruminants.
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A notre connaissance, trois essais dans ce sens ont été réalisés et leurs résultats diffusés. Dans le
premier cas, les margines ont été distribuées sous forme d’eau de boisson a des volailles (Fedeli
& Camurati, 1981) ce qui semble avoir permis de réduire les colts de production et la mortalité
des animaux. Dans le second cas, les margines ont été distribuées a des brebis de 18 mois
(jusqu’a 40 % de la matiere seche (MS) de la ration ; Gasa et al., 1991). Les résultats montrent
que I’ingestion volontaire de la MS n’a pas été affectée par le niveau d’inclusion des margines et
que celles-ci peuvent étre distribuées chez les animaux a I’entretien. Enfin, plus récemment,
distribuées pendant 3 mois a hauteur de 5 % dans I’alimentation de truites en croissance, les
margines ont entrainé une réduction de la croissance (probablement par un effet antinutritionnel
des polyphénols sur les protéines de la ration), une modification de la formule sanguine et une
augmentation des quantités de récepteurs aux cestrogenes ce qui pourrait indiquer une activité
phyto-cestrogénique de ces composés et avoir des conséquences sur la reproduction et les
fonctions sexuelles des animaux a long terme (Sicuro et al., 2010). Cependant, aucune anomalie
n’a alors pu étre détectée sur la physiologie et I’activité digestive. Néanmoins, le risque pourrait
bien étre nettement moins élevé chez les ruminants que chez d’autres espéces. En effet, il est
bien admis que les polyphénols peuvent subir des remaniements moléculaires lors de leur
passage dans le tube digestif, sous ’action des microorganismes. Chez les Monogastriques (dont
I’Homme), ces transformations interviennent au niveau du colon (Selma et al. 2009) ou seule
une fraction des polyphénols ingérés parvient, ceux-ci pouvant étre absorbés des I’intestin gréle.
Au contraire, chez les Ruminants, les biotransformations digestives (qui permettraient la
réduction voire la perte de la toxicité des polyphénols) sont beaucoup plus précoces dans le
tractus puisqu’elles sont localisées majoritairement dans le rumen ce qui rend la distribution des
margines dans la ration des ruminants envisageable.

De nombreuses études sont realisées pour évaluer les effets des composés biologiquement
actifs (dont les polyphénols) présents dans les huiles essentielles sur les fermentations ruminales
(Calsamiglia et al., 2007). A notre connaissance, seuls les travaux de Dickinson et al. (1988) ont
permis de bien décrypter la bioconversion de la formononétine en daidzéine (par déméthylation)
puis en équol (par réduction) par les microbes ruminaux et représentent une référence en la
matiére. Néanmoins, ces résultats obtenus pour des isoflavones ne peuvent pas étre généralisés
ou méme simplement extrapolés a d’autres polyphénols végétaux de structure chimique trés
différente comme les dérivés du tyrosol (hydroxytyrosol et oleuropéine), majoritaires dans les
margines d’olives. Le comportement digestif de ces derniers a été exploré chez ’'Homme par
Corona et al., (2006). Ainsi, I’oleuropéine est rapidement déglycosylée et convertie en tyrosol et

hydroxytyrosol dans I’estomac. Ces 2 composés sont absorbés tels quels par la paroi de I’intestin

(3]
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et transformés en dérivés O-méthylés, glucuronidés ou glutathionylés. Ces molécules et leurs
dérivés ont, chez les Monogastriques, des effets bénéfiques pour la santé, principalement dans le
cadre de la lutte contre le stress oxydant. Néanmoins, le devenir de ces composés dans le rumen
reste inconnu a I’heure actuelle et les résultats obtenus chez les monogastriques ne peuvent donc
pas s’appliquer directement a la vache laitiere, par exemple, puisqu’on ne sait pas si les
molécules qui résultent de leur biotransformation ruminale présentent la méme biodisponibilité
pour ’animal et les mémes propriétés biologiques. De plus, leur transfert a la glande mammaire
et leur sécrétion dans le lait pourraient étre possibles puisqu’il a été récemment décrit que la
composition des composés phénoliques présents dans le lait pouvait refléter la composition de la
ration des vaches (Besle et al., 2010). L’addition de margines dans la ration des vaches pourrait
modifier la composition en phénols du lait et par conséquent sa qualité nutritionnelle, soit par la
présence du tyrosol et de I’hydroxytyrosol s’ils sont capables de résister au séjour dans le rumen,
soit par la présence de certains de leurs dérivés résultant des bioconversions digestives d’une part

et/ou du métabolisme animal d’autre part (Corona et al., 2006).

Notre hypothése de travail est que les margines pourraient étre utilisées comme
supplément alimentaire qui apporterait aux vaches des composés phénoliques ou vitaminiques
permettant d’améliorer entre autre la valeur nutritionnelle du lait. Les facteurs régissant la
composition des margines sont mal caractérisés (Sicuro et al., 2010) bien qu’ils soient un
préalable a une valorisation a grande échelle. Ce travail avait pour objectifs :

1) D’estimer la variabilitté de composition des margines en fonction du procédé de
production oléicole et de la variété d’olives.

2) D’étudier la biodégradation anaérobie des margines et de leurs extraits phénoliques

bruts par le microbiote du rumen.

3) D’étudier la possibilité de distribuer des margines a des vaches laitieres.

Pour atteindre ces objectifs, nous avons mené dans une premiére partie une étude sur les
techniques de fabrication de I’huile d’olive, des méthodes les plus traditionnelles aux systemes
continus actuels afin de comprendre les mécanismes d’extraction et d’identifier les opérations
unitaires qui ont le plus d’influence sur la composition qualitative et quantitative des margines.
Nous avons aussi démontrée, a travers une synthése des données de la littérature, qu’il y a une
grande variabilité de la composition chimique des margines. A la fin de cette premiere partie,
nous avons décrits les différentes filieres de valorisation des margines en mettant ’accent sur

I’utilisation en alimentation animale, en passant par leurs impacts environnementaux.
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Dans une seconde partie, nous avons mis en place un protocole d’étude destiné a évaluer
la variabilité de composition des margines selon le procédé d’obtention de I’huile (presse ou
centrifugation a 3-phases). Pour cela, nous avons sélectionné une quinzaine d’unités de
production oléicoles réparties dans 4 wilayas de 1’est Algérien : Constantine, Guelma, Skikda et
Batna. Les conditions de production (variétés d’olives, temps et modes de conservation des
olives, des margines,...) ont été déterminées par voie d’enquéte a ’huilerie lors du prélévement.

La finalité de ce travail est la valorisation des margines de I’huile d’olives par distribution
aux Ruminants, capables d’en assimiler les polyphénols permettant ainsi leur détoxification. Les
margines ont été distribuées a des vaches laitieres en production en complément de rations a base
de fourrages classiquement distribués en Algérie, le foin de vesce-avoine. Les effets sur les
performances de production et la composition fine du lait (composés phénoliques mais aussi
caroténoides et vitamines A et E) ont été déterminés par comparaison a des vaches recevant la
méme ration fourrageére sans le supplément de margines.

Les concentrations des composés (vitaminiques et phénoliques) des margines et des laits sont
déterminées apres extraction et purification par des solvants organiques suivies des analyses par
chromatographie liquide ultra-haute performance (UPLC) pour les vitamines et chromatographie
liguide haute performance (HPLC) pour les composés phénoliques, couplées a des analyses
spectrométriques d’absorbance (détecteur a barrette de diodes) et de spectroscopie de masse
(MS).

En troisiéme partie, les résultats sont présentés et discutés en les comparant a ceux publiés

dans la littérature scientifique.

Enfin, dans la conclusion générale, nous tentons de mettre en avant les points importants

apportés par notre travail, ainsi que nos perspectives.
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. Généralités sur D’olivier

1.1. Origine de P’olivier

L'olivier est parmi les plus vieux arbres cultivés dans le monde (Liphschitz et al., 1991).
Les premiers vainqueurs des jeux olympiques au 7e siécle avant Jésus Christ se voyaient
couronnés de rameaux d’olivier et recevaient des jarres d’huile d’olive en récompense de leurs
performances. De tout temps I’olivier a été associé a des vertus telles que la sagesse, la paix, la
victoire, la richesse, la fertilité et la fidélité (Fiorino et Nizzi Griffi, 1992).

L'origine de l'olivier a été le sujet de plusieurs débats (Loukas et Krimbas, 1983). Bien
que des fossiles datant de la période tertiaire (il y a 1 million d'années) aient prouvé I’existence
d'un ancétre de l'olivier en Italie (Boskou, 1996), il parait certain que l'olivier existait depuis
5000 ans dans la région qui correspond a I’ancienne Perse et Mésopotamie, puis sa culture s’est
étendue dans le "croissant fertile”, aire englobant I'Egypte, la Syrie, la Palestine et la Phénicie
(Di Giovacchino et al., 2002).

L’histoire de I’olivier se confond avec celle des civilisations qui ont vu le jour autour du
bassin Méditerranéen (Rayan et Robards, 1998). C'est ainsi que l'on a retrouvé des fossiles de
feuilles d'olivier dans les gisements du Pliocéne de Mongardino (ltalie), des restes fossilisés dans
les couches du paléolithique supérieur en Afrique du Nord, des morceaux d'oléastres et des
noyaux dans les excavations de I'Enéolithique en Espagne (Bitonti et al., 2000).

En Algérie, la culture de l'olivier remonte a la plus haute antiquité. En effet, I'huile d'olive
faisait l'objet d'un commerce intense entre Algérie et Rome, durant I'époque romaine et
constituait l'une des bases essentielles des activités économiques des populations rurales. Des
historiens et géographes, tels que Polybe au I* siécle avant J.-C., Idrissi au X° siecle et Marmole
au XVI° siécle, décrivaient avec admiration les olivettes qui assuraient la prospérité de I'Algérie.
De nos jours nous rencontrons, dans certains coins reculés des hauts plateaux dénudés de toute
végetation pérenne, de nombreux vestiges de pressoirs d'olives datant de I'époque Romaine
(Alloum, 1987).

1.2. L’oléiculture en Algérie

L'oléiculture est la premiere richesse arboricole de I'Algérie. Elle constitue une source de
subsistance pour de nombreuses familles. L’oliveraie occupe 45% du verger arboricole total et
compte 32 millions d’arbres dont 80% sont destinés a la production d’huile d’olive (Mendil,
2009), estimée a 55.000-70.000 tonnes/an (Vossen, 2013).

[ 5]
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Tableau 1 : Orientations variétales de 1’olivier en Algérie (Loussert et Brousse 1978 ; COI, 2000 In Benrachou (2013) ; Mendil et Sebai, 2006).

Variétés Aire de culture Destination Rendement en Caractéristiques
huile (L/100kg
d’olives)
Aberkane Kabylie Table + Huile - -
Ascolana Ouest Table - Fertilité excellente et réguliére. Bonne rusticité de 1’arbre. Résiste au
froid.
Azerraj Petite Kabylie Table + Huile 24-28 Trés bon pollinisateur de Chemlal. Arbre rustique, résistant a la
sécheresse, gros fruit (5g), de forme allongeée.

Blanquette Originaire de Guelma, assez répandue Table + Huile 18-22 Tardive, vigueur moyenne, résistante au froid et moyennement a la

dans le Nord-est (Constantine, Skikda, sécheresse, fruit moyen de forme ovoide, multiplication par

Guelma) bouturage herbacé de 43.3%.
Bouchouk Intéressante pour la région de Bougaa Table + Huile - Intéressante pour la région de Bougaa.
la Fayette
Boukhenfas Centre-nord Huile - -
Bouricha, Collo-Oued El Kehir, Huile 18-22 Cultivée dans les régions a forte pluviométrie. Rustique, résistante au
Olive d’El d’El Harrouche, Skikda. froid et & la sécheresse, fruit de faible poids, de forme allongée.
Harrouche
Chemlal Kabylie, s’ettend du Mont-Zekkar a Huile 18-22 Huile trés appréciée, résiste en culture séche. Inconvénients:
Syn. Achemlal I’ouest aux Bibans a 1’est autostérile, floraison tardive. Fruit de poids faible (2g et %) de forme
allongée.
Coratina Centre et Est Huile - Variété italienne trés rigoureuse et trés productive.
Cornicabra Ouest Algérien (Oranie, Tlemcen) Table + Huile - Trés bon pollinisateur de Sigoise, originaire d’Espagne.
Dahbia ou Huile - Bonne résistance au froid.
Dabhia
Ferkani, Ferfane (Tébessa), diffusée dans la région Huile 28-32 Vigueur moyenne, résistante au froid et a la sécheresse, fruit moyen
Ferfane des Aures de forme allongée, taux d’enracinement de boutures herbacées de
52.30%, variété en extension en régions steppiques et présaharienne.

Frontoio, Centre et Est Huile - Variété italienne, bon pollinisateur de Chemlal.
Frantoiano, Facilité d’adaptation, excellente résistance au froid.
correglio, Razzo Olive de taille moyenne, allongée. Huile de grande qualité.
Hamma de Hamma, Constantine Table + huile 16-20 Meilleur variété de la région constantinoise
Constantine, pour la conservation, nécessite des irrigations.
Grosse de Précoce, rustique, résistante a la sécheresse,
Hamma, syn. trés gros fruit de forme allongée.
Quelb Ethour
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Le potentiel oléicole est concentré dans les régions montagneuses et se répartit
principalement dans trois régions : le Centre nord, principalement Tizi-ouzou, Bouira et Bejaia
avec 54,3 % de la surface totale, I’Est (Jijel, Guelma, Skikda, et Mila) avec 28,3 % et 1’Ouest qui
occupe a peine 17% (Tlemcen, Sig et Mascara). La plupart des oliveraies (80 %) est donc
cultivée sur des terrains accidentés et marginaux, peu fertiles et caractérisés par une pluviométrie
moyenne comprise entre 400 et 900 mm/an. Le reste (20 %) est situe dans les plaines
occidentales ou la pluviométrie moyenne annuelle est de 300-400 mm. A noter que les olives des
régions Centre et Est sont destinées a la production de I’huile, alors que celles de 1’Ouest sont

pour la conserverie.

La production d'huile d’olives est une activité traditionnelle en Algérie. L'activité compte
prés de 1650 huileries, dont seulement 165 huileries modernes (Vossen, 2013). Dans ce contexte,
I’Algérie vise a moderniser le secteur de ’huile d’olive afin d’améliorer la qualité et la quantité

du produit a travers plusieurs programmes nationaux.

1.3. Profil variétal de I’olivier en Algerie

D’aprés Hauville (1953) In Dominguez-Garcia et al. (2012), I’ Algérie dispose de 150
cultivars d’olives représentés majoritairement par des arbres vieux, cultivés localement et
utilisant des critéres locaux pour leur appellation. Ces critéres peuvent refléter des caracteres
morphologiques ou agronomiques, comme par exemple la période de maturation du fruit
(exemple "Chetoui"; maturation tardive d’hiver) ou leur site d’origine (exemple "Chemlal™ de
Kabylie). Dans une étude récente, basée sur des données morphologiques et agronomiques, ont
été reconnus seulement 36 cultivars (Mendil et Sebai, 2006 In Dominguez-Garcia et al., 2012).
Les principales variétés cultivées en Algeérie (locales et introduites) ainsi que leur répartition sont
données dans le tableau 1.
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Suite du tableau 1
Variétés Aire de culture et importance Destination Rendement en Caractéristiques
huile (1/100kg
d’olives)

Limli Originaire de Sidi-Aich, Dejaia, localisée Huile 20-24 Conseillée dans la région de jijel a Sidi-Aich.

sur les versants montagneux de la basse Précoce, peu tolérante au froid, résistante a la sécheresse ; petit fruit

vallée de la Soummam jusqu’au littoral. (29) de forme ovoide.
Longue de Originaire de Miliana (Centre), localisée Table +Huile 16-20 Précoce, sensible au froid et a la sécheresse,

Miliana dans ElI Khemis, Cherchel et le littoral de fruit moyen de forme ronde.
Tnes(Ouest)
Neb Djmel Sud Est Algérien Table + Huile - Variété des régions présaharienne
Picholine Ouest du pays Huile - Trés commune avec la Sigoise (méme caractere)
Marocaine
Ronde de Centre et Ouest Table +Huile - Tres localisée dans la région de Miliana
Miliana
Rougette Originaire de Jijel (Est) diffusé au nord Huile 18-22 Précoce, résistante au froid et a la sécheresse, fruit ovoide de faible
ou Roussette, Constantinois. poids, taux d’enracinement tres faible. Coexiste en mélange avec
syn. Hamra Blanquette.
Rougette de Plaine de Mitidja Huile 18-20 Rustique, fruit moyen de forme allongée, taux d’enracinement des
Mitidja boutures herbacées de 48,30%,
Sevillane ou Ouest (Plaine d’Oran) Table - Importée d’Espagne. Trés intéressante par le gros calibre des fruits
Gordale
Sigoise, olive de Ouest Algérien (Oranie, Tlemcen). Table + Huile Tres estimée pour la conservation et I’huilerie, rustique, peu résistante
Tellou 18-22 au froid. rendement élevé en huile, variété auto-fertile. Fruit assez
picholine gros (3-3,59), ovoide
Marocaine.
Souidi Valée d’Oued Arab, Chachar, Khenchla - 16-20 Variété tardive, résistante au froid et a la sécheresse, fruit moyen de
forme allongée, taux d’enracinement trés faible.

- Données non disponibles

NB : On représente dans ce tableau, seulement les variétés les plus importantes. Il existe plusieurs variétés. Cependant, une méme variété peut
avoir différentes dénominations suivant les régions (Loussert et Brousse 1998, In Benrachou, 2013).

(o]
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I1. Technologie de fabrication de I’huile d’olive

2.1. Synoptique de fabrication d’huile d’olives

L'huile d’olive est une huile obtenue a partir du fruit de I'olivier, a l'exclusion des huiles
obtenues par extraction avec des solvants, par des procédures de ré-estérification, ou par
n'importe quel mélange avec d'autres types d'huiles (Veillet, 2010). A la différence des autres
huiles végétales, I'huile d'olive ne requiert aucune étape de raffinage ni aucune transformation
chimique. Grace a cette simplicité procédurale, l'huile d'olive a pu étre fabriquée depuis
I’antiquité. La technique a subi de nombreuses évolutions au cours du temps qui peuvent étre
regroupées en deux grandes catégories : les évolutions relatives au broyage des olives et les
évolutions relatives a la séparation des différentes phases. Entre ces deux grandes étapes, la pate
d'olive est malaxée afin d'étre homogénéisée et de permettre la coalescence des gouttelettes
d'huile.

2.1.1. Opérations preliminaires

Lors de leur arrivée chez un moulinier, les olives sont pesées puis passent généralement
dans un systeme de laveuse-effeuilleuse qui va les nettoyer et permettre d’en retirer les impuretés
(terre, cailloux, feuilles...). Celles-ci peuvent d'une part, altérer les propriétés organoleptiques de

I’huile (couleur, odeur, gotit) et d’autre part, user les broyeurs métalliques.

2.1.2. Le broyage
Le broyage (ou trituration) des olives a pour but de détruire les cellules des olives afin
que celles-ci puissent ensuite libérer leur contenu. A ce stade du procédé, les olives sont réduites

en une pate plus ou moins homogéne qui devra étre malaxée.

2.1.3. Le malaxage

Outre le role d’homogénéisation de la pate, le malaxage permet la coalescence des
gouttes d’huile : les microgouttelettes d’huile qui viennent d’étre libérées de leurs lipovacuoles
cellulaires vont se regrouper afin de former des gouttes de plus grande taille qui seront plus

faciles a extraire de la pate.
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2.1.4. Séparation des phases
2.1.4.1. Séparation des phases liquides-solides
La pate malaxée va ensuite étre pressée ou centrifugée horizontalement afin de séparer les
phases solides et liquides. La phase solide contient les restes des noyaux ainsi que la peau et la
pulpe des olives dépourvue de son huile. Cette phase solide s‘appelle "grignons™ et constitue l'un

des deux principaux coproduits de la fabrication de I'huile d’olive.

2.1.4.2. Séparation des phases liquides-liquides
La phase liquide est un mélange d'eau et d'huile qu’il faut séparer. Cela se fait soit par
simple décantation gravitationnelle, soit par centrifugation. Dans les deux cas la phase aqueuse
appelée "margines” est séparée de l'huile et constitue le second coproduit de la fabrication de

I'huile d'olive.
2.2. Procédés d’extraction d’huiles d’olives

2.2.1. Procédés en discontinu ou systeme a presse

Le systeme de presse correspond a la production traditionnelle de 1’huile d’olives selon
un procédé discontinu. En effet, dans un premier temps, les olives sont broyées dans des moulins
équipés de meules de granite : le poids de la pierre et sa rotation sur les olives vont détruire les
olives et ainsi libérer le contenu cellulaire des drupes (figure 1a). Une péte est obtenue au bout
d’une demi-heure environ, composée de grignons et d’un mott contenant I’huile et les margines.
Elle est transférée ensuite dans des scourtins (disques en fibre coco ou de nylon) placés dans la
presse hydraulique qui va permettre la séparation des phases liquide ou solide (figure 1b). Alors
que les grignons demeurent dans les scourtins, la phase liquide est collectée dans une cuve a
decantation ou une centrifugeuse pour séparer la phase aqueuse (margines) et la phase organique
(huiles). Cette opération dure environ 45 minutes. Comme peu ou pas d’eau est ajoutée au cours
du procedé utilisant la presse, ces grignons sont dits “secs™ (figure 1c), par opposition aux
grignons humides obtenus par d’autres procédés.

Certaines huileries font appel a un cycle de double pression, aussi appelé "systeme super
presse”. Le procédé marche sans ajout d'eau. Les margines sont alors constituées principalement
des eaux de végétation, auxquelles s‘ajoutent les eaux de lavage. Ce procedé conduit aux

margines les plus concentrées.

[ 1)
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Figure 1 : Meule de granit a deux roues (a), presse hydraulique (b), scourtins contenant les grignons

secs a la sortie de la presse (c) (Veillet, 2010)

2.2.2. Procédés en continu ou systéme a centrifugation

Le progrés technologique a permis le développement de systemes automatisés et moins
fastidieux que les presses : il s’agit des centrifugeuses horizontales a 2 ou a 3 phases, aussi
improprement nommées décanteurs. Les centrifugeuses horizontales a 3 phases ont été les

premieres a étre développées.

2.2.2.1. Systéme d’extraction par centrifugation a trois phases

Il s'agit d'un systeme de type mouture/centrifugation a trois phases. Le broyage est réalisé
par des broyeurs mécaniques a marteaux, couteaux ou disques. Ces broyeurs, placés sur un axe
entrainé par un moteur électrique a une vitesse de 1000 a 3000 tours par minute, fonctionnent en
continu et la péate est alors obtenue instantanément. Les broyeurs métalliques ont tendance a
augmenter I’émulsion entre I'huile et 1’eau, par conséquent le temps de malaxage et/ou le
nombre de bacs de malaxage sont plus importants que pour les systémes a meule de granit.

Le malaxage se fait par rotation lente d’une vis sans fin qui va retourner continuellement
la pate. Le temps de malaxage varie en général entre 15 et 30 minutes.

Les systémes métalliques sont particulierement adaptés pour des systéemes de production
en continu. Dans ce cas, le moulinier n’a jamais a manipuler directement la pate d’olive car
celle-ci est convoyée automatiquement d’un appareil a un autre.

Une fois la pate d’olive est homogéneisée et la coalescence est effectuée, 1’étape suivante

consiste en la séparation de la phase solide et de la phase liquide, la pate est donc injectée par

[ 2]
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une pompe dans une centrifugeuse dont l'axe est horizontal appelée décanteur. Il permet la
séparation de la pate en trois phases :
- Les grignons
- L’huile avec un peu d’eau
- Les margines avec un peu d’huile.

Les deux phases liquides n’étant pas bien séparées, elles sont regroupées et envoyées
dans une centrifugeuse verticale. A la sortie de la centrifugeuse, on retrouve d’un co6té des

grignons trés humides et de I’autre une émulsion huile/eau (figure 2).

Figure 2 : Sortie d’une centrifugeuse 3-phases,
a droite les grignons humides,
a gauche I’émulsion huile/eau
(Veillet, 2010)

Le principal inconvénient de ce type de systéme est qu’il requiert un grand ajout d’eau
pour fonctionner. L’eau ajoutée va se mélanger aux margines et donc grandement augmenter le
volume de coproduits & éliminer. Le volume d'eaux résiduaires est 2 & 3 fois supérieur a celui

produit par le systeme en discontinu, les margines sont, par conséquent moins concentrées.

2.2.2.2. Systéeme d’extraction par centrifugation a deux phases

Les avanceées technologiques et une meilleure compréhension des phénomenes se passant
au sein de la centrifugeuse ont permis de développer des centrifugeurs horizontaux a 2 phases.
L’intérét majeur de ce type de systéme est qu’aucune étape supplémentaire n’est requise apres
centrifugation : lorsque I’appareil est bien réglé, I’huile d’olive sera directement séparée des
grignons humides. Ce décanteur a deux phases permet I’obtention de rendements en huile
légerement plus élevés que ceux obtenus par le décanteur conventionnel a trois phases et le
systeéme de presse. En outre, il n’entraine pas d’augmentation du volume des margines.

Ces trois principaux procédés d’extraction sont résumés dans la figure 3.

[ 3]
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2.3. Avantages et inconvénients des techniques

Si de nombreuses techniques sont disponibles sur le marché, c’est que chacune d’elles
présente des avantages et des inconvénients. Tout d’abord concernant le procédé de broyage des
olives : les deux types de systémes a comparer sont les meules de granit et les systémes
meétalliques dans leur ensemble.

La figure 4 est une représentation graphique en radar des avantages et inconvénients des
deux systémes : plus on se place sur I’extérieur de la toile (vers 5), plus le critére est favorable.
Ce graphique met en avant la rapidité des systemes métalliques et leur praticité. En effet, la ou il
faut 20 a 30 minutes de broyage pour un systeme de meules de granit, quelques secondes
suffisent pour les broyeurs métalliques. De plus, ces systéemes s’intégrent mieux dans un procédé
continu et ’encombrement du matériel est inférieur a celui des meules tournantes. Si on ne
s’intéresse qu’au processus du broyage, les systemes a meule pourraient donner de meilleurs
rendements du fait de leur plus faible degré d’émulsion huile/eau. Ceci n’est pas réel dans les
faits car les systemes de centrifugation sont suffisamment puissants pour rompre cette émulsion
et ne pas réduire les rendements. L’atout principal des meules tournantes est qu’elles rappellent
les pratiques traditionnelles qui peuvent ensuite étre valorisées sur les étiquettes : le
consommateur a envie de produits naturels, faits de fagon traditionnelle, donc les meules sont un

réel atout d’un point de vue commercial pour les mouliniers.

Temps

Tradition , Praticite

— Meule de granit

Systeme metallique

Investissement Rendement

Figure 4 : Avantages et inconvénients des systéemes de broyage (Veillet, 2010)

5]
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Dans les procédés traditionnels, les meules tournantes sont suivies d’un systéme de
presse. La encore I'impact visuel de ce type de procédé joue un réle déterminant pour le
consommateur, méme si pour le moulinier ce systeme présente quelques désavantages par
rapport aux systémes plus modernes (figure 5). En effet, les centrifugeuses horizontales
travaillent plus rapidement que la presse, prennent moins de place et surtout sont beaucoup plus
faciles a intégrer dans un moulin en continu. Les installations a cycle continu permettent de
réduire la main d’ceuvre et d’augmenter la capacité de production globale d’huile d’olive. Des
systemes de convoyage de pate par pompage existent entre le bac de malaxage et la
centrifugeuse, ce qui évite toute manipulation de pate pour le moulinier. Au contraire, dans les
systemes de presse, le moulinier a au minimum a vider les scourtins aprés la presse et les
nettoyer régulicrement afin d’éviter les phénomenes de moisissure. L’autre intérét des
centrifugeuses est le faible temps de contact entre la pate d’olive et 1’air ambiant, ce qui limite

les phénomenes d’oxydation de la pate et donc de I’huile.

Tradition Praticité

—Presse et scourtins

Centrifugeuse horizontale

Investissement ‘Rendement

Figure 5 : Avantages et inconvénients des systéemes de séparation solide/liquide
(Veillet, 2010)

Les mémes criteres de différenciation ont été utilises pour évaluer les avantages et
inconvenients des deux principaux systémes de séparation de 1’huile et de I’eau (figure 6). On
peut constater que la centrifugation posséde un réel avantage par rapport a la décantation en ce
qui concerne le temps de séparation des phases. En effet I’huile n’a besoin que de passer

quelques secondes dans la centrifugeuse pour étre séparée des margines alors que selon le degré
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d’émulsion, ce processus peut prendre plusieurs heures par décantation gravitationnelle. La
centrifugation est également un atout pour rompre les émulsions générées par les systéemes de
broyage métalliques et elle s’integre tres bien dans les systemes de moulin en continu.
L’investissement reste plus lourd que celui pour la simple décantation car dans ce cas seules des
cuves avec une ou deux sorties sont nécessaires.

De méme que pour lutilisation des meules tournantes, I’utilisation de cuves de
décantation fait appel aux aspects traditionnels de la fabrication de I’huile d’olive. Ce critere peut
constituer un argument de vente s’il est mis en valeur par le moulinier.

Du point de vue environnemental, le systéme de centrifugation a 3 phases présente des
inconvénients dus principalement a la consommation élevée d’eau chaude dont le volume peut
parfois dépasser celui des olives mises en ceuvre, ce qui se traduit par une production accrue de
margines. Dans les systémes traditionnels, I’extraction se fait sans addition significative d’eau,
ce qui se répercute sur la charge des margines en matieres organique et en suspension. En effet,
les margines des unités traditionnelles sont plus chargées et plus concentrées que celles issues

des unités modernes.

Temps

Tradition Praticité

——Deécantation

Centrifugation

Investissement Rendement

Figure 6 : Avantages et inconvenients des systémes de séparation huile/eau
(Veillet, 2010)
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Tableau 2: Composition chimique des margines : valeurs moyennes, maximales et minimales selon les données de la littérature.

Parametres Valeurs Références
/Unités Moyennes * écarts types | minimales maximales

pH 4,94 + 0,43 3,6 5,08 1-4, 8, 22-23, 37-38, 43, 49-50, 58, 60, 65, 69, 83, 85, 89, 100-101, 117, 121-122,
127, 133-134, 136-137, 146, 148-150, 152-156, 159-161, 166, 173, 177, 185-
186, 192, 215, 226, 230, 236, 242, 244, 249-250, 262, 265-267, 276, 281, 289-
291, 305, 356, 364, 383, 404-405, 414-415,

Humidité (%) 88,74+ 2,84 84,83 94,83 1, 146-148, 149, 173, 192, 215, 230, 265, 281, 291

MO (g/l) 60,50 + 43,22 20 129,93 1, 37, 150, 262, 265-266,

MM (g/l) 16,42 + 14,01 0,61 39 1, 2, 37, 127, 149, 150, 160, 166-167, 291

As (mg/l) < 0,016 - - 154, 305

B (mg/l) 4,18 + 1,29 2,49 4,93 152,153, 266

Br (mg/l)) 18,42 - - 266

Ca (mg/l) 621,94 + 449,94 60 1570 37, 60, 65, 149, 153- 154, 161, 265, 266, 267, 276, 291, 305, 411, 415,

Cd ((mgl) - < 0,005 0,01 121, 161

Cl (mg/l) 916,93 + 566,3 489 1990 1, 2, 37, 65, 150, 161, 265, 266, 267, 291, 415

Co (mg/l) 0,06 + 0,06 0 0,04 153, 154, 155, 305

Cr (mg/l) 0,71+ 0,86 0 2,5 121, 153, 154, 155, 161

Cu (mg/l) 0,76 £ 1,10 0 2,96 37, 60, 121, 152- 154, 161

Fe (mg/l) 38,99 + 26,92 9,8 70 37, 60, 153- 155

HCO; (mg/l) 5200 - - 37

Hg (mg/l) - < 0,0005 <0,51 121, 161, 305

K ((mg/l) 6272,43 + 6697,34 34700 1050,9 1,2,3, 22,37, 38, 60, 65, 121, 133, 153- 154, 265- 267, 289- 291, 305, 411

Mg (mg/l) 328,2 + 186,50 104 680 1, 37,60, 121, 153-154, 161, 230, 265, 267, 291, 305, 411

Mn (mg/l) 151,52 + 396,09 0,9 900 37, 60, 121, 153-155, 305

Mo (mg/l) 1,59 + 0,74 0,34 1,88 153-155

Na (mg/l) 1048,62 + 1146,91 70 4430 1, 2,3, 37,65, 121, 149,150, 153-154, 266-267, 411, 415

[ 2]
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I11. Les margines

3.1. Caractérisation chimique des margines

Les margines sont des sous-produits de la production d’huile d’olives obtenus lors de leur
trituration au cours des procédés de centrifugation a 3 phases ou de presse. Cet effluent liquide,
caractérisé par une intense couleur brun-violet ou brun-rouge a noir et une odeur de I’huile
d’olive (Daassi et al., 2014) est compose des eaux de végétation du fruit de I’olivier, des eaux du
process (lavage et traitement) et une portion de la pulpe et de 1’huile résiduelle (Lanciotti et al.,
2005).

La composition chimique typique générale des margines est donnée dans le tableau 2. Les
margines ont un pH acide avec des valeurs comprises entre 3,6 et 5,08, un pourcentage
d’humidité de 84,83 a 94,83 %. Elles ont généralement une forte salinité¢ due a 1’ajout important
de sel pour la conservation des olives (Tsioulpas et al., 2002). La fraction minérale est comprise
entre 0,61 et 39 g/l et constituée principalement de potassium, ce qui a conduit plusieurs
chercheurs a tester leur pouvoir fertilisant. Les métaux lourds, tels que I’arsenic (As), le cuivre
(Cu), le cadmium (Cd), le chrome (Cr), le sélénium (Se), le mercure (Hg) et le nickel (Ni) sont
présents, pour la plupart a 1’état de traces (tableau 2). La matiére organique des margines, avec
une concentration de 20 a 129,93 g/I, comporte :

- une fraction insoluble constituée essentiellement de pulpes d’olives, matiéres en suspension et
colloidales,

- une fraction soluble dans la phase aqueuse qui contient des sucres, lipides, acides organiques,
pectines, composes phénoliques (Hamdi, 1991), vitamines et traces de pesticides (Kapellakis et
al., 2008).

()
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Suite du tableau 2
Parametres/ Valeurs Références
Unites Moyennes Minimales | Maximales
+ écarts types

Ni (mg/1) 21,05 + 74,83 0,1 184 121, 153, 154, 155, 161, 305

P (mg/l) 253,13 + 301,59 30 940 38, 60, 100-101, 121, 133, 146, 148, 152, 215, 262, 265, 411

Pb (mg/l) 2,01 £ 3,65 0 7,8 121, 153- 155, 161, 305

Se (ug/l) <0,16 - - 305

Phosphates (mg/l) 664 + 455,12 320 1330 1-3, 38, 166

Sulphates (mg/l) 877,24 + 937,28 174,48 1500 1, 37, 266

Sulfures (mg/l) Absent - - 1

Zn (mg/l) 6,76 + 7,58 24 2,01 60, 121, 153-155, 262

Phénols totaux (mg/l) 5528,17 +2334,24 6650 215 1-4, 22, 37, 43, 50, 58, 60, 65, 69, 83, 89, 117,121, 127, 133-134, 136, 146, 148,
153-154, 159-160, 161, 166, 173, 185-186, 236, 242, 244, 265, 289, 305, 321,
356, 364, 383, 404, 411, 414

Flavonoides (mg/l), dont 6670 - - 127

Flavonols (mg/l) 70 - - 127

o-diphénols (mg/l) 5070 + 3442,83 1200 9200 83,117, 133, 147, 291

Sucres totaux (mg/l) 12714 + 11824 370 41650 38, 69, 83, 117, 121, 136, 146-148, 149, 154, 226, 244

Sucres réducteurs (mg/l) | 22400 + 11798 120 36300 1-2, 133, 159, 185, 242, 244

Arabinose (mg/l) 62,5 + 63,64 30 130 154

Glucose (mg/l) 2880 + 5210 765 12000 1, 133, 154, 289

Mannitol (mg/l) 40 + 28,28 30 70 154

Xylose (mg/l) 550 + 113 510 670 154

Protéines totales (g/l) 1,62 + 0,52 0,99 2,6 2-3, 22, 38, 146-148, 185

MG (g/l) 6,02 + 5,73 0,0015 21 1, 38, 69, 133, 146-147, 173,185, 230, 383, 404, 414-415

Azote totale (mg/l) 1018 + 620 25,4 2900 1, 8, 22,91, 100-101, 127, 133, 136, 151-152, 160, 161, 166, 215, 226, 244, 262,
265, 276, 281, 289-290, 321, 411

Ammoniaque (mg/l) 2356 + 3740 170 7950 38, 85, 166, 305

Nitrates (mg/l) 96 + 145 0,4 332,47 2-3, 38, 85, 161, 266, 305

Nitrites (mg/l) 5457 + 9434 4 16350 2-3

(2]
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3.2. Composés vitaminiques

Les vitamines sont définies comme un groupe de composés organiques complexes
essentiels présents en petites quantités dans les aliments naturels et les produits alimentaires. Ils
sont divisés en vitamines liposolubles, comme les vitamines A, D, E et K ou hydrosolubles (les
vitamines B et C ; McDowell et al., 2000).

3.2.1. Les caroténoides

3.2.1.1. Propriétés générales

Les caroténoides sont un des groupes principaux pigments d’origine naturelle (figure 7),
largement répandus dans la nature et qui absorbent électivement la lumiere. Ce sont des pigments
montrant une grande diversité en terme de structure, et leur distribution est universelle dans la
matiére vivante, quel que soit le degré d’évolution et de complexité : on les retrouve des
archéobactéries et procaryotes aux angiospermes, et des protozoaires aux mammiféres (Cuttriss
etal, 2011).

Les xanthophylles, carotenes et lycopénes sont responsables, respectivement des
colorations jaune, orange et rouge. Les caroténoides végétaux sont transférés aux produits
animaux, parfois en grande quantit¢ (jaune d’ceuf’; Skiivan et Englmaierova, 2014), ou de
maniére moins importante, comme pour les produits issus des ruminants chez lesquels ils
modifient la couleur du lait, des produits laitiers ou de la graisse corporelle (Kala¢ & Samkov4,
2010). Les consommateurs sont sensibles a la coloration des produits, méme si leurs préférences
different selon les pays ou les régions. Une coloration jaune du lait est associée aux paturages,
ce qui, confére une connotation d’alimentation naturelle (Noziére et al., 2006b). Ainsi, les

caroténoides pourraient étre des indicateurs d’élevage plein air.

3.2.1.2. Structure générale et propriétés physico-chimiques

Les caroténoides rassemblent plus de 750 composés, appartenant a la famille chimique
des terpénoides, dont le point commun est une longue chaine polyénique comportant en
moyenne 11 doubles liaisons conjuguées (Nisar et al., 2015). Ils regroupent deux classes de
composeés : les carotenes, hydrocarbures polyéniques a 40 atomes de carbones (C40), et les
xanthophylles synthétisés a partir des carotenes et qui possédent au moins une fonction oxygénee
(hydroxyle, époxyde, carbonyle ou carboxyle). La majorité des caroténoides appartient a cette
derniére classe (Button, 1995). Parmi les caroténoides les plus fréquents du regne végétal, on

trouve deux formes principales de caroténes (a-caroténe et -carotene) et cing xanthophylles
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Figure 7 : Classification du B-carotene parmi les grands groupes de pigments d’origine naturelle (Mouthon, 2000)
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(lutéine, zéaxanthine, violaxanthine, anthéraxanthine et néoxanthine ; McQuinn et al., 2015)
(figure 8).

Sk DO
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8-Carotene
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Xanthophylles X/‘\/V\/L\/\\/\\/\//\Y J
A !
e-Carotene
Caroténes

Figure 8 : Structure des caroténoides (McQuinn et al., 2015)

L’introduction d’une fonction hydroxyle dans le o-caroténe permet la formation de
lutéine, alors que le B-carotene est le précurseur de la zeéaxanthine, la violaxanthine, et
I’anthéraxanthine. Ce mécanisme est a 1’origine de leurs propriétés anti-oxydantes (Chen et al.,
2015).

Les caroténoides peuvent adopter des configurations E (trans) ou Z (cis) du fait de la
présence des doubles liaisons. A I'état naturel, ils sont généralement présents sous la forme E,
configuration la plus stable d'un point de vue thermodynamique, mais susceptibles de
s'isomeriser pour donner des isomeéres Z sous l'effet de la lumiére ou de la chaleur.

Les caroténoides sont dits chromophores, ¢’est-a-dire qu’ils absorbent les photons dans le
spectre visible entre 320 et 550 nm. La caractérisation du chromophore est liee au nombre de
doubles liaisons et a la variation de groupes fonctionnels et de diverses conformations. Ces
variations de structure entrainent la modification de 1’absorption lumineuse et donc, de la

couleur. Elles permettent aussi leur identification par spectrophotomérie.

3.2.1.3. Intéréts nutritionnels
Dans I’alimentation humaine, une cinquantaine de caroténoides est consommeée de fagon

relativement fréquente, une dizaine d’entre eux de facon importante et les trois principaux (le -
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caroténe, la lutéine et le lycopéne) constituent 80 % des apports en pigment (McDowell, 2000).
Les carottes sont la principale source de -carotene, comme le sont les tomates pour le lycopéne
et les épinards pour la lutéine et la zéaxanthine. Les quatre principales fonctions identifiées des
caroténoides incluent des fonctions provitamine A, antioxydantes, stimulatrices de la

communication intercellulaire et du systéme immunitaire (Burton-Freeman et Reimers, 2011).

Le métabolisme des carotenes conduit a la formation de composés nommeés rétinoides :
rétinol, rétinal, acide rétinoique (Bonet et al, 2015). Le rétinal et I’acide rétinoique
correspondent aux formes biologiquement actives de la vitamine A : rétinal pour la vision
(Bernstein et al., 2016), I’acide rétinoique dans le processus d’expression et de régulation
génomique (Li et al., 2015), alors que le rétinal correspond a la forme de transport (Burri et al.,
2016). Les études sur les potentialités antioxydantes des caroténoides ont révélé que les
caroténoides sont de bons piégeurs de radicaux libres et de I’oxygéne singlet (170>), le plus actif
étant le lycopéne suivi de l'astaxanthine, de la cantaxanthine et du p-caroténe (Bonet et al.,
2015 ; Chen et al., 2015). De nombreuses études épidémiologiques ont montré 1’existence d’une
association entre une augmentation de la consommation de certains caroténoides et la diminution
du risque de cancer (Choi et al., 2014). Les effets biologiques du lycopéne, de la cantaxanthine
et de la cryptoxanthine sur la communication intercellulaire pourraient expliquer, en partie, cette
association (Burri et al., 2016). Enfin, les travaux de Chew (1993) ont mis en évidence un effet
stimulant du B-carotene sur la prolifération des lymphocytes T et B, et sur le nombre et I'activité
des cellules "natural killers" (NK). De plus, le B-caroténe est impliqué dans le mécanisme
d'action non spécifique du systéme immunitaire (Lucas et al., 2014) et la prévention contre
certaines maladies inflammatoires (Lin et al., 2016) et cardiovasculaires (Wang et al., 2014).

Les fonctions des caroténoides chez les ruminants sont probablement similaires a celles
décrites pour ’homme, méme si elles n'ont pas forcément été mises en évidence (Calderon,
2007). Des aspects plus spécifiques aux ruminants, en particulier en ce qui concerne leur action
sur la fertilité (Dewhurst et al., 2009), la fonction de reproduction (Michal et al., 1994), et sur la
santé de la mamelle (Jucola et al., 1996), doivent cependant étre soulignés.

Chez les plantes, les caroténoides et leur produits de clivage enzymatique et oxydatif,
appelés apocaroténoides, sont cruciales pour diverses processus biologiques, tels que
l'assemblage des photosystemes et de complexes d'antenne de lumiere pour la photosynthése et
la photoprotection, ainsi que pour la régulation de la croissance et le développement (Havaux,

2014). Les apocaroténoides sont également proposées pour servir de molécules de signalisation
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et ont été impliqués dans les interactions entre les plantes et leur environnement (Cazzonelli &
Pogson, 2010) .

3.2.1.4. Caroténoides des olives et des margines

Les carotenoides sont des composes liposolubles associés aux fractions lipidiques des
organismes ou des matrices. Ainsi, leur présence dans les margines serait liée aux particules
végetales en suspension ainsi qu'a I'huile résiduelle apres le processus d'extraction. La presence
et les concentrations de ces composés dans les margines n‘ont jamais été étudiées. Cependant,
dans 'huile d'olive, leur taux est tres variable, allant de 6,22 a 1,15 mg/kg (Manai-Djebali et al.,
2012). Leur concentration dans I'huile d'olive est liée a la variété d'olive (Manai-Djebali et al,
2012), au degré de maturité du fruit et au procédé d'extraction de I'huile (Inarejos-Garcia et al.,
2011).

3.2.2. Les tocophérols

La vitamine E est le terme générique utilisé habituellement pour désigner les différents
tocophérols et tocotriénols (4 tocophérols et 4 tocotriénols). Cette vitamine liposoluble est
reconnue pour ses propriétés antioxydantes et assure la stabilité des structures cellulaires. Elle est

principalement produite par les plantes, les animaux y ont acces par le biais de leur alimentation.

3.2.2.1. Définition et structure chimique

La molécule de tocol constitue la structure de base des tocophérols. Elle est constituée
d'un noyau hydroxychromane et d'une chaine phytyle entierement saturée. Les différentes formes
de tocophérols (a, B, y et 8) se distinguent entre elles par le nombre et la situation des
groupements méthyles fixés sur le noyau chromanol (figure 9). Parmi ces composés, le plus
fréquemment retrouvé dans la nature est l'a-tocophérol, qui présente egalement lactivité
vitaminique la plus élevée.

Les tocotriénols different des tocophérols par la présence de trois doubles liaisons sur la
chaine latérale. Naturellement présents dans la nature, les a- et B-tocotrienols possedent une

activité vitaminique alors que les formes vy et 6 sont inactives (Le Grusse, 1993).

3.2.2.2. Propriétés chimiques et fonctions biologiques

Dans I’organisme humain (et plus généralement chez les animaux), les principaux

systemes antioxydants endogenes agissent dans les phases aqueuses de la cellule ou hors des
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cellules. L'a-tocophérol va s'insérer dans les membranes cellulaires, de nature lipidique, ainsi que
dans les lipoprotéines en stabilisant les radicaux peroxyls (Serbinova et al., 1991). L'a-
tocophérol est en effet connu pour étre I'antioxydant lipophile le plus puissant pour limiter le
processus d'oxydation radicalaire. Une déficience en tocophérol dans les membranes cellulaires
peut augmenter la perméabilité des cellules, entrainer des dysfonctionnements et les rendre plus
vulnérables a la dégradation. Il est aussi I’antioxydant le plus important dans les lipoprotéines de
faible densité (LDL) et pourrait donc jouer un réle clé en inhibant leur oxydation qui est un
facteur de risque de développement de lI'athérosclérose. Une fois oxydé, l'a-tocophérol peut étre
régénéré (réduit) par I’acide ascorbique (vitamine C) ou 1’ubiquinol (Pincemail et Defraigne,
2003).

Tocophérols

Tocotriénols

Rl R2 R3 Dénomination
CH3 CH3 CH3 o-tocophérol (5,7,8-triméthyltocol) a-tocotiénol (5,7,8-triméthyltocotriénol)
CH3 H CH3 p-tocophérol (5,8-diméthyltocol) B-tocotiénol (5,8-diméthyltocotriénol)
H CH3 CH3 y-tocophérol (7,8-triméthyltocol) y-tocotiénol (7,8-diméthyltocotriénol)
H H CH3 &-tocophérol (8-méthyltocol) d-tocotiénol (8-méthyltocotriénol)

Figure 9 : Structure des tocophérols et tocotriénols (Chanforan, 2010).

Chez les plantes, les deux principaux roles de a-tocophérol sont de protéger les
chloroplastes contre les dommages oxydatifs et de protéger le photosysteme Il de la photo-
inhibition, permettant ainsi la fonction de photosynthése dans les membranes des thylakoides
(Havaux et al., 2005).

Chez ’homme et les animaux, a-tocophérol est essentielle pour le fonctionnement
optimal des systéemes reproducteur (fertilité), musculaire, circulatoire, nerveux et immunitaire
(Dgnnem et al., 2015). Chez la vache laitiere, I'un des premiers effets de la vitamine E a étre
découvert était sa capacité a diminuer le temps de rétention pour les membranes feetales et par

conséquent améliorer la performance de reproduction (Harrison et al., 1984). De méme, il a été
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établi par Smith et al. (1997) qu’une supplémentation en vitamine E, lorsque le sélénium
alimentaire était adéquat, réduit significativement l'incidence d’infections intra-mammaires et
mastites cliniques. La vitamine E permet également d'améliorer la supplémentation de la capacité
de destruction des neutrophiles et améliore la fonction des macrophages (Debier et Larondelle,
2005). Politis et al. (2001) ont constaté une augmentation de plasminogene lié au récepteur
activateur (u-PA) dans les neutrophiles chez des vaches laitiéres supplémentées en vitamine E,

ce qui suggére un effet positif sur le recrutement des neutrophiles aux sites d'inflammation.

3.2.2.3. Tocophérols des olives et des margines

Comme les caroténoides, les tocophérols sont des composeés liposolubles associés aux
fractions lipidiques des organismes ou des matrices. Leur présence dans les margines serait liée,
notamment a I’huile résiduelle aprés le processus d’extraction. A notre connaissances, la
présence et les concentrations de ces composés dans les margines n’ont jamais été abordées dans
la littérature.

La teneur totale en tocophérols dans les huiles d'olive est trés variable puisqu'elle a été
reportée dans une gamme allant de quelques mg a 450 mg/kg d'huile (Ghanbari et al., 2012;
Manai-Djebali et al., 2012 ; Limon et al., 2015). Elle est fonction de plusieurs facteurs tels que la
variété d'olive (Ballus et al., 2014), le degré de maturité du fruit (Benito et al., 2013), les
conditions climatiques (Beltran, 2010) et le procédé d'extraction de I'huile d’olive (Clodoveo,
2012). L'a-tocopherol représente a lui seul jusqu'a 95% de la totalité des tocophérols (Boskou,
1996), mais on trouve également un peu de B- (9,6 mg/kg) et y- (19 mg/kg) tocophérols (Ballus
et al., 2014), alors que le 3-tocophérol n'est présent qu'a I'état de traces (Psomiadou et al., 2000).

3.3. Composés phénoliques

3.3.1. Structure chimique et diversité

Les composés phénoliques, ou polyphénols, constituent une famille de molécules
organiques largement présentes dans le regne vegétal. On les retrouve dans les plantes, depuis les
racines jusqu’aux fruits, et ils font donc partie intégrante de notre alimentation. Ce sont des
métabolites secondaires produits par les plantes pour interagir avec les autres vegétaux et les
animaux. lls n'exercent pas de fonction directe au niveau des activités fondamentales de

I’organisme végétal, comme la croissance ou la reproduction (Hennebelle et al., 2004).
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Le terme phénolique est utilisé pour définir des substances qui possédent au moins un
groupement hydroxyle (OH) substitué sur un cycle aromatique (Skerget et al., 2005). Ce nom
provient du composé parent le plus simple, le phénol. Les polyphénols naturels peuvent donc
étre des molécules simples comme les acides phénoliques, mais aussi des composés hautement
polymérisés comme les tanins. Plusieurs milliers de composés phénoliques ont été caractérisés
jusqu'a ce jour dans le regne végétal. On compte pas loin de 8000 composés (Hennebelle et al.,
2004). Bien qu'étant tres diversifiés, ils ont tous en commun la présence d'un ou de plusieurs
cycles benzéniques portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles. Les composés phénoliques
peuvent étre regroupés en différentes classes (tableau 3) qui se différencient d'abord par la
complexité du squelette de base (allant d’un simple C6 a des formes trés polymérisees), ensuite
par le degré de modification de ce squelette (degré d'oxydation, d'hydroxylation, de
méthylation...), enfin par les liaisons possibles de ces molécules de base avec d’autres molécules
(glucides, lipides, protéeines, autres métabolites secondaires pouvant étre ou non des composés
phénoliques...) (Robards, 2003).
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Tableau 3 : Principales classes de composés phénoliques (Bruneton, 1999).
Squelette Classe Exemple Structure chimique
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3.3.2. Propriétés chimiques et mécanismes d'action contre les radicaux

libres.
3.3.2.1 Propriétés chimiques majeures des polyphénols

Une proprieté importante des groupements hydroxyles des phénols est leur acidite due a
la labilité des protons acides, qui entraine la formation d’anions phénoxydes (figure 10) stabilisés
par résonnance. Cet anion, a la possibilité de perdre un électron pour former un radical (Sartori-
Thiel, 2003) ; I'électron, lui, pouvant étre récupéré par un radical libre. La structure aromatique
du radical phénoxyde ainsi formé lui confére une certaine stabilité, donc une réactivité plus
faible, en raison de la délocalisation du radical (Leopoldini et al., 2011). 1l peut, ensuite, réagir

avec un autre radical libre (Korkina et al., 2012).

o

Figure 10 : Structure chimigue de I'ion phénoxyde

Les substitutions les plus rencontrées sur les phénols des végétaux sont principalement la
méthylation et la conjugaison avec des esters et des glycosides, lesquels peuvent étre acylés. Les
polyphénols sont généralement glycosylés dans leur état naturel (Sartori-Thiel, 2003). Par
conséquent, I’aptitude de certains polyphénols a étre naturellement présents sous forme
glycosidique dans l'aliment leur octroie une biodisponibilité toute relative. En effet, il a été
montré que la glycosylation, la conjugaison et la polymérisation tendaient a diminuer leur
absorption intestinale (Manach et al., 2004).

3.3.2.2 Mécanismes d’action contre les radicaux libres
La grande capacité des composes phénoliques a contrecarrer les radicaux libres, et a
chélater les ions métaux de transitions est directement reliée a leurs caractéristiques structurales.
Il est prouvé que cette activité est due aux nombres de groupements hydroxyles presents sur les
cycles benzoiques, et aussi a la proximité des groupes alkyls. Ainsi, des différentes familles
connues des polyphénols, les flavonoides sont-ils ceux qui, en particulier, réunissent toutes ces

caracteéristiques (Rice-Evans et al., 1996).
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3.3.3. Propriétés biologiques d’intérét des composés phénoliques

Les composés phénoliques sont dotés d’un grand nombre de propriétés biologiques qui
sont exploitées dans de nombreux domaines industriels. L'activité antioxydante est, sans nul
doute, celle qui caractérise le mieux, et avec la plus grande fréquence, les polyphénols. En effet,
de nombreuses revues leur conférent le role d’excellents piégeurs d’especes réactives
directement issues de I’oxygene (O2-+, HOe, NO-, H202, 102, HOCI, RO* et ROO¢) provenant
de biomolécules telles que les lipoprotéines, les protéines et les acides oligonucléiques (ADN et
ARN). Cette faculte, tant étudiée et si reconnue, est frequemment citée comme étant une clé pour
la prévention et/ou la réduction du stress oxydatif en lien direct avec des maladies chroniques
comme les maladies cardiovasculaires, la carcinogénese et les maladies neurodégénératives. Les
radicaux libres seraient aussi impliqués dans le processus de vieillissement (Quideau et al.,
2011).

Les composés phénoliques jouent un role de protection des plantes contre les invasions
microbiennes, et présentent d’autres mécanismes d'action de lutte contre les champignons,
bactéries et virus. Ces propriétés antifongiques et antivirales trouvent de nombreuses
applications en médecine humaine (Xia et al., 2011). Il a été rapporté que les raisins (Vitis
vinifera) possédent des propriétés pharmacologiques importantes, et en particulier des activités
antimicrobiennes grace a la présence de nombreux polyphénols, notamment d’acide gallique,
d’acide hydroxycinammique, de flavanols, de flavonols, et de tanins (Nassiri-Asl et
Hosseinzadeh, 2009). Les composés, appartenant aux acides phénoliques, les plus représentatifs
de ces effets sont les acides cinnamique et caféique qu’on les retrouve présents dans le thym et la
téragone, ils sont particulierement efficaces contre de nombreuses souches bactériennes,
fongiques et virales (Cheng et al., 2008).

Les possibilités de guérison qu’offrent les flavonoides sont exploitées de longues dates.
Hippocrate prescrivait un baume de propolis contre les plaies et les ulceres. Des siecles plus tard,
les propriétés antimicrobiennes de la propolis ont été attribuées aux composes de la catégorie des
flavonols et flavanones. En effet, avec leur aptitude a inhiber la germination des spores de
plantes pathogenes, ils sont d'excellents candidats pour lutter contre les champignons pathogénes
chez I'Homme (Cushnie et Lamb, 2005). Les flavonols issus de fractions de propolis ont
également montreé des effets significatifs dans la lutte contre I'nerpes simplex virus de type 2 ou
HSV-2, sexuellement transmissible, et qui est considéré comme un facteur de haut risque pour la
transmission du VIH (Khan et al., 2005). La capacité des tanins a créer des complexes avec les

protéines par des liaisons hydrogenes, des liaisons hydrophobes ou des liaisons covalentes, leur
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permet alors de désactiver les adhésions microbiennes, enzymatiques et les enveloppes
cellulaires transportant les protéines des microorganismes (Cowan, 1999).

L'action des flavonoides d’un extrait de citron sur la perméabilit¢ membranaire fut le
premier effet pharmacologique connu de ces composés, il y a plus de 50 ans (Sartori-Thiel,
2003). Les études sur les flavonoides issus de plantes utilisées traditionnellement restent encore
tres répandues car, bien que l'inflammation soit un phénoméne normal d’autodéfense de
l'organisme contre des blessures, elle est parfois incontrolée dans les maladies auto-immunes
(arthrite rhumatoide) ou lorsqu’elle est liée aux réponses allergiques (asthme) (Benavente-
Conforti et al., 2008). Dans la famille des stilbenes, le resvéeratrol a montré des propriétés anti-
inflammatoires in vivo et in vitro. Les recherches se tournent actuellement vers la synthése de
produits a base de resvératrol dans le but de diminuer l'utilisation de médicaments synthétiques
(Udenigwe et al., 2008).

3.3.4. Applications industrielles des polyphénols

De telles propriétés ont donc été exploitées, et trouvent des applications dans de
nombreux domaines industriels : en agroalimentaire, en cosmétique et dans l'industrie
pharmaceutique. Grace aux propriétés antimicrobiennes de certains polyphénols comme les
flavan-3-ols, les flavanols et les tanins, il est désormais possible de développer des conservateurs
alimentaires et de nouvelles thérapies dans de nombreuses maladies infectieuses en considérant
la résistance microbienne face a certains traitements antibiotiques (Daglia, 2012). La capacité
antioxydante des composés phénoliques est utilisée dans l'alimentation pour lutter contre la
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Tableau 4 : Composés phénoliques des margines et leurs concentrations cités dans la littérature

Composés N° Cas Valeurs (mg/l) Références
Moyennes + ET | Minimales | Maximales
1-acetoxypinoresinol (% des phenols totaux) - 2,31 2,3 2,32 249
3,4-DHPEA-EDA (% des phénols totaux) - 1,01 - - 14, 161, 249
3,4-dihydroxyphenylpropionique 71693-95-3 11,7 - - 117
Acides phénoliques
Acide 2,3-dihydroxyphenylacetique - 16,4 - - 117
Acide 2,6-dimethoxybenzoique 1466-76-8 0,35 - - 55
Acide 3,4,5- trimethoxybenzoique (% des phenols totaux) 118-41-2 2,38+ 2,81 0,4 4,37 249
Acide 3,4-dihydroxybenzoique (acide protocatechuique) 99-50-3 326 - - 42,133, 194
Acide 3,4-dihydroxycinnamique (acide caféique) 331-39-5 115,50 + 146,18 0,02 423 14, 128, 133, 149, 147, 161, 164, 168, 194,
281, 309, 322-323, 404
Acide 3,4-dihydroxyphenylacetique (DOPAC) 102-32-9 191,47 £ 315,31 3,42 903 14,128, 147, 161, 164, 168, 281, 404
Acide 3,4-dihydroxyphenylethanol-elenolique [3,4- - 1,04 - - 249
DHPEA-EA]
Acide 3,5-diméthoxy-4-hydroxycinnamique (acide 530-59-6 3,34+ 0,68 2,96 4,13 55, 249
sinapique)
Acide 3-hydroxybenzoique 99-06-9 28 - - 117
Acide 3-hydroxyphenylpropionique 621-54-5 70 - - 117
Acide 4-hydroxybenzoique (para) 99-96-7 31,4+ 348 5,6 71 117
Acide 4-hydroxyphenylacetique 156-38-7 194,08 + 115,18 23,4 274 14, 164, 168, 194, 323
Acide 4-hydroxyphenylpropionique - 23 - - 117,
Acide 4-phenylacetique - 77,5+ 72,26 26,4 128,6 49
Acide dihydrobenzoique (ppm) - 0,59 - - 63
Acide dihydroxymandelique (% des phenols totaux) - 3,4 - - 249
Acide elenolique 34422-12-3 9,24+ 10,9 - 194, 249, 309
Acide ferulique 1135-24-6 175,81 + 273,03 0,07 790 14,128, 147, 161, 164, 168, 281, 323, 404
Acide gallique 149-91-7 249,06 + 259,09 0,031 583 14, 49, 147, 149, 161, 281, 322, 323, 404
Acide hydroxycinnamique - 7,4 - - 47
Acide p-coumarique 7400-08-0 253,5+243,99 5,45 785 14, 49, 117, 128, 133, 149, 147, 161, 164,

168, 194, 281, 404
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peroxydation lipidique et ainsi permettre une meilleure stabilisation des denrées alimentaires. Ils
sont également préconisés pour améliorer la stabilité de pigments de jus colorés (comme le jus
de betterave), d'ardmes alimentaires, et rentrent dans la composition de produits pharmaceutiques
pour des utilisations par voie orale et des cosmétiques pour des applications locales (Moure et
al., 2001).

Enfin, I’effet de certains flavonoides en médecine humaine est de plus en plus étudi¢ dans
le traitement de certaines maladies, et particulierement pour le controle du virus de
I’immunodéficience, principal responsable du syndrome d'immunodéeficience acquise (SIDA)
(Sartori-Thiel, 2003).

3.3.5. Les composés phénoliques des margines

Les composeés phénoliques (ou biophénols) des margines sont trés divers et leur structure
est trés variable (tableau 4). Pendant le processus de fabrication de I'huile d'olive, les biophénols
sont transférés a partir de la pate d'olives au cours du broyage/malaxage a I'huile et aux différents
sous-produits, particulierement aux  margines. Composés a tendance hydrophile, leur
solubilisation dans I'huile est cependant bien inférieure a celle dans la phase aqueuse. En effet,
2% seulement des composés phénoliques originaires des olives sont transférés a I'huile, 53% aux
margines et 45% aux grignons dolives (Rodis et al., 2002). Néanmoins, certains de ces
composés sont nouvellement synthétisés grdce a plusieurs voies de biotransformation
enzymatique (Obied et al., 2005 ; Klen & VVodopivec, 2012).

Les classes les plus importantes des biophénols des margines sont les acides phénoliques,
les alcools phénoliques, les flavonoides et les sécoiridoides (Ryan & Robards, 1998 ; Soler-Rivas
et al., 2000). Les alcools phénoliques des margines sont le 3,4-dihydroxyphenyl éthanol
(hydroxytyrosol) et le p-hydroxyphenyl éthanol (tyrosol). Les flavonoides des margines les plus
rapportés sont le lutéoléine 7-O-glucoside, la rutine et lapigénine 7-O-glucoside, et les
anthocyanines, cyanidine 3-O-glucoside et cyanidine 3-O-rutinoside. L'oleuropéine et le
ligustroside, provenant de la pulpe des olives, sont les principaux secoiridoides des margines.
Certains dérivés de l'oleuropéine ont éte egalement rapportes, tels le dimethyloleuropeine,
l'oleuropéine aglycone et l'acide élénolique (Romani et al.,1999 ; Soler-Rivas et al.,2000). Le
verbascoside est le principal dérivé de l'acide hydroxycinnamique présent dans les margines
(Romani et al.,1999).
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Suite du tableau 4

Composés N° Cas Valeurs (mg/l) Références
Moyennes + ET | Minimales | Maximales

Acide syringique 530-57-4 31,65+ 16,9 19,7 43,6 42, 49, 55, 133, 249

Acide trans-cinnamique 140-10-3 105,3 - - 128

Acide vanillique 121-34-6 50,47 + 54,62 1,68 128,7 14, 49, 128, 133, 161, 164, 168,
281, 232, 404

Vanilline (% des phenols totaux) 121-33-5 2,32 - - 42, 49, 128, 249

verbascoside (% des phenols totaux) 61276-17-3 1,06 + 0,75 0,31 1,81 194, 249, 354, 309, 387

Alcools phénoliques

3,4-dihydroxyphenylethanol (Hydroxytyrosol, DOPET) 10597-60-1 | 885,35 + 1227,3 0,21 4006 2,14, 49, 117, 127, 128, 133, 147,
149, 161, 164, 168, 194, 281, 309,
322, 323, 404

4-Hydroxyphenylethanol (Tyrosol) 501-94-0 373+ 573,7 0,5 2491 1,14, 49, 117, 128, 133, 147, 149,
164, 168, 194, 322, 323

Hydroxytyrosol glucoside (% des phenols totaux) - 914 44 13,1 249

Hydroxytyrosol-4-B-glucoside - 168 + 47,35 110 226 147, 149, 164

Hydroxytyrosylelenolate - 0,614 - - 55

Flavonoides

Apigenine (flavone) 520-36-5 86 - - 14, 161, 194, 249, 281, 323, 404

Apigenine-7-glucoside (% des phenols totaux) 578-74-5 2,66 £ 1,52 1,49 3,64 354, 249

Apigenine-7-rutinoside (% des phenols totaux) 552-57-8 0,85 = 0,042 0,82 0,88 354, 249

Luteoline (flavone) 491-70-3 20,3 £ 67,32 0,01 234 14,117, 161, 194, 281, 309, 322-
323,404

luteoline-7-glucoside (flavone) 5373-11-5 1,87 +3,31 0,01 10,6 14, 117, 161, 281, 309, 323, 404

luteoline-7-rutinoside (% des phenols totaux) 25694-72-8 2,125+ 1,73 0,9 3,35 249

Naringenine (% des phenols totaux) (flavanone) - 1+£1,09 0,23 1,77 249

Quercetine (% des phenols totaux) (flavonol) 117-39-5 2,06 - - 63, 249

[
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Suite du tableau 4

Composés N° Cas Valeurs (mg/l) Références
Moyennes + ET Minimales Maximales
rutine (flavonol) 153-18-4 7,6 £ 15,88 0,1 36 194, 249, 309, 354
Autres phenols simples
3,4-dihydroxyphenylglycol (DOPEG) 28822-73-3 58 - - 147
Catechol 120-80-9 235 - -
Dérivé de I'oleuropeine (en % des phénols totaux) - 4,44 - - 249
Dérivé de l'oleuropeine (en % des phénols totaux) - 4,05 - - 249
Dérivé de l'acide cinnamique - 0,32+ 0,39 00 1,18 309
Dérivé de I'acide élénolique - 1,81+ 1,49 0,03 477 309
Dérivé du ligstroside - 0,71 - - 249
Dérivé du ligstroside - 421 +1,44 3,19 5,23 249
Ligstroside 35897-92-8 86 - - 149, 249
m-Cresol 108-39-4 1845 + 632,11 1020 2560 154
ME 3,4 -DHPEA-EDA (en % des phénols totaux) - 2,12+ 0,76 1,59 2,66 249
nuzhenide (en % des phénols totaux) 39011-92-2 1,78 £ 0,15 1,67 1,89 249
o-Cresol 95-48-7 907 £ 504,14 230 1450 154
Oleoside methyl ester - 10,1 - - 55
Oleuropeine 32619-42-4 409,25 + 137,65 260 575 117
Oleuropeine aglycone - 60,5 + 85,60 0 121 249
p-3,4-DHPEA-EA (en % des phénols totaux) - 3,41 - - 249
p-Cresol 106-44-5 1082,5 £ 441,69 560 1510 154

- Données non disponibles, ET : écart-type
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Tableau 5 : Résumé des bioactivités des principaux biophénols des margines (Zbakh et EI-

Abbassi, 2012).

Composé phénolique

Bioactivité et sites d’action

Hydroxytyrosol Antioxydante Active la biogenése des mitochondries
Protege le systteme PBMC contre le stress oxydatif
et la destruction du DNA
Inhibe TI'oxydation des lipides pendant Ia
conservation des aliments
Cardioprotective | Effets multiples
et Piége et réduit la production de I’anion superoxide
antiatherogénique | dans la culture des promocytes humains
Chemoprotectrice | Réduit le niveau intracellulaire de 1’oxygene réactif
dans les cellules endothéliales vasculaires par une
sur-régulation de I’expression catalase via la voie
AMPK-FOX03a
Induit I’apoptose cytochrome C-dépendante
Inhibe la prolifération des cellules cancéreuses
Cytoprotectrice Dans les cellules PC12
Dans les cellules cérébrales in vitro et in ex vivo
Antimicrobienne | Contre les pathogénes humains
et antivirale Dans  Dagriculture, contre les  bactéries
phytopathogéniques
Contre le virus influenza
Anti- Inhibe la production des leukocytes leukotrienes B4
inflammatoire
Syndrome Prévient la perte de 1’os dans le modele
ostéoporose expérimental de 1’ostéoporose
fongicide Contre Verticillium dahliae
Oleuropéine antioxydante Activité anti-radicalaire (test de DPPH)

Antiathérogénique
et
cardioprotectrice

Prévient I’atteinte oxydative du myocarde induite
par ischemia

Possede des effets vasodilatateurs et anti-agrégation
plagquettaire

neuroprotectrice

Améliore la perméabilité de la barriere sang-
cerveau et I’cedéme cérébral chez le rat

Antiproliférative

Contre le cancer du sein
Inhibe la prolifération des cellules cancéreuses du
muscle lisse

Hypoglycemique

Chez les lapins diabétiques

Antihypertensive

Efficace chez les patients avec hypertension stade 1

[+ ]
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3.3.6. Intéréts biologiques des biophénols des margines

Il 'y a une évidence croissante que les radicaux libres soient impliqués dans plusieurs
maladies humaines, puisqu'ils attaquent les biomolécules telles que les lipides, les protéines,
I’ ADN, et les biomembranes, et jouent un rdle capital dans la dégradation oxydative des aliments
et des produits cosmétiques. Par conséquent, l'extraction des composés phenoliques
biologiquement actifs a partir des margines (biophénols) constitue une alternative viable pour
valoriser cet effluent problématique (Obied et al., 2009). En effet, la fraction phénolique possede
des activités biologiques intéressantes. Plusieurs études in vitro et in vivo (tableau 5) ont montré
que les biophénols des margines exercent des activités a fort potentiel biologique, incluant mais
n'ont pas limitées a des actions antioxydantes et piégeurs de radicaux libres. Ils sont
potentiellement capables de prévenir les effets de I'inhalation passive de la fumée de cigarette qui
responsable d’un stress oxydatif, de réduire la production de thromboxane B2 par le sang entier,
et de réduire les symptdmes des maladies inflammatoires comme l'arthrose (Visioli et al., 2009).
Il a été observé aussi que l'administration des extraits de margines, entre autre I'hydroxytyrosol
purifié, a des rats diabétiques a causé une baisse dans le niveau de la glycémie (Hamden et al.,
2009).

I1 a été montré aussi que 1’absorption journaliére des polyphénols peut dépasser 1g/jour.
Elle est de ce fait supérieure & celle des autres classes de métabolites secondaires et des
antioxydants alimentaires. A titre d’exemple, elle est 10 fois supérieure a 1’absorption de la
vitamine C et 100 fois plus élevée a celle de la vitamine E et les caroténoides. Dans le tableau 5
est donnée une synthése de la littérature des activités biologiques des principaux composés
phénoliques des margines. De plus, les études de biodisponibilité ont montré que les biophénols
des olives peuvent étre absorbés au niveau de l'intestin et entrer dans la circulation sanguine sous

forme conjuguée (Manna et al., 2000; Vissers et al., 2002).

3.3.7. Caractéristiques microbiologiques

Dans les margines d’olive, seuls quelques microorganismes arrivent a se développer. Ce
sont essentiellement des levures et des moisissures. Dans la plupart des cas, il y a absence de
microorganismes pathogeénes et ils ne posent alors aucun probleme du point de vue sanitaire
(Zbakh et EI-Abbassi, 2012 ; Ntougias et al., 2013). Le pouvoir antimicrobien des margines est
lié essentiellement a l'action exercée par les phénols monomériques et les pigments bruns
catéchol-mélaninique (Hamdi et Ellouz, 1993). Ces effluents agissent sur les bactéries en

dénaturant les protéines cellulaires et en altérant les membranes (Ranalli, 1991). lIs peuvent

[ ]
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Suite du tableau 5

Composé phénolique

Bioactivité et sites d’action

Oleuropéine Antimicrobienne et | Antibactérien
antivirale Antimycoplasme
Contre les Dbactéries et les champignons
pathogenes
Activité anti-HIV des extraits des feuilles d’olive
Contre la réplication du virus de 1’hépatite B.
Anti-inflammatoire | Identifiée dans toutes les cultures des cellules
sanguines humaines
Effet protecteur Contre le régime élevé en graisse induit par la
stéatose hépatique chez la sourie
Cytostatique Contre les cellules McCoy
Molluscicide Contre les especes sud-américaines Biomphalaria
glabratus
Activité Stimulation de la thyroide et modulation de
endocrinienne I’activité hypolipidémique-hypoglycémique
Modulation des | Activation de la pepsine et inhibition de la
enzymes trypsine, lipase, glycerol-dehydrogénase,
glycerol-3-phosphate dehydrogénase, et
glycerokinase
Oleuropéine Antioxydante Activité antioxydante plus importante
aglycone comparativement a I’oleuropéine
Protege contre I’oxydation des LDL
Neuroprotectrice Inhibe 1’agrégation  du taux les naupathies
neurodégenérative
Cytoprotectice Prévient [I’agrégation amyloide cytotoxique
d’amyline humaine
Réduit I’oxydation de I’ADN, utilis¢ a fortes
concentrations
Anti-inflammatoire | Inhibe la pleurésie carraghénane induite chez la
sourie
Tyrosol antioxydante Contre la peroxydation des lipides dans les

cellules Caco-2 intestinales

Anti-inflammatoire

Chez ’homme

Cardiprotectrice

Module la production de I’anion superoxide et
I’expression MMP-9 dans les cellules THP-1
stimulé PMA

Neuroprotectrice

effet protecteur d’ischémie cérébrale transitoire
chez les rats

[ 2]
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inhiber également 1’activité des bactéries symbiotiques fixatrices d’azote dans le tube digestif

des ruminants en inhibant leur activité enzymatique (Hattenschwiler et Vitousek 2000).

3.4. Impacts environnementaux des margines

Comme les margines sont un sous-produit de la trituration des olives, on peut supposer
sans risque qu’elles sont enticrement biodégradables. Cependant, les phénols et les lipides se
decomposent a des vitesses de réactions beaucoup plus lentes que d'autres constituants, tels que
les sucres ou les acides volatils a chaine courte (Kapellakis et al., 2008). Cette résistance a la
biodégradation, avec un taux de matiére organique élevé, un pH acide et une demande chimique
(DCO) et biologique (DBO) en oxygene (respectivement, 110 g/l et 170 g/l) (Ouzounidou et al.,
2010) sont a I’origine de plusieurs impacts environnementaux. Cette situation est aggravée par le
caractére saisonnier de la production de I’huile d’olive et les volumes importants de margines
générées approchant les 30 millions de m®an, dont 98% sont concentrés dans les pays du

pourtour méditerranéen (Koutrotsios et Zervakis, 2014).

3.4.1. Pollution de lI'eau

Souvent rejetés dans des récepteurs naturels sans aucun traitement préalable, les margines
nuisent fortement a la qualité des eaux de surfaces. La coloration des eaux naturelles due aux
tannins est I’un des effets les plus visibles de la pollution (Kapellakis et al., 2008).

Les margines déversées dans l'eau réduisent sa disponibilit¢ en oxygéne. Ce
phénomeéne est accentué par la forte concentration des sucres réducteurs, qui peuvent stimuler la
respiration microbienne, ce qui induit un déséquilibre de la totalité de I'écosysteme (Kapellakis et
al.,, 2006). A forte teneur en phosphore, les margines peuvent mener a l'eutrophisation
(McNamara et al., 2008). Les lipides forment un film sur la surface des eaux, ce qui empéche la
pénétration de la lumiere du soleil et I'oxygene, inhibant ainsi la croissance des plantes
(Kapellakis et al, 2006). Les effets environnementaux négatifs comprennent aussi la
decomposition et, par conséquent, I'hypoxie, qui induisent des réductions dans d'autres
populations animales (poissons).

L'épandage des effluents d'huileries d’olive, trés riches en éléments azotés, sur les sols
peut également poser des probléemes environnementaux. En effet, les nitrates peuvent polluer les
nappes situées dans ou a proximité de la zone d'épandage et souiller la qualité de ’eau potable
(Benyahia et Zein, 2003 ; Fki et al., 2005).
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Tableau 6 : Traitements et domaines d’applications possibles des margines cités dans la littérature

Biologiques

boues a flux ascendant,
lit de boues a filtre

anaérobiques
(bactéries, levures et

anaérobie). champignons
filamenteux)
Utilisation des Production de - Alimentation
lipides ou des biomasse, d’acides humaine
substances liées aux | organiques et (production de
lipides seuls ou avec | d’enzymes : lipases, | champignons
les sucres comme laccases, comestibles)
sources de matiére peroxydases Mn- - Laiterie,
organique par dépendante, et industrie
Aérobique certains micro- pectinases pharmaceutique,
(boues activées) organismes lipo- détergents,
lytiques (bactéries, - catalyse I’hydro-
champignons et lyse des

levures)

triglycéri-des en
acides gras libres
et glycérol

- synthése de bio-
polymeres et de
bio-diesel

- Hautes charges
organiques,

- concentration élevée
en composés
phénoliques.

- Lerecoursala
dilution des margines

multiplie leur impact

- Production de boues.

Traitements Processus Principe Principaux Domaines Limitation du Réferences
produits d’applications processus
Traitement
Dégradation de la | Production d’énergie | Conversion des
Anaérobique matiere  organique | et de biogaz | biogaz en énergie
(digesteurs contact par les  micro- | (méthane, H,O, COy) Mann et al.
anaérobies, lit de organismes (2010)

Xavier da Silva
(2014)
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3.4.2. Pollution de l'air

La décharge des margines dans les bassins d’évaporation a ciel ouvert, sur les terres ou
dans les eaux naturelles génére des processus de fermentation et 1’émission de plusieurs gaz,
notamment le méthane, le dioxyde de carbone et le sulfure d’hydrogene (Niaounakis et
Halvadakis, 2004). Ce dernier conduit une pollution considérable par les odeurs méme a grandes
distances, en particulier au cours de la période de trituration des olives (Niaounakis et
Halvadakis, 2004). La pollution de l'air a un impact négatif sur les activités économiques en

zones touristiques et archéologiques.

3.4.3. Pollution des sols

L'épandage direct des margines sur les sols provoque un colmatage des sols et une
diminution de leur qualité. Ces déchets sont a l'origine de 1’augmentation de la salinité des sols
(Fiestas et Borja, 1992) et de la diminution du pH, qui pourrait étre a I’origine du changement de
leurs caractéristiques physico-chimiques. De méme, les substances toxiques contenues dans ces
effluents se fixent dans les sols. Certaines de ces substances telles que les phénols peuvent

inhiber l'activité microbienne et détruire la microflore du sol (Marisot et Tournier, 1986).

3.5. Traitements et valorisations des margines

Plusieurs traitements de dépollution des margines ont été testés et proposés pour faire
face a leur impact environnemental. A noter que la plupart de ces applications sont seulement
décrites dans la littérature scientifique (Dermeche et al., 2013) mais ne seraient pas ou
difficilement applicables sur le terrain. Le tableau 6 présente les principales voies de traitement
et de valorisation des margines proposées.

Les solutions suggérées varient du simple entreposage par épandage dans des bassins a
ciel ouvert a des procédes de traitement plus ou moins compliqués. L'entreposage par epandage
dans des bassins a l'air libre est la solution la moins codteuse et la plus facile a réaliser (Borja et
al., 1996). Elle est essentiellement pratiquée dans les pays de la rive sud de la méditerranée.
Cependant, elle présente des inconvénients : I'évaporation est difficile a cause de la couche
huileuse qui se forme en surface, en plus de l'infiltration des polluants vers le sous-sol et vers la
nappe phréatique dont les concentrations en certains éléments présents dans les margines
dépassent les normes de rejet en milieu naturel, ce qui a pour effet de souiller la qualité de I'eau

potable (Paraskeva et Diamadopoulos, 2006).
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Suite du tableau 6

Traitements Processus Principe Principaux Domaines Limitation du Réferences
produits d’applications processus
Traitement

- centrifugation, - Membranes de - solution concentrée | - Tres efficients - Couts élevés Akdemir and
filtration permettant | (pate concentrée), dans la Ozer (2008)

- Distillation et la séparation des vapeur d’eau et diminution de la | - Ne produisent pas de . .

évaporation substances dissoutes | substances volatiles. | charge polluante. | substances a valeur H:}SZQ:;‘SS et
selon la taille des ajoutée (2006)

Physiques

- Membranaire (ultra-
filtration, micro-
filtration, osmose
inverse)

- Combustion et
incinération,

- Ozonation

- Irradiation-ultrason a
basse fréquence

particules et la
charge électrique

- Utilisé surtout pour
margines 2-phases

- Elimination de la
matiére organique et
des gouttelettes
d’huile

- Réduire jusqu’a
50% des composes
phénoliques

- Tres utiles dans
les pré- et post-
traitements.

- Codt éleveé en énergie,

- Echec dans
I’élimination des
substances dissoutes.

- co(its élevés des
installations

Drouiche et al.
(2004)

Kapellekis et
al. (2008)

Beltran-Heredia
et al. (2000)

Atanassova et
al. (2005)
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La valorisation agricole des margines par compostage ou par épandage est une pratique
ancienne, notamment dans les pays producteurs de I’huile d’olive qui se situent dans les régions
arides et semi arides (Moraetis et al., 2011). La richesse en matiere organique et en nutriments
fait des margines un biofertilisant a bas cott et une source d’eau d'irrigation dans les pays
Méditerranéens ou les précipitations sont de plus en plus rares (Caputo et al., 2013). Cependant,
la pratique incontrdlée a long terme de ces techniques altére I'équilibre nutritionnel (Sierra et al.,
2001) et microbiologique des sols (Mahmoud et al., 2010) et multiplie les risques de
contamination des nappes phréatiques par lessivage (Kavvadias et al., 2010).

Les techniques de traitement biologique des margines basées sur les processus aérobie et
anaérobie font recours a des microorganismes (bactéries, champignons, levures) pour oxyder et
dégrader la matiére organique polluante en métabolites simples comme le dioxyde de carbone
(CO,), le méthane (CH,4) et les composés aliphatiques. Cependant, l'effet antioxydant des
polyphénols reste le facteur limitant pour ces procédés (Fountoulakis et al., 2002).

Les traitements physiques des margines consistent a I'épaississement des matieres
polluantes organiques et minérales (solubles et insolubles) et a leur séparation de la phase
liguide. Néanmoins, ces procédés sont a l'origine d'une importante charge polluante solide et sont
extrémement colteux en énergie rendant difficile leurs utilisations par les petites entreprises
productrices (El Hajjouji et al., 2007).

Les traitements chimiques des margines sont utilisés pour réduire I’intensité¢ de leur
coloration (Balice et al., 1997). De tels traitements peuvent étre utilisés en tant que prétraitement
ou traitement de finition apres épuration biologique.

Les tentatives de mise en place de techniques de dépollution des margines ont abouti a
I'¢laboration de procédés complexes et coliteux et surtout a générer d’autres sous-produits
difficiles a gérer. Les travaux sur ’utilisation des margines comme source naturelle pour la
production de composés phenoliques bioactifs sont en plein essor (Schaffer et al., 2010 ; Lafka et
al.,, 2011). Ces co-produits de I’industrie olé¢icole paraissent étre une source abordable et
abondante de substances phénoliques biologiquement actives qui détiennent un potentiel
prometteur en tant qu'antioxydants, agents anti-inflammatoires et antimicrobiens. Néanmoins,
I’hétérogénéité qualitative et quantitative de ces composés est souvent une difficulté (Dermeche

etal., 2013).
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Suite du tableau 6

Traitements Processus Principe Principaux Domaines Limitation du Réferences
produits d’applications processus
Traitement
- Réaction Fenton - Oxydation chimique et | - Neutralisation et - Elimination de | - Couts Kallel et al. (.2009).

Chimiques

- Echange d’ions
- Neutralisation
-Floculation/
coagulation,
précipitation/
clarification

- Adsorption

- Oxydation
électrochimique

coagulation des
COmposés organiques.
- Substitution des ions
dans la solution en
utilisant des réactifs
chimiques

- Réduire lepHa 7 par
le H,SO,4, ou augmenter
le pH par Ca(OH),

- Usage des produits
chimiques ou autres
matériaux

- Adsorption des
composés dissous des
margines sur une
substance solide.

- Les polluants sont
adsorbés a la surface de
I’anode de I’électrode,
puis détruits par
réaction de transfert
d’électrons.

déstabilisation des
colloides
hydrophiles en
suspension,

- Hydrolyse acide
des corps gras (huile,
acides gras,..) qui
facilite leur
séparation.

- Les protéines a
longues chaines
agissent comme
agents floculants
pour les matériaux
en suspension

I’huile et les
matieres en

suspension

(solides)

- La plupart des
constituants organiques
sont difficile a
précipiter (sucre,
phénol, acides volatiles,
o)

- Cout élevé de
I’adsorbant (charbon
actif commercial)
voltage, salinité,
concentration initiale
des margines

Kapellakis et al.
(2008)
Mitrakas et al. (1996)

Riccardi et al. (2000)

Niaounakis et al.
(2004).

Chatzisymeon et al.
(2008).
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Suite du tableau 6
Traitements Processus Principe Principaux produits Domaines Limitation du Références
d’applications processus
Traitement
- Bassins Fertilisants odeurs nauséabondes, Ferraz et al.
d’évaporation (résidus solides faible biodégradation (2012)
Conventionnels Secs) formation d’une couche
- Mélange aux eaux lipidigue a la surface qui | Madr et al.
municipales entrave I’évaporation (2007)
naturelle
Valorisation
Eau d’irrigation dégradation aérobie Changement des Albuquerque et
de la matiere caractéristiques physico- | al. (2004).
organique des chimiques (pH, salinité,
Naturels déchets solides porosité, érosion) et
(agricoles, forestiers microbiologiques des
-Fertilisants et urbains) et des sols. Marinho et al.
margines - Souillure des nappes (2009)
phréatiques.
-Compost - Cout éleve Zenjari et al.
(2006)
Récupération Extraction et Antioxydants Pharmacie, hétérogénéité

des antioxidants
(biophénols)

purification par des
produits chimiques

naturels purs

cosmétique et
agro-industrie

qualitative et
quantitative des
composés phénoliques

Rahmanian et
al. (2014).
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Suite du tableau 6

Autres
utilisations

- Fabrication des
savons (savon de
Marseille).

- Teinture du textile
(laine)

- Préparation des
boissons
fonctionnelles

- Traitement préalable
pour éliminer les

matiéres en suspension.

- Condition spécifique
de conservation
(température, pH)

Traitements Processus Principe Principaux Domaines Limitation du Reéférences
produits d’applications processus
valorisation
- Production de fibres | Pouvoir adsorbant Alimentation caractére diluée des Galanakis et al.
utilisées dans humaine et margines (2009).
I’alimentation animale Composés phénoliques

Dermeche et al.
(2013)

Meski et al.
(2012).

Zbahk et El-
Abbassi (2012).
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3.6. Cas particulier de valorisation : utilisation en alimentation animale

Les margines ont été utilisées directement comme aliment pour les animaux de rente.
Elles ont été distribuées sous forme d’cau de boisson a des volailles (Fedeli & Camurati, 1981)
ce qui semble avoir permis de réduire les codts de production et la mortalité des animaux.

Plus récemment, distribuées pendant 3 mois a hauteur de 5 % dans I’alimentation de
truites en croissance, les margines ont entrainé une réduction de la croissance (probablement par
un effet antinutritionnel des polyphénols sur les protéines de la ration), une modification de la
formule sanguine et une augmentation des quantités de récepteur aux cestrogénes ce qui pourrait
indiquer une activité phyto-cestrogénique de certains de ces composés et avoir des conséquences
sur la reproduction et les fonctions sexuelles des animaux a long terme (Sicuro et al., 2010).
Cependant, aucune anomalie n’a alors pu étre détectée sur la physiologie et ’activité digestive.

Aguilera et al. (1989) stipulent que les margines peuvent étre utilisées comme une source
d’énergie pour les microorganismes du rumen et par conséquent pour les ruminants étant donnée
leur teneur élevée en sucre. C’est ainsi que les margines ont été offertes a 20 brebis adultes (de
18 mois) taries et non gravides. La supplémentation en margine de la ration a été progressive
(10, 20, 30 et 40 % de la MS du foin de luzerne ou du foin ; Gasa et al., 1991). Les résultats ont
montré que l'ingestion volontaire de la matiere séche n’a pas été affectée par le niveau
d’inclusion du sous-produit. La digestibilité de la matiere séche, de la matiere organique et des
matieres azotées a évolué de fagon linéaire avec le niveau d’incorporation des margines, quand le
régime a été offert au niveau d’entretien. Cependant, quand la ration a été offerte "ad libitum",
I’incorporation de 30% de margines a causé une réduction de la dégradation "in sacco" de la
matiére séche du foin de luzerne et du pH du jus de rumen mesuré 3 heures apres le repas. Ceci
tendait a indiquer certaines limites a I’usage des margines dans la ration des ruminants et la
nécessité de définir des recommandations d’emploi. Le procédé Dalmolive décrit par Martilotti
(1993) semble remédier au probléme. Il consiste a melanger 50 kg de margines avec 20 kg de
grignons et 12,6 kg de divers résidus et sous-produits agricoles pour réduire 1’effet inhibiteur des
composés phénoliques. Ceci produit 29 kg d’aliment en granulés dont la composition est
indiquée dans le tableau 7.

La distribution des margines dans la ration des ruminants parait donc envisageable,
d’autant plus que le passage des aliments dans le rumen entraine un profond remaniement
moléculaire qui concernerait également les polyphénols et pourrait entrainer une forte réduction,
voire la perte, de leur toxicité. Cependant, la prise en compte de la variabilité probable de leur

composition parait nécessaire avant d’émettre des recommandations d’usage.
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Tableau 7 : Composition chimique de la pate des margines obtenue par le procédé Dalmolive
(Martilotti, 1993).

Composant Valeur
(% de la matiére séche totale)
Matiére azotée totale 21,6
Matiere grasse 4,0
Cellulose brute 13,1
Matiére mineérale 8,9
Extrait non azoté 52,5
Matiere azotée digestible 17,2
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IV. Digestion des aliments chez les ruminants

4.1. Anatomie du tube digestif des ruminants

D’un point de vue anatomique, le systéme digestif des bovins se compose de la bouche,
de la langue, des dents, du pharynx digestif, de 1’cesophage, des estomacs, des intestins, du
rectum et de I’anus.

Les estomacs des ruminants sont volumineux. Ils occupent les 4/5 de la cavité abdominale. Ils
comprennent trois compartiments appelés "préestomacs”, le réseau (ou réticulum), le rumen, et le
feuillet (ou omasum). Ceux-ci précédent un 4°™ compartiment, la caillette (ou abomasum), qui
correspond a I’estomac proprement dit (figure 11). Cette configuration particuliere permet aux
ruminants d’effectuer une prédigestion microbienne des aliments, avec une utilisation

particulierement poussée des fibres présentes dans la ration.

Desophage Fumen (panse) Intestin

Reéticulurn
(bonnef)

Omassum  Abomassum Fumen
(feuillet) (caillette)

Figure 11 : Estomacs des ruminants

4.1.1. Réseau et rumen

Le réseau et le rumen sont souvent considérés ensemble car leur contenu se mélange
fréquemment. Le rumen a une capacité d’environ 150 litres et représente 80% du volume total
des estomacs. Sa paroi interne est constituée de papilles qui augmentent la surface de contact
avec la masse alimentaire et qui permettent 1’absorption de certains nutriments. Le rumen est
situé sur le coté gauche de I’animal et s’étend du diaphragme au bassin. Il communique de fagon
large avec le réseau.

Le réseau est quant a lui un petit réservoir situé entre le rumen et le diaphragme, dont la

paroi présente une apparence réticulaire en nids d’abeilles tout a fait caractéristique. Sur la paroi
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droite et dorsale du réseau, cette structure fait place a un sillon relativement large et profond,
appelé gouttiere cesophagienne, qui s’étend du cardia jusqu’a I’orifice de communication entre le
réseau et le feuillet, I’ orifice réticulo-omasal.

Le réticulo-rumen assure I’essentiel de la prédigestion que subissent les aliments avant
d’atteindre la caillette. La masse alimentaire subit en effet a ce niveau d’une part un brassage
permanent via la motricité du rumen-réseau, d’autre part les fermentations microbiennes, et
enfin, un broyage pousse via la rumination (Popova, 2011).

La rumination consiste en effet en la régurgitation du bol alimentaire vers la bouche et sa
mastication. Elle permet donc une réduction de la taille des particules et une bonne imprégnation
du bol alimentaire avec la salive, ce qui a pour effet d’augmenter la densit¢ des particules
(Orskov et Ryle, 1990). Le réseau peut étre considéré comme un veritable carrefour qui régule la
circulation des particules alimentaires entre 1’cesophage, le rumen et le feuillet. Ainsi, les
particules suffisamment petites, de ’ordre de quelques millimétres, passent a travers 1’orifice
réticulo-omasal pour atteindre le feuillet, tandis que les particules de grande taille sont refoulées
vers le réseau et le rumen, ce qui a pour effet de stimuler la rumination et la production de salive.
L’orifice réticulo-omasal se trouvant en position basse, seules les particules ayant acquis une
densité suffisante pour couler, et non plus flotter dans le rumen, passent a travers celui-ci. La
rumination permet donc la vidange du rumen-réseau par la réduction en petites particules des

végétaux les plus résistants a la mastication.

4.1.2. Feuillet

D’une capacité d’environ 10 litres, cet organe, dont les parois sont constituées de fines
lamelles qui lui ont donné son nom, constitue une zone de transition entre le rumen-réseau ou la
digestion est initiée par des fermentations, et la caillette, ou la digestion est essentiellement
enzymatique (Jouany, 1994 ; Grenet, 1997). Il permet donc l'assimilation de certains nutriments
et renvoie les aliments insuffisamment fermentés vers le réticulum. Une fois les aliments sont
suffisamment fermentés, ils passent dans la caillette. Le feuillet est plus développé chez les

bovins que chez les petits ruminants.

4.1.3. Caillette

La caillette est le véritable estomac des ruminants. Le bolus alimentaire n’y séjourne que
2 ou 3 heures. Il est pourvu, comme chez les monogastriques, d’une muqueuse glandulaire qui

sécrete le suc gastrique. La sécrétion de suc gastrique, en conjonction avec les contractions de la
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musculature de la caillette, permet une digestion enzymatique des particules alimentaires. La
caillette est surtout le lieu ou débute la digestion des protéines, qu’il s’agisse des protéines
apportées directement par la ration et qui ont échappé a la dégradation microbienne, des
protéines produites par les microorganismes du rumen ou encore de ces derniers eux-mémes, qui
sont lysés et digerés a leur tour par le suc gastrique (Jarrige, 1978). Le pH acide de la caillette (2
a 2,5) permet la stérilisation du bolus alimentaire : de nombreux microorganismes venant du

rumen y sont détruits.

4.1.4. Intestin gréle

L’intestin gréle fait suite a I’estomac. Il s’agit d’un long tube cylindrique et flexueux,
d’une longueur moyenne de 40 m chez le bovin adulte, dans lequel s’effectuent la digestion et
I’absorption. Refoul¢ dans le flanc droit de I’animal par le rumen, I’intestin gréle est composé de
trois parties : le duodénum, le jéjunum et I’iléum. Le duodénum est pourvu de glandes dites
duodénales, qui sécrétent diverses enzymes. Il recoit en outre les sécrétions du foie (la bile) et du
pancréas (le suc pancréatique). L’ensemble de ces sécrétions permettent de poursuivre et de
compléter la digestion déja entamée au niveau de la caillette par le suc gastrique. Les glucides,
les protéines et les lipides sont ainsi scindés en petites molécules qui vont étre absorbées dans le

jéjunum et I’iléum.

4.1.5. Gros intestin

Le gros intestin fait suite a I’intestin gréle et se termine au niveau de ’anus. Il est formé
de trois segments successifs : le caecum, le colon et le rectum. C’est dans le gros intestin que se
termine la digestion. Le caecum est un cul-de-sac cylindrique de petite taille (50 a 70 cm de long
sur 10 a 12 cm de large), porté par I’intestin et situé a la limite de 1’iléon et du colon. Le colon
constitue quant a lui la majeure partie du gros intestin. Il se présente comme un tuyau d’une
dizaine de metres environ, qui fait suite a I’iléon et au caecum et qui se termine au niveau du
rectum. Il n’y a pas de sécrétion enzymatique au niveau du gros intestin et les mouvements y
sont faibles. Par contre, des fermentations similaires a celles du rumen s’y produisent, en
moindre proportion toutefois, contribuant a la digestion des fibres jusque-la non digérées. Une
importante absorption d’eau a lieu dans le gros intestin, de méme qu’une absorption de certains
nutriments. Les résidus non digérés passent ensuite dans le rectum ou se forment les matiéres
fécales, évacuées par I’anus. Le trajet du bol alimentaire dans le tractus digestif prend de 24 a 48

heures.

[ )



Chapitre 1 Synthese bibliographique

4.2. Fonctionnement du rumen : I’écosystéme ruminal

Le rumen est un écosystéme anaérobie strict, peuplé par 4 catégories de microorganismes
qui vivent en symbiose avec le ruminant : des bactéries, des protozoaires, des archaebactéries et
des champignons. Ces microorganismes dégradent, via des processus d’hydrolyse et de
fermentation, la plupart des composants de la ration alimentaire du ruminant, dans le but de
couvrir leurs besoins et d’assurer ainsi leur survie. Simultanément, ils syntheétisent différentes

molécules nécessaires a leur développement, telles que des acides amines et des protéines.

4.2.1. Les bactéries

Les bactéries sont trés nombreuses dans le rumen : de I'ordre de 10° bactéries/ml de jus
de rumen. Plus de 200 espéces bactériennes sont présentes (Mackie et al., 2000). Les bactéries
sécretent dans le milieu ruminal des enzymes qui assurent ’hydrolyse des protéines (protéolyse)
et des glucides : cellulose (cellulolyse), hémicelluloses (hémicellulolyse), pectines (pectinolyse)
et amidon (amylolyse) (Fonty et Durand, 2007). Certaines bactéries sont également responsables
de I’hydrolyse des lipides (lipolyse) et de leur hydrogénation. Ces bactéries occupent trois niches
écologiques dans le rumen : elles sont soit libres dans la phase liquide du rumen ou fixées aux

fibres alimentaires et a la paroi du rumen (Fonty et Durand, 2007).

4.2.2. Les protozoaires

Les protozoaires constituent la moitié de la biomasse du rumen. Ils sont cependant moins
nombreux que les bactéries, de l'ordre de 10° cellules/ml de jus de rumen, mais plus grands
(Williams et Coleman, 1997). lls sont plus sensibles aux conditions qui regnent dans le rumen,
surtout le pH, que les bactéries. A la différence de bactéries qui sécrétent dans le milieu ruminal
des enzymes hydrolytiques, les protozoaires ingerent les particules alimentaires ainsi que les
bactéries du rumen, et les dégradent. lls participent spécifiguement au métabolisme des glucides.
lls s'attaquent ainsi a tous les constituants des parois, et sont donc en concurrence avec les
bactéries, qu'ils peuvent aussi consommer. En outre, les archaebactéries méthanogénes se
trouvent fixées aux protozoaires. De ce fait, I'une des voies de la réduction de la production de

méthane consiste a réduire la taille de cette faune ruminale (Karnati et al., 2003).

4.2.3. Les archaebactéries

Il s’agit d'archaebactéries anaérobies strictes, représentant environ 4% des

microorganismes du rumen (Stewart et al., 1997). Des études, basées sur la culture ou l'analyse
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moléculaire, ont montré que les Archaea méthanogénes du rumen les plus communément isolés
appartiennent a la famille des Methanobacteriaceae (Wright et al., 2008). Il s'agit fréqguemment
d'espéces appartenant au genre Methanobrevibacter. D'autres Archaea méthanogénes
appartenant a la famille des Methanomicrobiaceae ont été isolées chez des bovins et des ovins.
Tandis que des Archaea méthanogénes de la famille Methanosarcinaceae ont été trouvées chez
les caprins et les ovins. 1l s'agit de Methanosarcina barkeri (Pei et al., 2010).

Les Archaea occupent différentes localisations dans le rumen. On les trouve dans la
phase liquide du contenu digestif mais beaucoup sont fixées sur les protozoaires ciliés, sur les

particules alimentaires, ainsi que sur I'épithélium ruminal (Ohene-Adjei et al., 2007).

4.2.4. Les champignons

Chez le ruminant adulte, la densité de champignons mesurée par des méthodes de
cultures, est comprise entre 10° et 10* champignons/ml du contenu ruminal (McAllister et Cheng,
1996). Des densités similaires ont été observées via des techniques de biologie moléculaire
(Lwin et al., 2011). Les champignons du rumen sont totalement anaérobies (McAllister et
Cheng, 1996).

La quantité de champignons dans le rumen chez I'adulte peut varier fortement en fonction
du régime alimentaire et du délai entre les repas. Six genres différents de champignons du rumen
ont pu étre isolés et identifiés ; ils appartiennent a la famille des Neocallimastigomycetes
(Anaeromyces, Caecomyces, Cyllamyces, Neocallimastix, Orpinomyces et Piromyces ;
Kittelmann et al., 2012).

Les champignons du rumen sont souvent attachés aux fibres composant la phase solide et
représentent environ 5 a 10% de la biomasse microbienne totale du rumen (Orpin, 1981). Par
ailleurs, ils ont un fort potentiel fibrolytique grace a une forte production de polyosidases, qui
permettent de dépolymériser la cellulose et les hémicelluloses, et d’hydrolyser les
oligosaccharides libérés mais ne dégradent pas la pectine. Les produits terminaux généres par la
fermentation des glucides sont du formate, de I’acétate, du lactate, de I’éthanol, du COz et de I’Hy

(Bauchop et Mountfort, 1981).

4.3. Conditions indispensables au fonctionnement du rumen

La diversité des microorganismes présents fait néanmoins en sorte que les différentes
especes se compléetent mutuellement (consortium). Les produits terminaux du métabolisme d'une
espece servant de substrat pour le métabolisme d’une autre espéce, se chevauchent et se

substituent les unes aux autres. Etant donné que les composants de la ration sont dégradés par
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des especes microbiennes bien spécifiques, un changement dans la ration doit toujours étre fait
graduellement. Une transition alimentaire est donc nécessaire. En cas de changement brutal de la
ration, des perturbations séveres peuvent parfois survenir. En général, il est considéré qu’un
changement de la population microbienne du rumen prend au minimum trois semaines.

Bactéries, protozoaires et champignons sont adaptés a vivre dans un environnement caractérise
par un pH de 6,0 a 7,0 (Brugere, 1983), en l'absence d’oxygene, a une température de 39 a 40°C
et en présence de métabolites issus des fermentations (Dehority, 2003). Les principaux produits
terminaux des fermentations microbiennes sont le dioxyde de carbone (CO5), le méthane (CHy,),
I’ammoniac (NH3) et les acides gras volatiles (AGV). Ces fermentations s’accompagnent en
outre d’un dégagement important de chaleur.

Pour permettre un bon maintien et développement des microorganismes du rumen
favorable a une bonne digestion, il est important que le rumen présente des conditions de vie
assez standard. Le pH est 'un des parametres les plus importants. Les fermentations du rumen
constituent la principale source de variation du pH. Leur intensité est liée a la composition des
aliments ainsi qu'au rythme de distribution des repas :

- Aprés un repas, le pH diminue, car la concentration en AGV augmente fortement.
- Entre les repas, le pH augmente. En effet, d’une part, la concentration en AGV diminue suite a
leur absorption progressive, et d'autre part, la rumination améne des aliments imprégnés de salive

riche en bicarbonates, qui constituent un tampon efficace.

4.4, Digestion des aliments dans le rumen

Lors du processus de digestion, les nutriments subissent des transformations aboutissant a
leur absorption ou a leur élimination par les matieres fécales. Chaque microorganisme se
caractérise par la nature du substrat auquel il est capable de s'attaquer, et est donc spécialisé dans
des fonctions meétaboliques précises, qui peuvent étre parfois assez limitées. On trouve ainsi par
exemple des bacteries cellulolytiques, capables de dégrader les glucides pariétaux, des bactéries
amylolytiques, capables de dégrader I’amidon, et des bactéries lipolytiques, capables de dégrader
les lipides. Par conséquent, la nature de la ration influence significativement la nature de la
population microbienne : un régime riche en fourrages favorisera le développement des bactéries

cellulolytiques, alors qu’un régime riche en céréales favorisera celui des bactéries amylolytiques.
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4.4.1. Digestion des glucides

Une fois arrivés dans le rumen, les glucides sont hydrolysés sous 1’action des enzymes
hydrolytiques microbiennes. Le glucose représente le principal produit terminal de ce processus
de dégradation. Ce glucose va ensuite étre converti par le jeu des fermentations microbiennes en
un métabolite intermédiaire, I'acide pyruvique. Celui-ci subit une dégradation ultérieure, qui va
aboutir a la formation d’un mélange d'acides gras volatiles (AGV) : acide acétique (C2 : 0), acide
propionique (C3 : 0) et acide butyrique (C4 : 0) (Andersen et al., 1999). L’acide lactique est
quant a lui un intermédiaire de cette chaine de dégradation. Du CO,, du CHj, et de la chaleur sont

également produits au cours de ce processus (figure 12).
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Figure 12 : Voies biochimigues de la fermentation et de la production d'AGV.

(Cuvelier et al., non daté)

Il est important de rappeler que les différents glucides (cellulose, hémicellulose,
amidon,...) sont dégradés par des populations bactériennes spécifiques ; la cellulose et
I'hemicellulose sont attaquées par les bactéries cellulolytiques, alors que I'amidon est dégradé par
les bactéries amylolytiques. Chaque population bactérienne utilise, pour ce faire, des voies de
dégradation qui lui sont propres et qui aboutissent a la formation préférentielle de tel ou tel type
d’AGV. Par conséquent, les proportions des différents AGV produits sont principalement

fonction de la composition de la ration alimentaire. L'acide acétique est majoritaire (45 a 70 %
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des AGV totaux), I’acide propionique représente de 15 a 25 % des AGV totaux, et 1’acide
butyrique 5 a 15%. Ainsi avec un régime riche en fourrages, les proportions d’acides acétique,
propionique et butyrique sont généralement respectivement de 70 : 20 : 10. Tandis qu’avec un
régime riche en céréales, la proportion d’acide acétique diminue, et celle d’acide propionique
augmente, les proportions des 3 acides gras étant plutot aux alentours de 40 : 40 : 20. La
production d’acide butyrique est quant a elle augmentée lorsqu’il est distribué¢ des aliments

riches en sucres solubles (Jouany et Ushida, 1998).

4.4.2 Digestion des lipides

Le rumen est le siege d’une lipolyse intense et rapide : les lipides alimentaires sont
hydrolysés par les microorganismes du rumen, ce qui permet la production de glycerol et
d’acides gras libres. Le glycérol formé est rapidement fermenté en AGV, alors que les acides
gras insaturés sont fortement remaniés par les microorganismes du rumen (figure 13). Les acides
gras libres, fixés aux particules alimentaires, quittent le rumen, passent dans la caillette, puis

dans I’intestin gréle, ou ils sont digérés et absorbés (Vossenberg et Joblin, 2003).

INTESTIN
GRELE

Lipides d’origine
alimentaire

Glycérol Acides Gras

saturés et
insaturés

Transformations

v

SANG v
AGV Acides Gras

Figure 13 : Schéma de la digestion des lipides chez les ruminants.
(Cuvelier et al., non daté)
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A c6té de leur activité de dégradation des lipides alimentaires, les microorganismes du
rumen synthétisent des lipides microbiens, caractérisés notamment par la présence d’acides gras
ramifiés. Lorsque ces microorganismes quittent le rumen et passent dans la caillette, ils sont
hydrolysés par le suc gastrique. Ceci permet la libération des lipides microbiens, les acides gras
libres microbiens rejoignant le pool d’acides gras libres pour subir la digestion et I’absorption

intestinales (Doreau et Ferlay, 1994) (figure 13).

4.4.3 Digestion des matieres azotées

Les maticres azotées alimentaires (composées des protéines et de 1’azote non protéique)
subissent dans le rumen une degradation plus ou moins importante, dont le produit terminal est
I'ammoniac (NHs) : les protéines alimentaires sont ainsi transformées en acides aminés puis
subissent une fermentation jusqu’au stade NHs, alors que l'azote non protéique est directement
transformé en NHs;. Cette dégradation génére la production d’une faible quantité d’énergie
(Coleman, 1975).

Ces acides aminés sont désaminés majoritairement par les protozoaires pour former
I’ammoniac (NH3) et des squelettes carbonés dont des AGV ramifiés en particulier isobutyrate et
isovalérate (Jouany, 1994). L'activité uréolytique de certaines bactéries participe aussi a la
production d’ammoniac, a partir d’urée alimentaire ou endogene.

L'ammoniac est utilisé par les microorganismes du rumen pour synthétiser leurs propres
protéines, appelées protéines microbiennes (figure 14). Cette synthése ne peut cependant avoir
lieu qu’en présence d’une quantité suffisante d'énergie disponible pour les microorganismes
(effet de synchronisation). Cette énergie est principalement générée par la dégradation des
glucides. Dans le cas contraire, les matiéres azotées excédentaires seront éliminées sous forme de
NH; potentiellement toxique. Ce dernier est en effet absorbé par la paroi du rumen et transporté
jusqu'au foie ou il est transformé en urée. Par ailleurs, l'urée est principalement excrétée par les
reins et éliminée par les urines et le lait chez la vache laitiére ou un exces peut étre a l'origine de
mammite. Elle peut cependant également retourner au rumen via la salive.

Une partie des protéines de la ration résiste a la dégradation ruminale et passe dans la caillette,

ou elle est alors dégradée par voie enzymatique (“protéines by-pass™).
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Figure 14 : Schéma de la digestion des matieres azotées chez les ruminants.
(Cuvelier et al., non daté)

4.4.4. Digestion des caroténoides
4.44.1. Apports de caroténoides dans I’alimentation des ruminants

Bien que les caroténoides sont nécessaires pour maintenir une santé et un
comportement normaux chez les animaux, ceux-ci sont incapables de synthétiser les
caroténoides et comptent donc sur leur régime alimentaire pour s’en approvisionner.

Dans les plantes, les caroténoides sont synthétisés et séquestrés dans les plastes
associés a des protéines. Ils sont concentrés principalement dans les membranes des
chromoplastes des fleurs et des fruits, et associés a la chlorophylle dans les chloroplastes des
tissus photosynthétiques. Dans les fourrages, les caroténoides sont présents principalement dans
les feuilles (Dewhurst et al., 2009) dont la teneur peut étre 5 a 10 fois plus élevée que dans les
tiges (Livingston et al., 1968).

Pendant longtemps, les études sur les caroténoides des fourrages ont été focalisées sur
leur fonction provitamine A. Par conséquent, les méthodes d’analyses ont été limitées a la
quantification de caroténe ou de B-caroténe, qui toutefois incluait diverses molécules et isomeres
(Kalac, 2013). Les avancements dans les techniques de séparation de molécules (Cardinault et

al., 2006) et I’intérét particulier de certains caroténoides dans la production animale, ont permis
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d’augmenter les connaissances sur la diversité et la concentration de caroténoides dans les
fourrages, ainsi que sur les différents facteurs de variations.

Bien qu’il existe une trés grande diversité de caroténoides identifiés dans les plantes, pas
plus de 10 ont été rapportés dans l'alimentation des ruminants, dont les principaux appartiennent
a la famille des xanthophylles. Parmi les 6 xanthophylles identifiées, jusqu’a présent, la lutéine
constitue le composé majoritaire et représente en moyenne 56% des caroténoides totaux dans les
fourrages verts et les ensilages et 64% dans les foins. La zéaxanthine a été fréquemment
rapportée et I’epilutéine (probablement un isomeére cis de la lutéine (Chauveau-Duriot et al.,
2005). La présence de neéoxanthine, de violaxanthine et d’anthéraxanthine a été plus rarement
rapportée et concerne des fourrages plurispécifiques en vert (Graulet et al., 2006) ou séchés en
grange (Cardinanult et al., 2006) ; la présence de néoxanthine et de violaxanthine dans la luzerne
avait eté siganlée par Livingston et al. (1968). Concernant les caroténes des fourrages, 4
molécules différentes ont été identifiées; le tout-trans-B-caroténe (composé majoritaire), 1’a-
caroténe et les isomeéres 13-cis et 9-cis-p-caroténe. En terme de concentration, il a été rapporté
par Noziere et al. (2006a), que dans le dactyle (Dactylis glomerata), le ray-grass anglais (Lolium
perenne) et le trefle rouge (Trifolium pratense), les proportions moyennes de la lutéine, la
zéaxanthine, ’epilutein et le B-caroténe sont, respectivement de 630, 120, 80 et 170 mg/kg de
MS. Dans les paturages des prairies naturelles, Calderon et al. (2007) ont trouvé que les
concentrations de la lutéine, la violaxanthine, la zéaxanthine, 1’epilutein, 1’anthéraxanthine, le
tout-trans-p-carotene et le 13cis-p-carotene étaient, respectivement de 490, 140, 100, 90, 30, 40
et 110 mg/kg de MS. Néanmoins, le contenu en caroténoides des fourrages est affecté par
plusieurs facteurs dont principalement les familles ou les especes végétales ; les légumineuses
sont plus riches en caroténoides que les graminées (Chaveau-Duriot et al., 2005), leur stade de
maturité (le contenu en caroténoides diminue avec 1’age du fourrage ; Graulet et al., 2012), les
facteurs environnementaux (intensité de la lumiére, température et humidité), la nature du
fourrage ; la concentration en caroténoides diminue fortement dans les fourrages conserves et
ensilés (entre 20 et 70 mg/kg de MS dans I’ensilage de mais ; Ferlay et al., 2013) et certaines
pratiques culturales (comme la fertilisation et I’utilisation de pesticides ; Park et al., 1983) et
méthodes de fabrication (les concentrés contiennent des teneurs faibles en caroténoides dues a

leur destruction lors du processus de fabrication).

4.4 .4.2. Transfert des caroténoides de la ration au lait chez les ruminants

La concentration des caroténoides dans les produits bovins est déterminée d’une part par

leurs caractéres qualitatifs et quantitatifs des fourrages ingérés, et d’autre part par leur transfert
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de la matrice végétale vers les tissus. En regard des faibles teneurs en caroténoides retrouvees
dans le lait, I’efficacité du transfert vers la glande mammaire semble fortement limitée. Il est
vraisemblable que les différentes €tapes du transfert des caroténoides de 1’alimentation au lait
(digestion ruminale, absorption intestinale et métabolisme tissulaire) puissent influencer leur

disponibilité pour la mamelle et les autres organes cibles.

4.4.4.2.1. Digestion ruminale

Wing (1969) a mis en évidence une forte digestibilité des caroténoides des fourrages dans
I’ensemble du tube digestif des bovins (en moyenne 78%) ; cependant, cette digestibilité était
variable entre fourrage, en particulier en fonction de I’espéce botanique et de la teneur en matiere
seche. Elle était aussi plus élevée pour les fourrages verts que pour les fourrages conservés, pour
les foins que pour les ensilages.

Plusieurs travaux, conduit in vivo ou in vitro sur le devenir des caroténoides dans le
rumen, ont porté essentiellement sur le f-caroténe et ont conduit a 3 types de conclusions
distinctes ;

1) une dégradation partielle (disparition de 20 a 35% du B-caroténe aprés 7 a 9h d’incubation en
fermenteur ; Davidson et Seo, 1963) et élevée (de I'ordre de 50% du B-caroténe et de
xanthophylles ; Cardinault et al., 2004),

2) une dégradation treés faible (voire nulle) a été enregistrée par Dawson et Hemington (1974) ;
Cohen-Fernandez et al. (1976). D’aprés Van Soest (1982), la forte proportion de doubles liaisons
de configuration trans rendrait les caroténoides plus résistants que les acides gras a
I’hydrogénation par les bactéries du rumen,

3) Possibilité d’une synthese de B-caroténe par les microorganismes rumen. En effet, chez le
veau né dans des conditions stériles recevant un lait synthétique dépourvu de caroténes,
I’incubation d’une bactérie isolée d’un rumen de vache a induit une excrétion fécale de B-

carotene (Pivnyak et Aridhzhanova, 1977).

4.4.4.2.2. Absorption intestinale
Concernant le passage des caroténoides au travers de la paroi intestinale, les informations
disponibles sont majoritairement basées sur 1’étude des monogastriques (Faure et al., 1999).
Dans ces espéces, I’importance et la nature des lipides alimentaires influence la solubilisation
des caroténoides et, par conséguent, leur absorption intestinale. Rappelons que les caroténoides

sont des molécules liposolubles et qu’elles sont donc transportées avec la phase lipidique.
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L’expérimentation de Cardinault et al. (2006) menée sur des brebis recevant du trefle
violet sous forme fraiche et munie de cathéters fixés au niveau de la circulation portale permet de
déceler uniquement la lutéine et I’épilutéine dans le plasma. L’absence de B-caroténe dans le
sang du systeme porte peut étre expliquée par une conversion intensive en vitamine A, 1’activité
de clivage de la 15-15’-mono-oxygénase intestinale étant tres efficace chez les ovins. Ces
résultats confirment egalement que, du fait des caractéristiques lipophiles des caroténoides, leur
absorption se fait presque exclusivement par les vaisseaux lymphatiques.

Dans le tractus digestif, les xanthophylles, qui sont des molécules polarisées, sont
exposees en surface externe des émulsions et des micelles, leur transfert entre émulsion et
micelles est donc plus facile et plus efficace que pour les carotenes qui, en tant que molécules
moins polarisées, sont piégées au centre de ces particules. Le transfert des caroténoides de
I’émulsion aux micelles pourrait étre un facteur limitant de leur absorption intestinale, et tout
particulierement dans les cas d’apports déséquilibrés avec trop de caroténoides ou trop peu de
graisses. Selon un consensus général datant des années 1970, 1’absorption des caroténoides par la
muqueuse intestinale s’effectuait selon un mécanisme passif (Bulvestre, 2007). Cependant,
I’existence de différences selon I’espece animale étudiée, les molécules ou les segments
intestinaux impliqués dans I’absorption des caroténoides suggere en réalité un mécanisme actif
(During et Harisson, 2004). Un récepteur facilitant leur transport serait impliqué dans le passage
des caroténoides au travers de la membrane de la face muqueuse des entérocytes (Noziere et al.,
2006b). Plusieurs études confirment cette hypothése en montrant que les capacités d’absorption
du B-caroténe sont dépendantes de la dose et de la durée, et qu’elles sont également saturables
(Moraet al., 2001).

Chez les ruminants, les mécanismes exacts restent inconnus, mais présentent
vraisemblablement des spécificités liées aux modifications de la composition des lipides passant
dans le duodénum induites par le métabolisme ruminal des graisses alimentaires. Les sécrétions
biliaires peuvent également jouer un role dans la composition des caroténoides présents dans le
tractus digestif grace au recyclage entéro-hépatique. Concernant les taux d’absorption des
différents caroténoides, les rares résultats publiés dans la littérature sur le ruminant indiquent des
taux d’absorption apparente de 1’ordre de 56% pour la lutéine, et de 22 a 23% pour le tans- et le
13-cis-B-caroténe dans I’intestin gréle du mouton (Cardinanult et al., 2006), ou de 66 a 88% pour

le B-caroténe dans I’intestin total chez le bovin (Mora et al., 2001).
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4.4.4.2.3. Métabolisme du B-carotene
La disponibilité des caroténoides dépend de leur transport dans la lymphe et le plasma, de
leur métabolisme tissulaire (particulierement la conversion en vitamine A et ’utilisation comme
pigments et antioxydants), mais également de leur stockage dans les tissus adipeux ou de leur

sécrétion biliaire par le foie.

e Conversion des caroténoides en vitamine A

Au niveau de I’entérocyte, les caroténoides pro-vitaminiques A, essenticllement le f-
carotene, peuvent étre transformés en deux molécules de rétinal par I’enzyme B-caroténe 15°15’-
mono-oxygénase. Chez 1’homme, clle est plus active vis-a-vis de 1’isomére trans du B-carotene,
et elle peut étre inhibée par la zéaxanthine (Grolier et al., 1997). Chez les ruminants, I’activité de
I’enzyme intestinale semble étre meilleure chez les ovins que chez les bovins ou les caprins
Yang et Tume, 1993), ce qui explique le stockage de p-caroténe plus élevé et la coloration jaune
des carcasses plus marquée chez les bovins (Mora et al., 2001). La conversion des caroténoides
en rétinol peut également avoir lieu dans d’autres types de cellules épithéliales ou dans les
entérocytes (Borel et al., 2005); elle pourrait également avoir lieu au niveau de glande
mammaire. En effet, il a ét¢ montré par Schweigert et Eisele (1990) qu’aprés une administration
parentérale de B-caroténe a des vaches laitiéres, les concentrations en vitamine A augmentent

dans le lait mais pas dans le sang.

e Transport plasmatique des caroténoides

Suite a 1’absorption par les entérocytes, les caroténoides qui ne sont pas transformés en
rétinal (les xanthophylles plus une fraction des carotenes) sont transportés du pdle luminal au
pole séreux de I’entérocyte, ou ils sont excrétés dans la lymphe associés aux triglycérides
alimentaires dans les chylomicrons (CM) qui migrent vers le foie. Les caroténoides peuvent étre
stockés dans le foie, comme une large gamme de substances lipophiles, dont la vitamine E, puis
étre ensuite sécrétés avec les triglycerides hépatiques dans le plasma sanguin sous forme de
lipoprotéines de tres faible densité (VLDL) (During et Harisson, 2004). Chez les bovins, les
caroténoides plasmatiques sont essentiellement associés aux lipoprotéines de haute densité
(HDL), ce qui est cohérent avec la composition lipoprotéinique de leur plasma, alors que chez les
ovins et caprins, ils seront majoritairement associés aux fractions LDL et VLDL.

Chez les bovins, le B-carotene, particulierement le trans-f-caroténe, est la forme
circulante principale des caroténoides. En plus faible importance, les isoformes 13-cis-p-

caroténe, I’a-carotene et la lutéine peuvent également étre retrouves dans leur circulation. Ces
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proportions different entre les espéces, comme par exemple chez les petits ruminants, chez
lesquels la lutéine est majoritaire et d’autres caroténoides peuvent étre retrouvés, dont la

zéaxanthine (Yang et al., 1992).

e Stockage des caroténoides dans les différents organes

Chez les bovins, les caroténoides sont presents en quantités particulierement importantes
dans le foie et les tissus adipeux. Ces derniers constituant sans doute la majeure partie des
réserves corporelles en caroténoides, particulierement en B-caroténe. Le foie et le plasma étant
également des pools non négligeables (Mora et al., 2001).

Pour la capacité du tissu adipeux bovin a mobiliser les caroténoides, soit en phase de
déplétion nutritionnelle (diminution des apports en caroténoides) soit en phase de lipo-
mobilisation, il a été montré que chez la vache laitiére le pool de B-caroténe diminue de 40%
aprés 6 semaines de déplétion, sans mobilisation des lipides (Noziére et al., 2006b). Paterson
(1965) a rapporté une relation linéaire entre caroténe et acides gras non estérifiés (AGNE)
plasmatiques chez la vache laitiere avant le vélage, suggérant une libération du caroténe
concomitante a la lipomobilisation. Les mécanismes impliqués restent inconnus, mais le flux de
sortie des caroténoides de 1’adipocyte vers le plasma pourrait mettre en jeu les HDL, comme

c’est le cas pour le cholestérol (Calderon, 2007).

e Mécanisme de transfert des caroténoides du plasma a la mamelle

A la différence des acides gras du lait, dont 60% sont fournis par le plasma et 40%
peuvent étre synthétisés de Novo dans la mamelle (Chilliard et al., 2001), les caroténoides du
lait sont exclusivement fournis par le plasma. Les mécanismes d’apport de caroténoides a la
glande mammaire incluent :

1) le captage par Uintermédiaire de ’action lipolysante de la lipoprotéine lipase sur les
lipoproteines riches en triglycérides : chylomicrons chargés des caroténoides absorbés au niveau
intestinal, VLDL (et LDL) contenant les caroténoides stockes puis sécréteés par le foie dans le
plasma. Ce mécanisme a été mis en évidence chez la rate pour I’a-tocophérol (Martinez et al.,
2002) dont le captage par la glande mammaire dépend, pour les acides gras, de ’action de la
lipoprotéine lipase (LPL) sur les CM. Ce mécanisme pourrait expliquer le faible taux de transfert
des caroténoides entre le plasma et le lait, puisque le CM et les LPL ne transportent qu’une faible

proportion de ces molécules chez le ruminant (Yang et al., 1992).

[ &)



Chapitre 1 Synthese bibliographique

2) Dinternalisation compléte des petites lipoprotéines (LDL et HDL) via des récepteurs
spécifiques par les cellules épithéliales mammaires, productrices des différentes composantes du
lait. Chez la femme, Schweigert et al. (2004) ont trouvé des profils de caroténoides différents
entre le colostrum (plus riche en a-caroténe et lycopéne, moins polaires) et le lait mature (plus
riche en lutéine et zéaxanthine, plus polaire). D’autre part, ils ont montré que les caroténoides
polaires sont répartis en proportions équivalentes entre les LDL et les HDL. Ces resultats
suggerent I’existence d’un mécanisme sélectif dans le transfert des caroténoides dans le lait,
mettant en jeu différents types de lipoprotéines en fonction de la phase de lactation.

Le taux de transfert des caroténoides entre le plasma et le lait est trés faible ; avec un
débit de I’ordre de 350 1 de plasma/kg de lait, le taux de transfert de p-carotene (caroténoide qui
représente 75 a 85% des caroténoides totaux dans le lait) est de I’ordre de 0,008% (Noziere et
al., 2006a). Ce taux de transfert est beaucoup plus faible que celui de la vitamine A (de 0,10 a

0,43%), mesuré dans les mémes conditions.

e Meétabolisme de la vitamine A

Le rétinol issu de la conversion du p-caroténe par la 15-15° monoxygénase des
entérocytes ou de la supplémentation en esters peut étre libéré dans la lymphe et le plasma pour
étre transporté vers le foie qui constitue le principal site de stockage de la vitamine A. Celle-ci
peut circuler sous forme d’esters de rétinol dans les lipoprotéines plasmatiques. Sous forme non
estérifiée, elle circule dans le sang liée & une protéine d’origine hépatique, la Rétinol Binding
Protein (RBP ; Nonnecke et al., 2004) qui permettent de réguler sa mobilisation par le foie, sa
teneur circulante dans le plasma et son transport a la glande mammaire. Bien qu’une majorité des
caroténoides des CM soit captée par le foie, il a été estimé que 25 a 30% d’entre eux peuvent étre
utilisés par les tissus extra-hépatiques. D’autres formes de rétinoides circulent dans le plasma a
des teneurs nettement plus faibles : acide rétinoique lié a 1’albumine, rétinyl- et rétinoyl-p-
glucuronides (Paik et al., 2004).

La vitamine A sécrétée dans le lait est principalement d’origine plasmatique, mais la
capacité de la glande mammaire a cliver le Rétinol B-carotene en vitamine A a également été

mise en évidence (Schweigert et Eisele, 1990).

En conclusion, ’apport des caroténoides a la mamelle est régulé par : a) leur absorption
par les entérocytes, b) leur métabolisme dans les tissus (transformation en vitamine A, utilisation
comme pigment ou comme antioxydant) et c) leur stockage/relargage par le foie ou les tissus

adipeux.
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4.4.5. Digestion des tocophérols
4.45.1. Apports de vitamine E dans I’alimentation des ruminants

La vitamine E est synthétisée par les végétaux et sa présence dans le lait résulte de la
consommation, par le ruminant, de fourrages verts ou d’aliments concentrés enrichis (oléagineux
par exemple) ou supplémentés (concentre de production, complément minéral et vitaminique
(CMV)). L’herbe fraiche est de loin, parmi les fourrages la source la plus riche en vitamine E
(250 mg/kg de MS ; Ferlay et al., 2013). L’a-tocophérol est plus abondante dans les feuilles que
les tiges. La proportion des feuilles, dans les plantes, peut varier selon les especes, la maturité,
les conditions climatiques, la saison et la latitude. Par conséquent, ces différents facteurs vont
affecter la concentration d’a-tocophérol dans les fourrages (Kalac et al., 2011).

De nombreuses études stipulent que les concentrations en a-tocophérol diminuent a
mesure que les plantes arrivent a maturité du fait de la perte physiologique croissante des feuilles
(Ballet et al., 2000). Par ailleurs, cette concentration est considérée optimale au moment de la
floraison pour les légumineuses et I’épiaison pour les graminées (Ballet et al., 2000). Les
facteurs environnementaux, tels que la lumiere du soleil, la photopériode et la température,
affectent également le contenu d’a-tocophérol dans les plantes (Havaux et al., 2005). Pour un
stade de croissance donné, les fourrages sont plus riches en a-tocophérol lorsqu'ils sont cultivés
dans des conditions douces et humides. L'effet bénéfique des conditions pluvieuses réside dans la
réduction de la quantité de la lumiére du soleil regue par la plante (Munné-Bosch et Alegre,
2005). Il a également été montré que l'intensité lumineuse élevée a de basses températures est
plus stressant pour les plantes que lintensité lumineuse élevée & des températures élevées
(Havaux et al., 2005). La maniére dont le fourrage est traité entre sa récolte et offert comme
aliment aux animaux peut influer sur sa teneur en a-tocophérol. Le découpage, le séchage et le
meulage détruisent 1’a-tocophérol par oxydation. Cette réaction est accélérée par la lumiere
ultraviolette et la chaleur (Bauernfeind, 1980).

L'ensilage est supérieure par rapport a la fanaison des fourrages dans la préservation de
I’a-tocophérol (Ballet et al., 2000). Il peut y avoir des pertes allant jusqua 80-90% d’a-
tocophérol dans le foin, mais dans les ensilages bien fermentés les pertes sont souvent moins de
20% (Kalac et al., 2011). Les pertes au cours du processus d'ensilage varient entre les études et
les conditions d'ensilage et du choix des especes végétales (Beeckman et al., 2010). La teneur en

vitamine E des principaux aliments des ruminants sont, a titre indicatif données dans le tableau 8.
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Tableau 8 : La teneur en vitamine E des principaux aliments des ruminants (Meschy, 2007).

Aliments Teneur en VitE (pg/kg de MS)
Céreales 15-30
Tourteaux 15-20
Pulpe de betteraves déeshydratées 12
Luzernz déshydratée 150-200
Fourrages verts :
Prairies permanente 20
Graminées 20
Légumineuses 100
Ensilages :
Prairies permanente 5
Mais 5
Graminées 5
Légumineuses 5
Foins :
Prairies permanente 10
Graminées 5
Légumineuses 10

Pour la supplémentation en vitamine E, les recommandations récentes sont d’environ
80 Ul (unité internationale)/kg de matiere séche ingérée (MSI) en période de tarissement et post-
partum, et de 20 Ul/kg de MSI au cours de l'allaitement (Kalac, 2013). L apport en vitamine E
est généralement considéré comme suffisant lorsque 1’a-tocophérol contenue dans le plasma
sanguin est supérieure a 3-3,5 pug/ml, ou a un rapport plasma/cholestérol égal a 2. Au-dela de ces

valeurs, aucun bénéfice supplémentaire de la vitamine E n’a été observé (Baldi, 2005).

4.45.2. Transfert de vitamine E de la ration au lait chez les ruminants

Dans la plupart des cas, méme si la concentration en a-tocophérol dans les fourrages est

élevée, les besoins en vitamines E des ruminants ne peuvent étre convenablement couverts par

leur consommation quotidienne de fourrage (McDowell, 2000). Entre I'ingestion et utilisation

métabolique d’a-tocophérol présente dans les fourrages, deux étapes importantes sont

impliquees: le passage de la matiére a travers le rumen et l'absorption intestinale. Un certain

nombre de facteurs peut donc modifier le passage de la vitamine E du fourrage au lait des
vaches.

4.4.5.2.1. Digestion ruminale
La dégradation de la vitamine E par les microorganismes du rumen a été rapportée. En

effet, Alderson et al. (1971) ont constaté une dégradation de la vitamine E variait de 8 a 42 %
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avec I’augmentation du niveau d'incorporation de mais dans la ration. Suite a ces résultats, ils ont
suggéré que la vitamine E a été partiellement dégradée par la microflore du rumen et en
particulier par les bactéries amylolytiques. Une dégradation modérée de la vitamine E par la
microflore du rumen (environ 20%) a été signalée par Robert, (1995). Par ailleurs, des études
plus récentes, en utilisant la forme stabilisée de la vitamine E (acétate de dl-a-tocophérol), ont
rapporté qu’il y a eu peu ou pas de dégradation de la vitamine E dans le rumen (Chikunya al.,
2004). Trés récemment, en utilisation des vaches laitieres de haute production, Hymgller et
Jensen (2010) ont également montré qu’aucune dégradation de l'acétate de dI- a-tocophérol n’a

été enregistrée dans le rumen.

4.4.5.2.2. Absorption, transport et distribution de la vitamine E

L’absorption de la vitamine E dépend étroitement des processus régissant la digestion
et l'absorption des graisses alimentaires. En effet, la carence clinique en vitamine E chez
'homme est généralement due au syndrome de malabsorption des graisses (Bramley et al.,
2000). La vitamine E est absorbée dans lintestin gréle proximal, ou le transport a travers la
bordure en brosse est sensé se produire par diffusion passive. Chez le rat, approximativement
40% d’une dose unique d’a-tocophérol a été absorbée, tandis que 65% de la dose a été absorbé
lorsqu'une a-tocophéryle acétate a été administré lentement et de maniére continue. Dans les
¢tudes sur ’homme, les estimations de 24 h d'absorption efficiente pour l'a-tocophérol et a-
tocophérol acétate ont varié entre 21 et 86%. Plusieurs groupes ont rapporté que la
supplémentation en vitamine E chez I’homme augmente les concentrations plasmatiques pas
plus de deux a trois fois indépendamment de la durée, de la quantité ou de la fréquence des
doses, suggérant qu'il existe une limite d'absorption de la vitamine E et son transport dans le
corps. Traber (2000) a démontré que I’absorption de la vitamine E a augmenté linéairement avec
I’augmentation de la dose administrée, alors que les concentrations du tocophérol plasmatique
restent constantes. Ces auteurs ont conclu que la vitamine E est absorbée a un taux constant,
suggérant que la vitamine E nouvellement absorbée a remplacé en partie le tocophérol déja
présent dans les lipoprotéines circulantes, limitant ainsi les concentrations plasmatiques globales.

Chez les ruminants, la vitesse d’absorption de la vitamine E est relativement lente que
chez d'autres espéces, le pic au niveau du plasma est atteint environ 24-48 h apres administration
orale (Ballet et al., 2000). L'efficacité d'absorption de la vitamine E varie avec son niveau
d’apport dans I’alimentation; a 10 Ul/kg, il y a environ 98% de l'absorption de la vitamine E,

entre 100 et 1000 UlI, l'efficacité baisse, respectivement entre 80 et 70% (Leeson et Summers,
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2001). 1l est également probable que l'absorption par lintestin est limitée par saturation & des
niveaux alimentaires tres élevés en vitamine E (Weiss et Wyatt, 2003).

La vitamine E est sécrétée dans les CM a la suite de son absorption dans la muqueuse
intestinale. Les CM sont transportés le long de l'intestin via la voie lymphatique et sécrétée dans
la circulation, ou ils subissent un catabolisme par la LPL, une enzyme fixée a la surface de
I'endothélium capillaire, conduisant a la formation des résidus de chylomicrons. Les composants
de surface en exces produits par le catabolisme des chylomicrons sont transférés directement aux
HDL, qui peuvent échanger leur tocophérol nouvellement acquis avec d'autres lipoproteines
circulantes. En outre, la LPL peut agir comme une protéine de transfert, transférant la vitamine E
a un certain nombre de tissus, y compris la peau, les muscles et le tissu adipeux. Les tissus
capables de synthétiser la LPL (par exemple, le tissu adipeux) peuvent obtenir plus de tocophérol
par ce mécanisme. Cependant, la majeure partie des tocophérols absorbés restent dans les résidus
de chylomicrons, qui sont ensuite absorbés par les cellules parenchymateuses du foie.

Le foie joue un réle central dans la libération de tocophérol dans la circulation et par
conséquent son mouvement vers les tissus périphériques. Cela dépend de l'action d'une protéine
cytosoligue 30 kDa, appelée a-tocophérol transfert protein (TTP). La TTP se lie
préférentiellement a 1’a-tocophérol plus qu’au 6-homologue, car elle peut discriminer entre le
nombre et la position des groupements méthyle sur I’anneau chromanol. Ainsi, bien que I’a- et d-
tocophérol soient absorbés a un degré similaire et incorporés dans les chylomicrons en quantités
¢égales, la majeure partie du d-tocophérol est excrétée dans la bile alors que l'a-tocophérol est
retenue préférentiellement. Il en résulte que 1’a-tocophérol soit 'homologue prédominant in vivo,
avec plus de 80% de la vitamine E présente dans la circulation (Bramley et al., 2000). La TTP

peut également discriminer entre les différents stéréo-isomeéres du tocophérol.

e Concentrations et taux de transfert de l'a-tocophérol dans le lait de vache.

La teneur en vitamine E dans le lait de vache est affectée par plusieurs facteurs, tels que
les espéces, les races, selon la variabilité individuelle liée au patrimoine génétique, le stade de
lactation, la parité de I’animal, en interaction avec son niveau de production et son état sanitaire.
La nature de I’alimentation joue également un rdle important (Noziére et al., 2006a). Shingfield
et al. (2005) ont enregistré des teneurs en a-tocophérol de 1,10-1,15 et 0,54 mg/kg de lait de
vaches nourries, respectivement d’ensilages d'herbe et de foin. En revanche, Mogensen et al.
(2012) n'ont pas trouvé de différence significative. La sécrétion d'a-tocophérol dans le lait était
liée a l'apport alimentaire. En effet, Focant et al. (1997) ont montré qu’une supplémentation

alimentaire a un taux élevé en vitamine E (9616 Ul/j) a augmenté le contenu en a-tocopherol
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dans le lait et amélioré la résistance des matieres grasses laitieres du lait & I'oxydation.
Néanmoins, Le taux de transfert apparent d’a-tocophérol de I'aliment au lait a été d'environ 2,8-
6% (Hojer et al., 2012).

4.4.6. Digestion des composes phénoliques
4.4.6.1. Les polyphénols des fourrages

Les fourrages contiennent de grandes quantités de composés aromatiques a la fois dans la
paroi cellulaire insoluble (Besle et al., 1994) et dans le contenu cellulaire sous forme d'eau et de
polyphénols soluble dans 1’éthanol (Fraisse et al., 2007) spécifique a chaque taxon végeétal
(Harborne,1999). Les teneurs en Flavonoides et d’autres composés phénoliques variaient de 0,8 a
8 g/kg MS, la prairie naturelle étant de loin la plus riche. Le tréfle violet fraichement fauché
contenant 9,2 g/kg MS d’isoflavones (Besle et al., 2004). Les Composeés caffeoyle et flavonoides
glycosides ont été principalement trouvés dans le foin de ray grass, le foin de prairie et la prairie
paturée. Les composés hydrolyseés tels que les acides hydroxycinnamiques et aglycones ont été
trouvés dans I’ensilage de mais et 1’ensilage de ray grass. Les taux estimeés de polyphénols
¢taient les plus faibles pour I’ensilage de mais (3,7 g/kg), a peu pres similaire pour le foin et
I’ensilage de ray grass et le foin de dactyle (environ 15g/kg). Les concentration les plus grandes
ont été signalées pour le foin de prairie (21,6 g/kg) et la prairie paturée (35,3 g/kg) (Besle et al.,
2010). La présence de flavonoides principalement sous la forme de glycosides dans tous les foins
plaident en faveur de la pertinence du séchage en grange dans 1’obscurité pour préserver les
polyphénols. En revanche, il a été démontre avec le tréfle rouge que I'ensilage fermenté et le
séchage au four sont deux procédés appropriés pour la conservation des aglycones dans les
fourrages (Sakakibara et al., 2004).

4.4.6.2. Métabolisme des composés phénoliques et transfert a la

glande mammaire
La plupart des composés phenoliques (CP) naissent de la dégradation ruminale des
polyphenols solubles et des composés aromatiques de la paroi cellulaire. Plusieurs réactions de
réduction, de déméthylation, de déshydroxylation, et de décarboxylation avec une vitesse
variable ont donné lieu a plusieurs composés aromatiques qui sont capables d'étre absorbés
(Besle et al., 1995). Les composés sont absorbés a travers le rumen et la muqueuse intestinale et
immediatement conjugués avant de pouvoir étre transformé dans le foie, excrété dans l'urine ou

le lait (Scheline, 1991). Les principaux acides phénoliques observés dans le rumen des moutons
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recevant des fourrages étaient les acides 3-phénylpropionique (APP), cinnamique (AC), et
benzoique (AB) (Chesson et al., 1982). Dans le sang, les principaux composés étaient I’ APP et
I’AB (Cremin et al., 1995). L'APP est transformé en AB dans le foie par 3-oxydation (Scheline,
1991). Le pool de I’ AB est ensuite conjugué avec la glycine pour former 1’acide hippurique (AH)
(Gatley et Sherratt, 1977), ou avec de l'acide glucuronique ou sulfate. L'acide chlorogénique
(ACh) est rapidement clivé dans le rumen en acides caféique (AC) et quinique (AQ). L'AC est en
partie absorbé ou transformé dans le rumen en cinnamate puis en APP; ’aromatisation de I'AQ
n’est pas trés efficace (Martin, 1982), mais elle donne lieu a I’AB. Une part de tous ces
composés est ensuite absorbée directement. Le pool de I’AB dans le sang est excrété dans le lait
(et dans les urines) comme I’ AH et quelques formes conjugués de I’ AB.

Les composés UV-visibles (CUV) peuvent également contenir des produits de la dégradation des
acides aminés. La phénylalanine est une autre source d’APP (Martin, 1973) et peuvent aussi
produire I’AC (Hansen et Crawford, 1968). La tyrosine est transformée en APP (Martin, 1973)
ou peuvent étre convertis en phénol,4-éthylphénol, p-crésol par Clostridium tetanomorphum
(Brot et al., 1965). La dégradation microbienne de la tryptophane conduit a des composés indolyl

comme le scatole et I'indole (Kemmer et al., 1997).

4.4.6.3. Importance des composés phénoliques dans la santé des
ruminants, le rendement et les propriétés organoleptiques du lait

La consommation d'un niveau adéquat de CP par les bovins laitiers réduit I'incidence
du ballonnement au paturage, impliquant la formation d'une vaste mousse dans les réticulorumen
qui entraine l'application d'une pression sur les poumons, provogquant souvent une insuffisance
respiratoire et la mort de I’animal (Harborne, 1998). Les CP, en interagissant avec les protéines,
provoquent I’effondrement ou I’inhibition de la formation de mousse. Il a été suggéré que
I’incidence du ballonnement peut étre réduit, alternativement, en sélectionnant a partir de
certaines cultures des cultivars qui contiennent un niveau élevé de CP, par exemple, la luzerne
(Medicago sativa) (Aerts et al., 1999).

L'effet des CP alimentaires sur la composition et le rendement du lait n'a pas été
suffisamment élucidée (Besle et al., 2010), mais il a été rapporté qu’une alimentation du bétail
riche en CP augmente la production, la teneur en matiére grasse et la teneur en azote non-caséine
du lait (Blauwiekel et al., 1997). Il a également été montré que la fourniture d'une source
modérée de pro-anthocyanidines dans l'alimentation des moutons, en complétant l'alimentation

avec le lotier (Lotus corniculatus), a augmenté le rendement de lait, des protéines et du lactose
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(les différences sont plus prononcées en fin de lactation; Wang et al., 1996). Il est suggéré que
l'augmentation du rendement en protéines du lait peut étre liée au fait que, dans le réticulorumen
(pH de 6,0 a 7,0), les CP interagissent avec les protéines inhibant ainsi l'utilisation des protéines
dans le rumen par des micro-organismes indigénes (il a été estimé que la microflore
réticulorumen dégrade jusqu'a 75% des protéines ingérées). Mais une fois que le complexe
proteine-CP passe dans la caillette (pH 2,5 a 3,5), il est décomposé et les protéines libérées sont
degradees et utilisées par le ruminant (Wilkins & Jones, 2000). 1l a également été démontré que
les CP réduisent l'incidence des helminthiases infra-cliniques chez les ruminants et la croissance
et la migration des Colubriformis trichostrongylus ainsi que d'autres nématodes ce qui induit une
augmentation dans la production laitiere et l'utilisation des protéines (Molan et al., 2000).

La supplémentation des vaches laitieres jusqu'a 20 % de déchets de thé décaféing, riche
en polyphénols, a été rapportée avoir peu d’effet sur la production ou la qualité¢ de lait, par
conséquent son utilisation comme culture fourragére pas cher a été préconisée (Baruah, 1997).

Les CP sont susceptibles de jouer un réle important dans les propriétés sensorielles du
lait et des produits laitiers. L'addition du phénol au lait de fromage, a raison de 0,1 mg/kg pour le
cheddar, ou a 1-10 mg/kg pour le Camembert, le Roquefort ou les fromages bleus, comme agents
aromatisants a été brevetée (Dunn & Lindsay, 1985). Les propriétés sensorielles d'un éventail de
phénols simples ont été répertoriées par Maga (1978). L'addition de préparations phénoliques a
100 mg/kg (extrait de fumée de bois avec un ratio de phénols et terpénes de 4:1) au lait de
fromagerie (environ 60-80% étant retenue dans la caille) donnait un godt fumé souhaitable au
fromage. Le role de la vanilline dans la saveur de creme glacée et de yaourt est bien établi. La
capacité des protéines de lait pour interagir avec la vanilline et d'autres CP simples et a la
réduction de leur perception de I'ardme ont éte établies (Reiners et al., 2000).

[ 7]
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Partie 1. Etude de la composition chimique des margines

et caractéerisation de ses facteurs de variation

1. Rappel des objectifs de I’étude

Compte tenu du manque de données claires concernant la composition chimique, en
particulier en composes phénoliques, des margines en fonction des productions, nous avons mis
en place un protocole d’étude destiné a évaluer la variabilité de ce paramétre, le procédé
d’obtention de I’huile (presse ou centrifugation a 3-phases) et la variété d’olive. Pour cela, nous
avons sélectionné quinze unités de production oléicole réparties dans quatre wilayas de 1’est
algérien (Constantine, Guelma, Skikda et Batna) d’une part, et nous avons élaboré un
questionnaire d’enquéte a réaliser lors de la visite de chaque site, d’autre part. Celui-ci a permis
de caractériser au mieux les conditions de production et collecter ainsi des informations pour

I’exploitation des données analytiques obtenues.

2. Questionnaire d’enquéte

Avant I’échantillonnage, une étude a été réalisée sur la caractérisation géneérale des unités
de production de I’huile d’olive. Le questionnaire a été testé aupres d’une cinquantaine d’unités

dans les mémes wilayas précitées. 1l comprend 20 questions réparties en 3 sections (annexe 1).

v’ Section 1 : Caractéristiques générales des huileries
Cette section visait & obtenir des informations geneérales sur les unités de production de
I’huile d’olive, concernant notamment : le nom et la localisation de I’entreprise, type de process,
nombre d’employés, la période usuelle de la production de I’huile d’olive et le volume des

margines produites.

v’ Section2 : Caractérisation du process au moment de I’échantillonnage
Cette section avait pour but de collecter des informations concernant la matiére premiere,
les olives: variétés et maturité, mode et durée de conservation (addition du sel), effeuillage,
lavage, traitement (volume et température de I’cau ajoutée pendant la trituration des olives),
rendement de la production (huile et margines), conditions de 1’environnement (tendances

géneérales du climat durant la saison avant la cueillette des olives) et rejet des margines produites

(73]
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v' Section 3 : Questions d'ordre général
Cette section a été désignée pour collecter des informations sur la sensibilisation des
mouliniers de I’impact environnemental, du caractére polluant des margines et de leur gestion

selon la réglementation en vigueur.

3. Echantillonnage

Les échantillons de margines ont été collectés a partir de 15 unités de production d’huile
d’olives réparties dans les quatre wilayas précitées au tout debut de la compagne oléicole 2011-
2012 (octobre-décembre 2011). Quatre variétés d’olive ont fait 1’objet de cette étude : Chemlal,
Azerradj, Bouricha et Sigoise. Les huileries ont été organisées en 2 groupes selon le processus
d’extraction: le procédé discontinu de presse (traditionnel) ou le systeme de centrifugation a 3-
phases (tableau 9). Il est a noter qu’il n’était pas possible de trouver assez d’échantillons pour les
margines de la variété Bouricha dans le cas du procedé de presse. Tous les échantillons ont été

collectés lors d’une ou plusieurs Visites des unités au moment de la production de I’huile d’olive.

Tableau 9 : Effectifs des échantillons de margines issues de la trituration des différentes variétés
d’olives par pressage ou par centrifugation a 3 phases.

Procédé d’extraction

Variétés Presse 3-phases Total
Azerrad] 4 7 11
Chemlal 5 6 11
Sigoise 5 4 9
Bouricha 1 3 4
Total 15 20 35

A chaque huilerie, les margines fraiches prélevées ont été transportées au laboratoire dans
des bouteilles opaques en plastique de 1,5 I, bien remplies et fermées de maniére a assurer un
milieu exempt d’oxygene, puis subdivisées de maniére homogene dans des flacons de 10 ml et
congelées a -20°C jusqu’au jour de ’analyse.

Les analyses ont porté essentiellement sur la composition chimique des margines : les
matiéres seche (MS), minérale (MM), organique (MO), le pH, la composition fine en phénols, en

caroténoides et en vitamines E.

[ 7]
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4. Analyses chimiques

4.1. Acidité (pH)
Le pH a ét¢é mesuré a l'aide d’un pH-métre modéle pH538 (Wissenschaftlich-
TechnischeWerkstatten, Weilheim, Allemagne) muni d'une électrode Mettler Toledo—InLab (R

commerciale).

4.2. Matiere seche (MS)

La matiere seche est constituée par I’ensemble des substances organiques et inorganiques,
en solution ou en suspension, contenues dans les margines. La MS est déterminée par la pesée
d’un échantillon de margines avant et apres évaporation & 105°C pendant 24 heures. Elle est

exprimée en g/100 g de poids frais.

4.3. Matiéeres minérale (MM) et organique (MO)

Les margines séches ont été incinérées a 550°C jusqu’a une masse constante dans un four
a moufle. La matiére organique correspond a la différence entre le poids sec et les cendres
(correspondant a la MM) qui en résultent.

4.4. Contenu et composition des caroténoides et de la vitamine E des
margines

La composition en caroténoides et vitamine E a été explorée selon une méthode dérivee
de Chauveau-Duriot et al. (2010). Les margines sont tout d’abord déprotéinisées par traitement a
I’éthanol, puis les caroténoides sont extraits avec de I’hexane. Les caroténoides sont ensuite
séparés suivant leur hydrophobicité, et la phase contenant les composés les plus hydrophobes est
saponifiée. Les deux phases sont ensuite regroupées puis lavees. Aprés évaporation, 1’extrait sec

est repris dans du solvant en vue de son injection en UPLC.

4.4.1. Procédure d’extraction

A 2 ml de margines mis en tube de 18 ml (tube 1) sont ajoutés 0,5 ml d’éthanol contenant
le standard interne (SI). Les tubes sont vortexés 30 secondes, puis les margines sont
déprotéinisées en ajoutant 2 ml d’éthanol absolu. Les tubes sont vortexés 1 minute, puis agités 10

minutes sur la plaque d’agitation balancier.

()
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L’extraction proprement dite des caroténoides est réalisée par ’ajout de 2 ml d’hexane/
acétate d’éthyle (AE) (9/1; v/v). Chaque tube est vortexé 1 minute, puis agité sur la plaque
d’agitation balancier 10 minutes. Cette étape est suivie par une centrifugation de 5 minutes a
1000 g (2500 tours/minute avec la centrifugeuse Jouan CR3i). La phase héxanique supérieure
est transférée dans un tube de 18 ml (tube 2) a ’aide d’une pipette. L’extraction est répétée deux
fois. La phase héxanique supérieure issue de la deuxiéme extraction est récupérée et poolée avec
la premiére dans le tube 2.

Les caroténes sont séparés des vitamines et des xanthophylles par I’ajout de 2 ml d’un
mélange éthanol/eau (90/10) a la phase hexanique. Apres agitation au vortex 1 minute et
centrifugation 5 minutes a 1000 g, la phase éthanolique (inférieure) contenant les xanthophylles,
caroténoides plus hydrophiles et les vitamines, est transférée dans un tube en verre de 5 ml (tube
3). Cette étape est répétée encore une fois. Les deux phases éthanoliques sont alors poolées dans
le tube 3. L’extrait éthanolique est évaporé a sec sous azote a 28°C et conserve sous flux d’azote
jusqu’a la fin de I’extraction.

Parallelement, la phase hexanique est évaporée elle aussi. Le résidu sec est saponifié par
2 ml de KOH éthanolique 10%, préparé extemporanément et incubé 1h a 60°C dans le bain
marie avec agitation des tubes manuellement toutes les 10 minutes environ. La saponification est
stoppée en plagant les tubes dans la glace et en rajoutant 2 ml d’eau et 2 ml d’hexane/AE (9/1;
v/V). Les tubes sont vortexés 1 minute et centrifugés 5 minutes a 1000 g. La phase hexanique est
transférée dans un tube de 18 ml (tube 4). Cette extraction est répétée 2 fois (en tout, cette étape
comporte 3 extractions a I’hexane/acétate d’éthyle). A cette phase hexanique sont rajoutés 2 ml
d’un mélange eau/éthanol 50/50 (v/v) (dans tube 4). Aprés agitation au vortex pendant 30
secondes et centrifugation 5 minutes a 1000 g, la phase hexanique (supérieure) est prélevée et
mise dans le tube en verre de 5 ml (tube 3) qui contient I’extrait éthanolique sec. Le tout est
évapore sous azote a 28°C.

Quand D’extrait est sec, 30 ul de THF (tetrahydrofurane) sont rajoutés et 270 pul d’un mélange
acetonitrile/dichlorométhane/méthanol (75/10/15 ; v/viv) préparé préalablement. Les tubes sont
bien vortexés afin de reprendre la totalité de I’extrait. L’extrait est filtré sur filtre seringue de
0,22 um en transférant dans un insert de 150 ul placé dans un vial identifié. Les échantillons sont

passés sur UPLC, le volume d’injection est 20 pl.
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4.4.2. Quantification des caroténoides et de la vitamine E des margines par Analyse
en UPLC

Les conditions chromatographiques sont décrites dans le tableau 10. Une colonne
Acquity UPLC HSS T3, 150x2,1 mm, 1,8-um (Waters, Saint-Quentin-en-Yvelines; France) a été
utilisée avec un gradient d’acetonitrile-dichlorométhane-méthanol (solution A) 75-10-15 (v/v/v)
et acétate d’ammonium 0,05 M dans I’cau (solution B). Le gradient linéaire utilisé consistait en
la sequence suivante : 75:25 (A:B) en conditions initiales, 75:25 (A:B) de 0 a 20 min, 100:0
(A:B) de 20 a 21 min, 98:2 (A:B) de 21 a 30 min, 98:2 (A:B) de 30 a 44 min, et finalement
retour aux conditions initiales. Le débit était 0,4 ml/min. La température de la colonne était
maintenue & 35 °C dans un four a colonne. Les caroténoides et les vitamines E ont été détectés
respectivement a 450 et 292 nm, et identifiés en comparant leurs temps de rétention (Rt) et

analyses spectrales avec ceux des standards.

Tableau 10 : Description des conditions chromatographiques pour I’extraction des caroténoides

et vitamines E des margines.

Appareil : UPLC, AcquityWaters
Colonne HSS T31,8-um, 150x2,1 mm
Phases mobiles : A : acetonitrile—dichlorométhane-méthanol (75/10/15 ; viviv)

B : acétate d’ammonium 0,05 M dans I’eau

Débit : 0,4 ml/min

Température : 35°C

Gradient : t0-t20 min 75%A 25% B
T20-t21 min 100 0
T 21-T30 min 98 2
T30-44 min 98 2

Longueur d’ondes : 450 et 292
Volume d’injection : 20 pul
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4.5. Quantification des composés phénoliques des margines par analyse en

spectrométrie de masse (MS)

4.5.1. Extraction des composés phénoliques des margines

Les échantillons de margines, conservés a -20°C ont été décongelés la veille a 4°C.
L’extraction des composés phénoliques a été réalisée en triple pour chaque échantillon selon la
méthode décrite par De Marco et al. (2007) avec quelques modifications. 4 ml de margines, mis
en tube a vis de 20 ml, préalablement pesés sont acidifiés a pH = 2 par 200 ul d’HCI1 2N, puis
délipidés 3 fois avec 1 volume d’hexane. A chaque répétition, une forte agitation des tubes
pendant 1 minute au vortex a été suivie par une centrifugation de 15 min a 2500 tr/min a 20°C et
la phase supérieure hexanique a été éliminée.
L’extraction des composés phénoliques a été faite a I’AE. 8 ml d’AE sont mélangés a la phase
inférieure correspondant a la margine délipidée. Les tubes sont vortexés 1 min individuellement
puis 15 min collectivement avec un vibrax, avant d’étre centrifugés 15 min & 2500 tr/min a 20°C.
L’extraction a été répétée trois fois. L’ AE est récupéré dans un tube de 15 ml et mis a évaporer
sous azote a 35°C des la 1° récupération. L’AE des 3 extractions est cumulé dans le méme tube
et évaporé a sec. L’extrait sec est repris par exactement 200 pl de THF puis 800 pl de méthanol
(qualit¢ HPLC). 200 pl d’extrait sont enfin dilués avec 800 pul d’acide formique 0,1 % dans

I’eau.

4.5.2. Quantification des composés phénoliques par HPLC-MS

Le systéme d’analyse était composé d’une chaine HPLC Alliance Waters, équipée d’un
détecteur ESCI-multi mode ionisation, anabled Quattro-micro™ APl Waters (Waters, Saint-
Quentin-en-Yvelines, France). Le logiciel MassLynx (Waters) a été utilisé pour commander
I’instrument et I’acquisition des données. La separation a été réalisée avec une colonne Sphinx
(125 x 2 x 3 pm; Macherey-Nagel, Hoerdt, France) a température ambiante. Les solvants de
I’élution étaient (A) 0,1% acide formique dans 1’eau, et (B) 0,1% acide formique dans
acetonitrile pour un temps total d’analyse de 30 min. Le gradient changeait linéairement comme
suit : 93:7 (A:B) en conditions initiales, 93:7 a 30:70 (A:B) entre 0 et17 min, 0:100 (A:B) de 20 a
23 min, 1’étape finale 93:7 (A:B) de 25 a 30 minutes. Le débit était 0,3 ml/min et le volume
d’injection 10 pl (tableau 11).

(7]
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Tableau 11 : Conditions d’analyses en HPLC pour la détection des composés phénoliques.

Appareil : HPLC Alliance Waters
Détecteur ESCI-multi-mode ionization enabled Quattro-micro™ API
Waters

Colonne Sphinx 125 x 2 x 3 pm Macherey-Nagel
Phases mobiles : A : acide formique 0,1 % dans I’eau

B : acide formique 0,1 % dans I’acetonitrile

Débit : 0,3 ml/min

Gradient : t0 93% A 7%B
T 17min 30 70
T 20min 0 100
T 23 min 0 100
T 25 min 93 7
T 30 min 93 7

Longueur d’ondes : 275 et 320 nm
Volume d’injection : 10 pl

En utilisant les données de la littérature, une série de 15 composés phénoliques qui ont
été déja décrits et/ ou quantifiés dans les margines ont été sélectionnés. Celle-ci comprend
quelques composés phénoliques couramment rencontrés dans les plantes ou les herbes, comme
les acides phénoliques suivants: acides vanillique, caféique, 4-hydroxyphenylacetique, 3,4-
dihydroxyphenylacetique, gallique, ferulique, p-coumarique et chlorogenique, et plusieurs
phenols plus complexes ont été représentés par les flavones : apigenine, lutéoline et lutéoline-7-
glucoside et enfin d’autres composés typiques des olives comme le tyrosol et 1’hydroxytyrosol
(alcools phénoliques), 1’oleuropeine et sa forme aglycone (qui sont des secoiridoides). Les
meilleures conditions analytiques déterminées pour chaque composé pheénolique individuel
d’intérét utilisant les standards purs sont présenteés dans le tableau 12. Le mode d’ionisation
positif ou négatif (ESI+ ou ESI-) a été sélectionné pour chague composé en prenant en compte le
meilleur signal obtenu. La quantification des composés phénoliques a été réalisée contre une
calibration externe en utilisant un mélange de standards purs analysé dans les mémes conditions.

Les données chromatographiques ont été analysées avec software QuanLynx. La
moyenne des concentrations de chaque composé phénolique dans chaque échantillon de margine

a été reportée a son contenu de matiére seche et exprimée en pg par g de MS.
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Tableau 12 : Conditions de spectrométrie de masse (MS) par composeé recherché.

Composé RT lon lon lons | Potentiel | Energie | Transition
(min) Précurseur | produits | dela de
(m/z) (m/z) source | collision
V) appliquee
(eV)

Acide vanillique 6,37 | [M+H]" 169 93 26,0 13,0 169 > 93
Hydroxytyrosol 2,81 | [M+H]" 137 91 34,0 18,0 137 >91
Acide caféique 573 | [M+H]" 163 88 38,0 25,0 163 > 88

Lutéoline 11,23 | [M+H]" 287 153 60,0 28,0 287 > 153

Tyrosol 4,81 | [M+H]" 121 103 34,0 15,0 121> 103

Acide 4-OH- 6,15 | [M+H]" 106 76 46,0 17,0 106 > 76
phenylacétique

Acide 3,4-diOH- | 4,34 | [M+H]" 123 76 48,0 19,0 123> 76
phenylacétique

Oleuropéine 9,65 | [M+H]" 361 137 30,0 18,0 361 > 137
Apigenine 12,55 | [M+H]" 271 153 58,0 29,0 271> 153
Oleuropéine 18,69 | [M-H] 377 307 84,0 12,0 377> 307
aglycone
Acide p- 8,16 | [M-H]" 163 119 28,0 15,0 163> 119
coumarique
Acide 580 | [M-HT 353 191 30,0 19,0 353> 191
chlorogénique

Acide férulique 8,47 | [M-H] 193 134 32,0 18,0 193> 134

Lutéoline-7-O- 8,44 | [M-H] 447 285 118,0 26,0 447 > 285
glucoside
Acide gallique 2,09 | [M-HT 169 125 34,0 14,0 169 > 125
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5. Analyses statistiques

Les données ont eté soumises a une analyse de la variance (ANOVA) en utilisant le
logiciel Minitab® 16.2 (Minitab Inc. Paris, France) avec le procédé de production de I’huile
d’olive et la variété comme facteurs. A cause de I’absence de I’échantillon de margine de la
variété d’olive Bouricha dans le cas du systéme de presse, les données ont été éliminées, par
conséquent, I’analyse statistique a été réalisée avec 3 variétés seulement (Chemlal, Azerradij,
Sigoise). Les principaux effets independants (variété et procédé) et leur interaction ont été testés.
Les données des margines de la variété Bouricha ont été données dans le texte pour un
supplément d’information. Le test a posteriori de Tukey-Kramer a été utilisé pour comparer les
valeurs moyennes entre les groupes. Les différences entre les groupes ont été considérées

significatives pour des valeurs de probabilité p inférieures a 0,05.
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Partie 2. Biodégradation anaérobie des margines et de leurs extraits

phénoliques bruts par le microbiote du rumen

1. Rappel des objectifs de I’étude

Vu la richesse des margines en substances énergétiques (sucres et lipides), cette étude a
¢tait entreprise afin d’évaluer, dans un premier lieu la valeur nutritionelle de ce sous-produit
agricole par voies chimique puis biologique (détermination de I’activité métabolique du
microbiote ruminal in vitro). Etant donné que les margines renferment des teneurs élevées en
composés phénoliques, dont les effets sur la croissance bactérienne et I’activité enzymatique
microbienne sont bien établis (Bisignano et al., 1999), cette étude s’est intéressée dans un second
lieu a explorer d’une part la possibilité d’atténuer ces effets via I’'usage des margines en mixtures
et d’autre part I'impact de ces composés phénoliques sur I’activité métabolique du microbiote
ruminale. En outre, la métabolisation des mélanges par le microbiote ruminale a permis la
détermination du pourcentage de margines brutes a incorporer dans la ration pour les essais in

Vivo.

2. Echantillonnage

Dans I’expérimentation conduite pour étudier la biodégradation anaérobie des margines
et des mixtures par les microorganismes du rumen, les échantillons de margines sont obtenus a
partir d’un mélange d’olives triturées selon le procédé continu en 3-phases pendant la compagne
oléicole 2009-2010.

Les margines qui ont servis pour la mise en évidence de I’impact du contenu phénolique
sur I’activité métabolique et la composition de la faune du rumen sont celles utilisées dans
I’étude de la variabilité de la composition chimique des margines (partie 1), a savoir les margines

monovariétales, Chemlal, Azerradj et Sigoise.

3. Evaluation de la valeur nutritionnelle des margines

3.1. Caractérisation chimique des margines brutes

Les analyses chimiques des margines sont été réalisées selon les normes décrites par
I’AOAC, (1990 ; 14, method ID 942.05). Toutes les analyses ont éte effectuées en triple.

)
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3.1.1. Détermination de la matiére seche
Elle a été déterminée par dessiccation dans une étuve ventilée jusqu’a poids constant. 10
ml de margines ont été introduit dans un cristallisoir préalablement taré. Ce dernier a été placé
dans une étuve a 80°C pendant 48 heures (jusqu’a poids constant). La différence de poids
correspond a la perte d’humidit¢ et le résidu caractérise la teneur en matiere seche de

I’échantillon.

3.1.2. Détermination de la matiére minérale
Les margines préalablement séchées ont été incinérées dans un four a moufle a 550 °C
pendant 6 heures. La perte de poids observee au cours de la calcination correspond a la matiere

organique et le résidu aux cendres (matiere minérale).

3.1.3. Détermination de la matiére azotée totale

L’azote total est dosé par la méthode de Kjeldahl. Cette méthode comporte deux éetapes :
la minéralisation et la distillation. L’azote organique de 1’échantillon de margine seche (prise
d’essai 1g) est transformé en azote minéral (sulfate d’ammonium), en présence d’acide
sulfurique concentré a chaud (20 ml HySO4 a 420°C pendant 4 heures) et d’un catalyseur
(sélénium). Aprés transformation du sulfate d’ammonium en ammoniac par une base forte
(NaOH ; 10N), I’ammoniac est entrainé par la vapeur d’eau et repris dans une solution d’acide
borique contenant un indicateur coloré. 1l est alors titré par une solution d’HCI ; 0,1N. Les étapes
de distillation et de titration sont realisées sur un autoanalyseur (KJELTEC 1030). La teneur en

azote de la maticre séche est obtenue par I’équation suivante :

_Vol(HCI)(ml)*14*[HCI ]
prised’'essai*MS (%)

N

La teneur en matiéres azotées totales (MAT) est obtenue en multipliant la teneur en azote N par

le coefficient 6,25.

3.1.4. Dosage des sucres totaux

Le dosage des sucres totaux est réalisé selon la technique de Dubois et al. (1956). Le
mélange réactionnel est composé de 1 ml de margine, 1 ml d’une solution de phénol (5%, P/V
dans I’eau) et 3 ml d’acide sulfurique (97%). Les tubes sont agités vigoureusement au vortex

puis incubés pendant 30 min a 30°C. L absorbance est mesurée a 488 nm. Les concentrations en

[ =]
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sucres totaux sont déduites a partir d’une courbe d’étalonnage de glucose (figure 15). La teneur

en sucres totaux est exprimée en pourcentage de MS.
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Figure 15 : Courbe étalon des sucres totaux

3.2. Evaluation de la biodégradation des margines brutes par les

microorganismes du rumen via la production des biogaz (voie biologique)
L’assimilation des margines brutes par le microbiote du rumen a été réalisée in vitro par
le procéde expérimental décrit par Menke et al. (1979) avec quelques modifications. Ce procéde
est une simulation de la dégradation des aliments par les microorganismes dans le rumen dont le
principe se base sur la mesure de la production de biogaz, méthane (CH,4) et gaz carbonique
(C0O»), qui sont les gaz fermentaires essentiellement produits lors de la dégradation microbienne.

3.2.1. Description du systeme de fermentation en batch (seringue)

La fermentation est réalisée dans des seringues en polypropylene de 60 ml dont le bout a
été connecté a un tube en silicone et fermeé par une pince pour éviter la perte des gaz produits
pendant la fermentation. Les pistons des seringues sont lubrifiés avec de la graisse de silicone.
La biodégradation in vitro des margines est suivie par la lecture du volume de biogaz produit,

indiqué par le déplacement du piston.

3.2.2. Inoculum
Le jus de rumen, utilisé comme inoculum, est prélevé de 3 moutons, accoutumés munis

d’une canule ruminale. Il est transféré dans des thermos préalablement chauffés a 39 °C et
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saturés en CO,. Au laboratoire, le contenu ruminal est filtré a travers 4 couches d’un tissu de

mousseline. Toute la manipulation est réalisée sous un flux constant de CO,.

3.2.3. Composition du milieu de culture

Le milieu de culture est composé d’une solution tampon (NaHCOs3, 35,0 g/l), d’une
solution de macrominéraux (Na;HPOQOg, 5,79 ; KH,PO4, 6,29 ; MgS04.7H,0, 0,69 ; g.s.p. 100
ml), d’une solution d’oligo-éléments (CaCl,.2H,0, 3,29 ; MnCl,.4H,0 10,0g; CoCl,.6H-0,
1,0g9; FeCl,.6H,0, 8,0g; g.s.p. 100 ml), d’un indicateur du potentiel d’oxydoréduction
(résazurine (C12HsNOg), 0,19 ; g.s.p. 100 ml) et d’une solution réductrice (NaOH (1N), 4 ml ;
NayS.9H,0, 625 mg; H>0, 95 ml). Le mélange de couleur bleue est chauffé jusqu’a virage de la
couleur vers le rose. Ensuite, la solution est barbotée avec un flux continu de CO,, ce qui
entraine la réduction de la salive artificielle indiquée par le virage de la couleur du rose au blanc
transparent. A cette étape, le jus de rumen filtré est ajouté dans les proportions 1/2 (v/v). Enfin,
un barbotage en surface est maintenu pendant 10 min de maniére a maintenir une atmosphere

totalement anaérobie.

3.2.4. Inoculation et incubation
Duex cent (200) mg de margines brutes ont été introduits dans chaque seringue et mis a
fermenter avec 30 ml de milieu de culture (10 ml de jus de rumen filtré et 20 ml de la salive
artificielle). Pour chaque série d’incubation, trois répétitions ont été réalisées. Dans les mémes
conditions, trois témoins (jus de rumen et salive artificielle) sont incubés. Les seringues
inoculées sont incubées dans des bains marie réglés a 39°C et agités d’une maniére cyclique de 3

min (30 secondes agitation, et 2 minutes et 30 secondes sans agitation).

3.2.5. Parameétres fermentaires mesureés
3.2.5.1. Mesure du pH
Le pH des jus de rumen et des contenus des fermenteurs est déterminé a 1’aide d’un pH-
metre (HANNA Instruments HI 8418).

3.2.5.2. Production de biogaz
Le suivi de la cinétique de fermentation est réalisé par la mesure du volume des biogaz a
différents intervalles de temps : 3, 6, 9, 24, 48, 72 et 96 heures. De la production de biogaz apres

24h d’incubations et des concentrations des composes nutritifs (protéines totales et les matiéres
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minérales) sont estimés les paramétres suivants : I’énergie métabolisable, la digestibilit¢ de la
matiere organique et la production des AGV selon les équations de régression proposées par
Menke et Steingass (1988) et Getachew et al. (2000) :

In vitro OMD (g/kg MS) =14.88 + 0.889GPT + 0.45CP + 0.0651XA
In vitro ME (MJ/kg MS) = 2.20 + 0.136GPT + 0.057CP +0.029CP?
et Acides Gras Volatils AGV (umole/g MS)= 0.0239GPT- 0.0601

Avec OMD, digestibilité de la matiére organique (g/100 g MS); ME, énergie métabolisable
(MJ/kg MS); GPT, volume de biogaz enregistré aprés 24h de fermentation ; CP, contenu en
protéines totales (g/100 gr MS); XA, contenu en cendres (g/100 g MS).

4. Suivi de la biodégradation in vitro des mixtures de margines brutes et

du foin de vesce-avoine

Dans cette partie de I’étude, visant a déterminer le pourcentage des margines brutes a
incorporer dans la ration pour les essais in vivo, des mixtures de margines et de foin de vesce-
avoine ont été réalisées. Les margines ont été incorporées a différentes concentrations (P/P) :
0%, 40%, 60%, 80% et 100%.

Les différentes mixtures sont mises a fermenter en conditions d’anaérobiose dans des
systémes batch décrits précédemment. En plus de la production de biogaz, la digestibilité
apparente de la matieére seche (DMS) et la production d’ammoniac (N-NH3) ont été également

mesurées.

4.1. Détermination de la concentration en azote ammoniacal

L’ammoniac (N-NH3) est dosé par une technique colorimeétrique selon la méthode
proposée par Chaney et Marbach (1962), dont le principe est le suivant : I’ion ammonium (NHz)
se fixe sur une molécule de phénol en présence du chlore. La réaction est catalysée par le
nitroprussiate de sodium. Il se forme un complexe de type indophénol qui donne une coloration

bleue.
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4.1.1. Traitement des échantillons de contenu de fermenteurs

Aprés 24 heures d’incubation, 2 ml d’une solution d’acide orthophosphorique (H3POs,

50 g/l) sont ajoutés a 10 ml du contenu de chaque seringue. Les échantillons sont ensuite

centrifugés a 11000 tours/min pendant 30 min, puis le surnageant est récupéré et conservé a -20

°C jusqu'au dosage chimique.

4.1.2. Dosage

Le milieu réactionnel comprend 2ul de I’échantillon (surnageant) et 5 ml de la solution A

(tableau 13). Apres homogéneisation, 5 ml de la solution B (tableau 13) sont ajoutés. Le mélange

est homogénéisé et maintenu dans un bain marie a 37 °C pendant 20 min. La densité optique est

mesurée a 660 nm. La concentration de I’ammoniaque est déduite a partir d’une courbe

d’étalonnage de sulfate d’ammonium (NH4);SO. (figure 16). Toutes les analyses ont été

effectuées en triple.

Tableau 13 : Composition des solutions de dosage de I’ammoniaque

Solutions Eléments Quantité
(pour 500 ml d’eau distillée)
Phénol 5¢
Solution A Nitroprusside de sodium 25mg
Hydroxyde de sodium 2549
Solution B Solution d’Hypochlorite de
sodium (eau de javel a 35°) 5ml
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Figure 16 : Courbe étalon correspondant au dosage de 1’azote ammoniacal.

4.2. Détermination de la digestibilité apparente
Aprés 24 h de fermentation, le contenu de chaque seringue est centrifugé a 11000
tours/min pendant 30 min. Le culot est filtré et séché dans I'étuve a 60°C jusqu’au poids constant
(pendant 48h), puis pesé. La digestibilité réelle de la matiere seche DMS est calculée

par I'équation suivante:

DMS % = [MS, - (MSr, - MSr, )/ MS, |x100
Ou:
DMS: Digestibilité apparente de la matiére séche ; MS; : Matiére séche initiale introduite dans
chaque seringue ; MSrs: Matiére séche résiduelle de substrat incubé ; MSrg: Matiére séche

résiduelle moyenne du blanc

5. Impact des composés phénoliques extraits de margines monovariétales

sur I’activité métabolique du microbiote du rumen

Cette partie est conduite selon le méme procédé d’incubation dans les systémes batch
decrit dans la section 3.2. Dans ce cas, 200 mg de foin sont introduits dans chaque seringue
auxquels 100ul d’extrait phénolique sont ajoutés au moment de I’incubation. Chaque seringue
est ensuite inoculée avec 30 ml de milieu de culture. En parallele, des seringues témoins
contenant uniquement 200 mg de foin (sans extrait) et des seringues blancs (jus de rumen +
salive artificielle) sont incubées dans les mémes conditions. Pour chaque extrait, six répétitions

sont realisées. Les parametres fermentaires retenus sont décrits dans les deux sections

[ s8]
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précédentes a savoir : pH, production de biogaz, digestibilité apparente de la MS, production
d’ammoniac et quantification des protozoaires.

Les extraits phénoliques, introduits dans le milieu fermentaire, sont obtenus par
extraction a I’acétate d’éthyle, et sont caractérisés par la détermination de leurs concentrations
respectives en phénols totaux, tanins totaux, tanins condensés et flavonoides. En outre, leur

capacité a précipiter les protéines a été évaluée in vitro.

5.1. Extraction des composés phenoliques des margines

Les margines brutes ont été acidifiés a pH = 2 par 1’ajout d’HCI (2N) puis délipidées a
I’hexane. L’extraction proprement dite est faite a ’acétate d’éthyle : 2 ml de margines délipidées
sont ajoutées a 1,5 ml d'acétate d'éthyle. Le mélange est agité 15 min au vibraxe puis centrifugé
15 min a 1000g. La phase éthylique est récupéré et le culot a subi deux autres traitements a
I’acétate d’éthyle. Le surnageant est mis a évaporer dés la premiéere récupération a 40°C sous
vide & l'aide d'un évaporateur rotatif de type BUCHI 400. L’extrait sec est conservé a 4°C

jusqu'au moment du dosage.

5.2. Dosage des phénols totaux
Le dosage colorimétriqgue des phénols totaux a été réalisé par la technique de Folin-
Ciocalteu selon le procédé décrit par Makkar et al., (1993). Cing (5) ul de I’extrait phénolique
sont ajoutés a 495ul d’eau distillée, 250ul de solution de Folin-Ciocalteu (1N) et 1,5 ml de
carbonate de sodium (Na,COs; 20%). Le mélange est incubé a I’obscurité et a température
ambiante pendant 40 min. L’absorbance est mesurée a 725 nm. Les résultats sont rapportés a une

courbe d’étalonnage standard et sont exprimés en équivalent d’acide gallique (figure 17).

08 - y = 0.0758x
07 | R2=0.9927

0 2 4 & 8 10 12

Concentration de l'acide gallique (pg/ml)

Figure 17 : Courbe étalon correspondant aux dosages des phénols totaux
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5.3. Dosage des tannins totaux

Les tannins totaux (TT) sont dosés selon la technique de Makkar et al. (1993). Deux
(2) ml de I’extrait phénolique sont ajoutés a 100 mg de polyvinylpolypyrolidone (PVPP) et 2 ml
d’eau distillée. Les tubes sont agités pendant 15 min puis centrifugés a 3000 tours/min pendant
10 min. Le surnageant contient les phenols simples, les tanins sont précipités par le PVPP. La
détermination de la concentration en TT correspond a la différence entre les phénols totaux
mesurés avant et apres le traitement par le PVPP. La concentration en TT est déterminée par

référence a une courbe d’étalonnage préparée sur la base d’acide tannique (figure 18).
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Figure 18 : Courbe étalon correspondant aux dosages des tannins totaux

5.4. Dosage des tannins condensés

Le dosage des tannins condensés est effectué par la méthode n-butanol-HCI décrite par
Porter et al, (1986). Le milieu réactionnel est composé de 0, 5 ml de I’extrait, 3 ml de la solution
n-butanol-HCI (95%) et de 0,1 ml du réactif ferreux (sulfate d’ammonium ferrique 2% dilué dans
HCI, 2N). Les échantillons sont agités puis incubés une heure dans un bain marie a 100°C.
L’absorbance est mesurée a 550nm apres refroidissement des tubes. Les résultats sont exprimes

en se réferant a une courbe d’étalonnage de quebracho (figure 19).
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Figure 19 : Courbe étalon correspondant au dosage des tanins condenseés

5.5. Dosage des flavonoides

Les flavonoides totaux sont déterminés par le chlorure d’aluminium (I’ AICI3, 2%) selon
le procéde décrit par Ayoola et al. (2008). Il consiste a mélanger 250 ul d’extrait phénolique
dilu¢ dans 500 pl d’eau distillée, ’ensemble est mélangé avec 750 pl d’AlCl;. Les densites
optiques (DO) sont lues a 420 nm et les concentrations sont déterminées par référence a une

courbe d’étalonnage de quercetine (figure 20).
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Figure 20 : Courbe étalon correspondant aux dosages des flavonoides totaux

5.6. Test de précipitation des protéines (test de diffusion radiale)

Elle permet d’estimer le taux de protéines précipitées par les tanins. Elle dépend de la
formation de complexes entre les tanins et le sérum-albumine bovine (BSA) intégrée dans

l'agarose (Hagerman, 2002).
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% Préparation des boites de pétri

Tout d'abord, un tampon d'acétate (pH 5,0 et 0,05M) est préparé comme suit : 2,85 ml
d'acide acétique glacial sont mélangés avec 800 ml d'eau distillée et 10,6 mg d'acide ascorbique.
Le pH de la solution est ajusté a 5 avec une solution de NaOH (4N), puis le volume de la
solution est complété a 1000 ml avec de I'eau distillée.
Pour la préparation des boites : 2,5 g d'agarose sont ajoutés a 250 ml d’un tampon d’acétate. Le
mélange est placé en ébullition pendant 15 min en agitant pour dissoudre l'agarose dans le
tampon, puis transfére dans un bain marie a 45°C pendant 5 minutes. A ce moment, 250 mg de
BSA sont ajoutés, 10 ml de la solution préparée sont transférés dans chaque boite. Les boites de

pétri sont ensuite couvertes avec du parafilm et conservées a 4 °C.

¢+ Procédé d'analyse :

Six pl de I'extrait phénolique sont introduits dans des puits de 6 mm de diamétre creusés
dans le gel d'agarose. Les boites sont recouvertes et incubées a 30 °C pendant 96 h. La réaction
de précipitation est révélée par la formation d’un cercle opaque dont le diameétre est
proportionnel au taux de tanins présents dans I'extrait, Les résultats sont exprimés en équivalent

d’acide tannique par référence a une courbe étalon (figure 21).
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Figure 21 : Courbe étalon correspondant au dosage des tanins totaux mesurés par la methode de

diffusion radiale.
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6. Analyses statistiques

Les données ont été soumises a une analyse de la variance (ANOVA) en utilisant le
logiciel STATIT-CF version 4, avec comme facteurs le substrat et le temps d’incubation. Les
principaux effets indépendants et leur interaction ont été testeés. Le test de Newmann-Keuls a été
utilisé pour comparer les valeurs moyennes entre les groupes. Les différences entre les groupes

ont été considerées significatives pour des valeurs de probabilité p inférieures a 0,05.
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Partie 3. Impact de la distribution de margines en complément de
rations a base de fourrages classiquement distribués en Algérie sur

la composition en microconstituants du lait chez la Vache

1. Rappel des objectifs de I’étude

L’objectif de cette étude était d’étudier ’impact de la distribution de margines en
complément de rations a base de fourrages classiquement distribués en Algérie, comme le foin
de vesce-avoine, chez la vache laitiére en production, sur la composition en microconstituants du
lait, en particulier les composés absorbant dans I’UV-visible issus des biotransformations

ruminales des polyphénols ingéreés.

2. Stratégie expérimentale

L’impact de la distribution de margines en complément de la ration chez la vache laitiére
en production, sur la composition en micronutriments du lait était évaluée en suivant les effets
éventuels sur les performances de production (production laitiere (PL), taux de matiéres grasses
(TB), taux de matieres protéiques (TP) par vache) et sur la composition fine du lait (profil
chromatographique des composés absorbants dans I’UV-visible mais aussi caroténoides et
vitamines A et E). Ces effets ont été déterminés par comparaison a des vaches recevant la méme

ration fourragére sans le supplément de margines.

2.1. Plan expérimental

L’expérimentation s’est déroulée a la ferme Kadri Brahim a Constantine, Algérie pendant
la période allant de décembre 2011 & février 2012. Elle a porté sur 12 vaches Holstein en début
de lactation dont le poids moyen était d’environ 643 + 21kg. Les vaches ont été réparties en deux
lots homogenes (age, poids, parité, stade de lactation, production laitiere) (tableau 14). Les
vaches témoins, en nombre de 6 ont recu un régime a base de vesce-avoine (foin et ensilage), les
vaches du lot expérimental, également en nombre de 6 ont recu le méme régime mais
supplémenté par de la margine a une proportion de 50% de la matiére brute. Les vaches ont été

logées dans un batiment en stabulation entravée.
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Tableau 14 : Critéres de répartition des vaches en lot témoin et expérimental

N° |ldentification | Age | Nombre de Date Poids Production
(ans) parité de vélage (Kg) Laitiere (1/)
1 08020 3 2 02/12/2011 600 18
2 08038 3 2 15/11/2011 649 21
3 31098 3 2 08/11/2011 640 20
4 05038 6 4 29/09/2011 702 20
5 05032 6 3 28/11/2011 587 29
6 05026 6 4 12/07/2011 721 21
649 + 22 215+16
7 07004 4 3 22/11/2011 587 27
8 06042 5 4 13/11/2011 658 22
9 07022 4 3 29/10/2011 600 24
10 05014 6 4 24/08/2011 608 21
11 08010 3 2 22/08/2011 680 19
12 07012 4 3 11/07/2011 690 17
637 £ 18 21,714
2.2. Aliments

La ration quotidienne des vache a été constituée du foin et de I’ensilage de vesce-avoine,
du foin de luzerne et du concentré (50% mais, 28% son gros, 22% soja) plus le concentré minéral
et vitaminique (CMV ; 1%). Les vaches du lot expérimental ont recu le méme régime avec une
supplémentation du concentré par les margines.

Les margines d’un mélange de variétés d’olives ont été¢ collectées d’une huilerie
traditionnelle le 23 décembre 2011, soit une semaine avant le début de I’expérimentation. Les
margines ont été mises dans des conteneurs en polypropyléne de 200 | et conservees dans un

hangar a température ambiante et a ’abri de la lumiere.

2.3. Plan de rationnement

Deux repas ont été distribués, le matin a 5h et le soir a 15h. Le repas du matin a été
composé du concentré avec le CMV distribué en premier, puis il a été suivi par le foin de
luzerne. Quant au repas du soir, le foin de luzerne a été remplacé par le foin de vesce-avoine et

I’ensilage de vesce-avoine a été distribué a la fin.

=]
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2.3.1. Quantités distribuées : chaque vache recoit :
» Repas du matin :
o 05 kg de concentré dont 1% de CMV
o 06 kg de foin de luzerne

» Repas du soir :
o 05 kg de concentré dont 1% de CMV

o 15 kg d’ensilage de vesce-avoine

o 06 kg de foin de vesce-avoine

Deux semaines d’adaptation progressive a la margine pour le lot concerné (annexe 2).
Les concentrations de 10%, 20%, 30%, et 40% ont été distribuées progressivement par pallier de
04 jours (16 jours de période pré-expérimentale). Le régime expérimental de 50% a été donné a
partir du 17°™ jour pendant 3 semaines.
Le choix de ces concentrations finales a été déterminé sur la base de résultats obtenus en systéme

batch en présence du microbiote d’ovin.

3. Prélevements

Les échantillons de lait, par vache, ont été préelevés avant le début de la période
d’adaptation et a la fin de la période expérimentale, a la traite du matin et a la traite du soir. Les
laits ont été conservés a + 4 °C pendant la nuit et le mélange soir + matin a été reconstitué a
I’issue de la traite du matin dans les proportions 40/60. Le mélange est ensuite réparti dans les

flacons prévus pour analyses et ceux-ci stockés a-20°C.
4. Analyses de laboratoire

4.1. Parametres de performance de la production laitiere

Les analyses de la composition du lait concernant les TP, TB, lactose, urée et cellules ont
été réalisées au laboratoire Galilait (Theix, France) par une approche infra-rouge pour les

premiers et un comptage cellulaire pour le dernier.

4.2. Extraction et dosage des caroténoides et des vitamines des laits

La composition en caroténoides et vitamine E a été déterminée selon la méthode de

Duriot et al. (2010) décrite précédemment dans la section 4.4.1. et 4.4.2. de la partie 1.
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4.3. Extraction des composés phénoliques du lait avec déconjugaison

Les composes phénoliques du lait ont été extraits selon la méthode de King et al. (1998).
Aprés déprotéinisation du lait par traitement a I’acétonitrile, les composés phénoliques sont
déconjugués sous I’action de la glucuronidase. lls sont ensuite purifiés en présence de méthanol
(délipidation) et concentrés par évaporation. L’extrait est finalement repris dans du méthanol en
vue d’une injection en CLHP. L’extraction des composes phénoliques du lait se déroule en deux

temps :

Premier jour (J1)

» Extraction et purification a I’acétonitrile

L’¢échantillon de lait est décongelé a température ambiante la veille de 1’extraction. Le
jour de I’extraction, il est homogéneéisé sur un agitateur balancier puis par retournements
successifs.
Dans chaque tube de 80 ml sont mis 24 ml d’acétonitrile et un barreau aimanté. Les tubes sont
placés dans des béchers de 100 ml posés sur une plaque d’agitation multiposte.10 ml de lait sont
ajoutés goutte a goutte tout en agitant au niveau maximum et pendant 30 min. Apres une
centrifugation de 10 minutes a 17°C et & 1000 g (centrifugeuse Jouan CR3i), 13 ml (2x6,5 ml)
de surnageant sont introduits. Cette étape est doublée pour chaque échantillon. Les tubes sont

mis a évaporer dans 1’évaporateur centrifuge réglé a 38°C.

» Déconjugaison
Dans chaque tube sont ajoutés 200 pl de tampon formiate 0,4 M, pH 5,0 et 25 pul de
glucuronidase. Les tubes sont mis dans un bain-marie thermostaté & 37°C sous agitation

mécanique toute une nuit.

Deuxieme jour de I’extraction ( J)) .

» Purification au méthanol (délipidation et déprotéinisation)
Dans chaque tube sont ajoutés 1,5 ml de méthanol. Ceux-ci sont agités quelques secondes
au vortex. Aprés 1 h dans un bain de glace, les tubes sont centrifuges 10 minutesa 4 °C et a
1000 g. Les deux surnageants issus du méme échantillon de lait sont aussitdt regroupés dans un
tube préalablement taré et évaporés sous flux d’azote dans le bloc chauffant réglé a 30 °C
jusqu’a 0,4 ml de phase aqueuse (le volume est ajusté si besoin avec de I’eau MilliQ). A I’extrait
concentré sont ajoutés 0,4 ml de méthanol. Aprés 4-5 secondes d’agitation et 10 minutes de

centrifugation a 7 °C et a 1000 g, le surnageant est prélevé et transféré dans un insert verre placé
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dans un flacon a sertir de 2 ml identifié. Les flacons sont centrifugés 10 minutes a 20 °C et a

1000 g. Les extraits de lait sont passés sur systeme CLHP. Le volume d’injection était 20 pl.

4.4. Analyse en HPLC
L’analyse du profil en comp0sés absorbant dans I’'UV a été réalisée par chromatographie
liquide haute performance a 1’aide d’une chaine HPLC 1260 Agilent équipée d’un systeme de
pompes quaternaire et d’un détecteur DAD. La séparation des composés a été réalisée sur 2
colonnes distinctes :
e Nucleodur Sphinx, 150mm x 4,6mm, 5u (Machrey-Nagel),
e Lichro Cart Super Spher 60 RP8e, 125mm x 2mm, 4u (Merck), en appliquant le
gradient de phases mobiles suivant :
o A Phase aqueuse contenant 0,05% d’acide formique
o B :Acetonitrile 70 % / eau 30 % / acide formique 0,05 %
o D : Acetonitrile
= O minutes 90 % A-10% B
= 5minutes 90 % A-10% B
= 25 minutes 100 % B
= 30 minutes 100 % D
= 35 minutes 100 % D
Le débit applique était de 0,3 ml/min, le volume d’injection fixé a 5 pul et la température de

colonne a 35°C. Les longueurs d’onde d’acquisition étaient 275 et 320 nm.

5. Analyses statistiques

Les données ont eté soumises a une analyse de la variance (ANOVA) en utilisant le
logiciel Minitab® 16.2 (Minitab Inc. Paris, France) avec la supplémentation en margine dans la
ration des vaches laitieres comme facteurs. Le test a posteriori de Tuket-Kramer a été utilisé pour
comparer les valeurs moyennes entre les groupes. Les différences entre les groupes ont été

considérées significatives pour des valeurs de probabilité p inférieures a 0,05.
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Partie 1. Etude de la composition chimique des margines

et caractéerisation de ses facteurs de variation

1. Profil des huileries et traitement des olives au moment de leur

trituration

Le but du questionnaire était d’identifier et de caractériser les huileries et de définir les
conditions de production de I’huile d’olive en vue de recueillir des informations profondes et de

les exploiter dans I’interprétation des résultats.

1.1. La cueillette des olives

La production de I’huile d’olive est une activité saisonni¢re. Elle commence par la
cueillette des olives. D’aprés les mouliniers interrogés, le ramassage des olives se faisait
auparavant a partir de la fin du mois de décembre de chaque année de sorte a obtenir de
meilleurs rendements et une huile de qualité. Cependant, la situation a changé, de nos jours les
agriculteurs commencent a cueillir les olives un peu plus tot, en novembre, voire méme dés la fin
du mois d'octobre. Ceci permet d’échapper a la période des grandes gelées dans les champs
d’oliviers, d’éviter les files d’attente au niveau des moulins a I'huile et de prévenir la
fermentation des olives qui réduirait la qualit¢ organoleptique de I’huile et par voie de
conséquence le prix de revient. Un autre paramétre qui influence la période de la cueillette et
détermine le rendement auquel les agriculteurs accordent une grande importance, celui des
conditions climatiques pendant la saison précédant la récolte.

La cueillette des olives en Algérie se fait en grande majorité a la main ou a la gaule.
L'usage de la gaule conduirait au phénomeéne de "l'alternance”, c'est-a-dire une bonne récolte est
suivie souvent d'une autre moins bonne. C’est une technique de cueillette dommageable pour
I’olivier car les tiges de branches sont les premiéres atteintes et elles tombent en méme temps
que les olives. L'année suivante, les branches endommagées et assechées ne produiront plus et
agiront négativement sur la santé de l'olivier tout entier.

Avant de commencer a faire tomber les olives, des filets ou des baches sont placés
parterre afin de faciliter le ramassage. Les olives sont ensuite collectées dans des sacs en jute ou

en plastique.
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Tableau 15 : Profil des huileries et de traitement des olives pendant le processus d’extraction de I’huile d’olive.

Caractéristiques générales des huileries

Traitement des olives au moment de ’extraction de I’huile d’olive

Localités Nom de Procédé | Gestion des Variéteés Volume T° de Rendement (|
I’huilerie margines (Nombre d’échantillons) d’eau I’eau d’huile/ 100
ajoutée ajoutée (°C) | kg d’olives)
(1/100 kg
Azerradj Chemlal Sigoise Bouricha | d’olives)
Rachid Presse Déversées 2 2 1 0 25 50 17.5
El-Ghdir Presse dans la 0 0 0 1 - - -
Skikda Boughadoum | Presse canalisation 1 0 0 0 Sans - 16
(Céte des eaux
Méditerranéenne) usees
El-Haj Presse Bassins 1 1 0 0 40-50 40 155
Hézila 3-phases | d’évaporation 2 1 0 1 50-60 70 16.5
Benmeliek | 3-phases 1 1 0 0 40-50 65 16.5
Guesmi Presse Déversées 0 0 2 0 Quelques Ambiante 23.5
dans la litres
Batna Krimil Presse canalisation 0 1 0 0 40 50-60 14
(Sud-Est) Neumane | Presse des eaux 0 1 0 0 30 50 20
Mélizi Presse usées 0 0 2 0 25-30 40-45 24
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1.2. Conservation des olives au niveau des unités de fabrication de
I’huile d’olive

Sitot arrivées aux moulins a huile, les olives ont été transférées dans des conteneurs aérés
(clayettes en plastique) afin d'éviter tout processus de fermentation. Leur conservation a été faite
en dehors de tout ajout de sel avant et aprés leur réception, selon les agriculteurs que nous avons
pu rencontrer et les mouliniers interrogés le jour de I’échantillonnage. Cette situation est due
probablement a une baisse de la production de l'huile d'olive au cours de cette compagne
(réduction de 35% par rapport a la campagne précédente, 2010-2011) due, d’une part au gaulage,
technique de cueillette non respectueuse de l'arbre et d’autre part aux conditions climatiques
defavorables, principalement a la diminution des précipitations. Néanmoins, la conservation des
olives par ajout de sel est une opération couramment utilisée par les agriculteurs, car elle permet
une meilleure conservation des olives. La trituration des olives est faite entre 24h et 4 jours
suivant leur réception.

Avant la trituration des olives de chaque variété, nous avons procédé a I’examen du
contenu des clayettes en plastique, d’une part pour s’assurer de la pureté de la variété, et d’autres
parts pour estimer son degré de maturité. Selon une observation visuelle et avec 1’aide de
certains agriculteurs rencontrés le jour de I’échantillonnage, nous avons pu tirer les constatations
suivantes : les olives de la variété Azerradj étaient d’un niveau de maturité suffisant. En effet, 9
échantillons sur 11 avaient le niveau de maturité requis. Un résultat similaire a été observé aussi
pour la variété Chemlal. Quant a la variété Sigoise, seulement 3 échantillons sur 9 ont atteint ou
dépassé la maturité. La Sigoise serait donc une variété tardive due a la grosseur de son fruit, aussi
la maturité des olives est variable et dépend de la variété.

1.3. Traitement des olives selon le procédé de trituration

La production de I’huile d’olive est un processus fort consommateur d’eau et d’énergie.
L’eau commence a étre ajoutée au cours du broyage/malaxage des olives. Sa quantité et sa
température sont fonction du process utilise. Pour le systeme de presse, certains mouliniers
affirment ne pas ajouter d'eau pendant toutes les étapes du process, c’est le cas de I'huilerie
Boughadoum (Skikda), alors que pour d’autres I’ajout d’eau est fonction du degré de maturité du
fruit, plus les olives sont mires et moins est ¢levé le volume d’eau ajouté (huilerie Rachid)
(Tableau 16). Le volume d’eau ajouté varie, en général, pour le systéeme de presse entre 30 a 40
L/100 kg d'olives (Huileries El Haj, Guesmi, Krimil, Neumane et Mélizi) (tableau 15), quant a sa

température, elle variait entre 40-60 °C. Il convient de noter ici que nous avons remarqué que
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Suite du Tableau 15

Caractéristiques générales des huileries

Traitement des olives au moment de ’extraction de I’huile d’olive

Localité Nom de Procéde | Gestion des Variétés Volume T° de
I’huilerie margines (Nombre d’échantillons) d’eau I’eau Rendement
ajoutée ajoutée (°C) | (L d’huile/
(L/100 kg 100 kg
Azerradj Chemlal Sigoise Bouricha | d’olives) d’olives)
Batna Fatima 3-phases Bassins 1 1 1 0 30-40 Ambiante 16
(Sud-Est) d’évaporation
Babana 3-phases Bassins 1 0 1 0 Sans - 17
d’évaporation
Constantine Limoune 3-phases Bassins 0 1 1 0 Sans - 19
Centre-Est Benyerbah | 3-phases | d’évaporation 1 2 0 0 Sans - 16,5
Guelma Meddour 3-phases 1 0 1 2 40 60 22,5
Nord-Est

- Données non disponibles.
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dans certains cas, la température était proche du degré d’ébullition. Pour le systéme de
centrifugation a 3-phases, certains propriétaires déclarent que toute 1’opération d’extraction s’est
déroulée sans ajout d'eau, or, a notre connaissance le décanteur horizontal ne peut fonctionner
sans l'ajout d'eau, en plus c’est un systeme fermé et I’eau est injectée de maniére automatique.
Les températures d'eau variaient entre 30 a 70 °C (tableau 15).

Le rendement de la production de I’huile d’olive était variable selon les huileries, mais
il était particulierement fonction de la variété. La Sigoise avait enregistrée le rendement en huile
le plus élevé (valeur moyenne de 21,33 L/100 kg), di probablement a la taille de son fruit,
Azerradj le plus faible avec une valeur moyenne de 15,73 L/100 kg d'olives, Chemlal était
intermédiaire (17,18 L/100 kg d'olives). Concernant la quantité des olives pressées, la majorité
des propriétaires s’abstiennent, la cause principale étant les fausses déclarations aux services de
fiscs. Pour les volumes de margines générés, nous avons remarqué que presque la totalité des
propriétaires des huileries possedent des puits, d’ou la difficulté de préciser les volumes d’eau
ajoutées au cours de la trituration des olives, notamment pour le systeme traditionnel. Ainsi, les

volumes de margines générées sont mal estimées.

1.4. Gestion des margines générées

D’aprés I’enquéte, la gestion des margines est fonction du procédé. Pour le systéme
traditionnel de presse, les margines sont déversées directement dans les canalisations des eaux
usees municipales, sans aucun traitement préalable. Pour les nouvelles installations, ¢’est-a-dire
les huileries fonctionnant avec le systéme de centrifugation a 3-phases, les propriétaires doivent
respecter certaines conditions et répondre au cahier des charges qui interdit le mélange de ces
effluents avec les eaux usées municipales ou leur rejet dans les eaux de mer pour les villes
cotieres. En Algérie, a I’heure actuelle I’¢limination des margines se fait via les bassins
d’évaporation.

Le rejet des margines dans les bassins d’évaporation produit une sorte de boue trés
concentrée en matiére organique et minérale qui peut étre valorisée en agriculture comme
fertilisant ou engrais. A notre grande surprise, aucun propriétaire des unités de production de
I’huile d’olive que nous avons visité ne détient cette information. Néanmoins, nous avons noté
un niveau élevé de conscience de la part des propriétaires quant a la menace environnementale
de cet effluent liquide et sa menace pour le bien-étre animal et sur I’homme et ceux-ci souhaitent

que les pouvoirs politiques optent pour d'autres solutions respectueuses de I’environnement.
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Tableau 16 : Caractéristiques physicochimiques des échantillons de margines.

Procédé d’extraction de I’huile d’olive Valeur P
Systéme de presse Systeme de centrifugation a 3-phases
Azerradj Chemlal Sigoise Azerradj Chemlal Sigoise Variété | Procédé | Interaction
(n=4) (n=5) (n=3) (n=7) (n=6) (n=4)
pH 5,07+ 0,08 5,13 + 0,07 5,13 + 0,09 5,16 +£ 0,06 5,13+ 0,06 491+0,08 ns ns ns
9/100 g des margines brutes
MS 7,83 £1,81 9,35 + 1,62 10,60 +2,09 8,68 + 1,37 10,35+ 1,48 7,96+ 1,81 ns ns ns
MO 6,53 +1,64 7,23 +1,46 7,20 + 1,89 744 +124 9,34 +1,34 6,72+ 1,64 ns ns ns
MM 1,31°+ 0,36 2,12% +0,32 340° 0,41 | 1,23°+0,27 1,01°+0,29 | 1,24° +0,36 | 0,022 | 0,001 0,024

MS, matiére séche; MO, matiére organique ; MM, matiere minérale.

Les valeurs sont des moyennes + I’erreur standard.

a, b : les lettres différentes dans une rangée sont significativement différentes (P < 0.05) (test de Tukey-Kramer).

ns = différence non-significative (P > 0.05).
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2. Caractérisation chimique des margines

Les principaux parametres physico-chimiques des margines collectées sont donnés dans
le tableau 17.

2.1. Le pH

Les margines sont acides, la valeur moyenne de pH de 5,09 + 0,03 indépendamment du
process ou de la variété. Selon la littérature, 1’acidité des margines est une caractéristique
commune de cet effluent liquide (Achak et al., 2009 ; Blika et al., 2009 ; Martinez-Garcia et al.,
2009 ; Garcia Castello et al., 2010 ; Goncalves et al., 2010 ; Lakhtar et al., 2010 ; Mechri et al.,
2011; Di Bene et al., 2012; Mahmoud et al., 2012; Lykas et al., 2014). Ceci est dd
principalement aux acides organiques (Fakharedine et al., 2006 ; Achak et al., 2009 ; Chaari et
al., 2015). Les valeurs moyennes du pH des margines issues des deux procédés (de presse et de
centrifugation a 3-phases, respectivement 5,11+ 0,08 et 5,06 + 0,06) et des 3 variétés (Azerradj,
Chemlal et Sigoise, respectivement 5,11 + 0,07 ; 5,14 + 0,06 ; 5,02 + 0,08) sont statistiquement
similaires (p<0.05). Nos résultats concordent avec ceux trouvés par plusieurs auteurs (Ben Sassi
etal., 2006 ; Eroglu et al., 2009 et EI Abbassi et al., 2012 ).

2.2. Les matieres seche (MS) et organique (MO)

En prenant en compte toutes les margines collectées des unités d’extraction de I’huile
d’olive fonctionnant avec le systéme de presse et le systéme de centrifugation a 3-phases, la
teneur moyenne en MS était de 9,13 + 0,70 g/100g des margines brutes sans montrer de
différences entre le procédé ou la variété. Notre résultat est en parfait accord avec celui trouvé
dans plusieurs travaux (El-Abbassi et al., 2009 ; Martinez-Garcia et al., 2009 ; Mekki et al.,
2009 ; Galanakis et al., 2010 ; EI-Abbassi et al., 2011 ; EI Abbassi et al., 2012a ; El Abbassi et
al., 2012b ; Jeguirim et al., 2012 ; Katsoyannos et al., 2012 ; Magdich et al., 2012 ; Abichou et
al., 2013). Pour I’ensemble de ces auteurs, le pourcentage d’humidité des margines variait entre
87 et 95% avec une moyenne de 88, 74% + 2,84 (n=15).

Concernant la MO, la teneur moyenne était de 7, 41+ 0,43 g/100g des margines brutes. La aussi,
les résultats étaient similaires (p<0,05) entre le procédé d’extraction et la variété d’olive. Pour ce
paramétre les valeurs rencontrées dans la littérature variaient entre 2 et 12,9 g/100 (n=6) des
margines brutes (Belaid et al., 2006 ; EI Hajjouji et al., 2007 ; Mahmoud et al., 2010 ; Magdich
etal., 2012 ; Abichou et al., 2013 ; Lykas et al., 2014). Cette variation peut étre due a ’effet de

la dilution di a I’ajout d’eau au moment de I’extraction de I’huile d’olive.
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Tableau 17 : Composition et contenu en caroténoides des margines (ug/g de MS) selon la variété et le procédé de trituration des olives

Procédé d’extraction de I’huile d’olive Valeur P
Systéme de presse Systeme de centrifugation a 3-phases
Azerradj Chemlal Sigoise Azerradj Chemlal Sigoise Variété | Procédé | Interaction
(n=4) (n=5) (n=3) (n=7) (n=6) (n=4)

Zéaxanthine 1,23+ 0,50 044 +| 0,38 £0,57 | 191+0,37 | 1,42+0,40| 1,83+0,50 ns 0,012 ns

(16,8%) 0,44 (16,9%) (19,8%) (15,2%) (19,6%)
(13,7%)

Lutéine 381 +1,16 (143 +1,04| 1,13 £+1,34| 469+0,88| 526+0,95| 4,30+1,16 ns 0,007 ns
(52,1%) (44,5%) (50,2%) (48,6%) (56,2%) (45,9%)

B-Cryptoxanthine 0,07+ 0,25 0,19 £ | 0,16 £0,28 0,60 £| 0,50 £0,20| 0,25%£0,25 ns ns ns
(1,0%) 0,22 (7,1%) 0,19 (5,3%) (2,7%)

(5,9%) (6,2%)

13cis -p-Caroténe 0,42+0,18 | 0,18+0,16 | 0,00 £0,21 | 0,34+0,14 | 0,53+0,15| 0,61 £0,18 ns 0,051 ns
(5,7%) (5,6%) (<0,1%) (3,5%) (5,7%) (6,5%)

9cis-B-Carotene 050+£0,13 | 0,21+0,12| 0,13+0,15| 0,40+£0,10| 0,36+0,11| 0,52+0,13 ns ns ns
(6,8%) (6,5%) (5,8%) (4,1%) (3,8%) (5,5%)

tout-trans-p-Caroténe 1,28+0,32 | 0,77+£0,29 | 044+0,37|1,70+£0,24 | 129+0,26| 185+0,32 ns 0,005 ns
(17,5%) (24,0%) (19,5%) (17,7%) (13,8%) (19,8%)

Somme des carotenoides | 7,31+ 1,72% 321+ | 2,25+1,99° 9,64 + 9,35+ 936+| ns 0,001 ns
1,54° 1,30° 1,41% 1,72%

Les valeurs sont des moyennes + I’erreur standard. Entre parenthése sont présentées les proportions de chaque composé en pourcentage de la

somme. a, b : les lettres différentes dans une rangée sont significativement différentes (P < 0.05) (test de Tukey-Kramer). ns = différence non-

significative (P > 0.05).
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2.3. La matiére minérale (MM)

En dehors du procédé d’extraction et de la variété d’olive, la teneur moyenne en MM des
margines collectées a partir des unités d’extraction était de 1,72 + 0,33 g/100g des margines
brutes. Les teneurs en MM trouvées par plusieurs auteurs variaient entre 0,8 et 3,4 g/100g
(n=11) des margines brutes avec une moyenne de 1,6 + 1,49/100g des margines brutes (Belaid et
al., 2006 ; Fakharedine et al., 2006 ; EI Hajjouji et al., 2007 ; Achak et al., 2009 ; Mekki et al.,
2009 ; Mahmoud et al., 2010 ; El Abbassi et al., 2012b ; Mahmoud et al., 2012 ; Abichou et al.,
2013), ce qui nous a permis de constater que la teneur en MM de nos échantillons de margines
sont conformes avec celles de la littérature. D’autre part, la teneur en MM des margines brutes
était statistiquement différente selon le procédé d’extraction (P = 0,001), la variété d’olive (P =
0,022) et leur interaction (P = 0,024) (tableau 17). En effet, les margines de la variété Sigoise
issues du systéme de presse ont montré une teneur en MM supérieure de 3 fois environ par
rapport a celle de la variété Azerradj issues du procédé de centrifugation a 3-phases (tableau 17).
Les margines de la variété Chemlal issues de la presse avaient des valeurs intermédiaires. Notre
résultat est en parfait accord avec celui d’El Abbassi et al. (2012b) qui ont trouvé que les
margines issues du systéme d’extraction discontinu de presse étaient 3 fois plus concentrées en
MM que celles générées par le procédé continu a 3-phases. Cependant, des résultats opposés ont
été également signalés précédemment par Ben Sassi et al. (2006). Dans le contexte des pratiques
agricoles traditionnelles marocaines, la conservation des olives, avant leur trituration, se fait en
totalité par ajout de sel. Or, la conservation des olives utilisées dans notre étude était faite en
dehors de tout ajout de sel. Par conséquent, les écarts enregistrés pourraient mieux résulter des
difféerences entre les variétés d'olives (dues directement aux différences intrinséques entre
variétés ou indirectement, au stade de maturité des olives, par exemple) qui se sont exprimeées

dans le processus de la presse, mais pas avec le systeme de centrifugation a 3-phases.

2.4. Teneur et composition en carotenoides et en tocophérols des margines

Notre travail présente la premiére étude qualitative et quantitative de la composition en
caroténoides et en tocopheérols des margines monovariétales des trois principales variétés d'olives
cultivées en Algeérie, a savoir Azerradj, Chemlal et Sigoise. Pour tous les échantillons de
margines, six composes différents de caroténoides et deux tocophérols ont été identifiés et
quantifiés. Les principaux résultats sont rassemblés dans les tableaux 17 et 18, respectivement

pour les caroténoides et tocophérols.
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Tableau 18 : Composition et contenu en tocophérols des margines (ug/ g de MS) selon la variété et le procédé de trituration des olives

Procédé d’extraction de 1’huile d’olive

Systeme de presse Systeme de centrifugation a 3-phases Valeur P
Variétés d’olive Azerradj Chemlal Sigoise Azerradj Chemlal Sigoise Variété | Procédeé | Interaction
(n=4) (n=5) (n=3) (n=7) (n=6) (n=4)
a-tocophérol 28,80 + 21,08+ | 39,14 +£13,33 | 24,46 £8,73 | 24,66 +9,42 | 15,64 £ 11,54 ns ns ns
11,54 10,32 (87,5%) (87,7%) (90,5%) (84,8%)
(86,8%) (86,4%)
y-tocophérol 435+134 | 331+1,19 558+154 | 342+1,01 2,60+ 1,09 2,80+1,34 ns ns ns
(13,1%) (13,6%) (12,5%) (12,3%) (9,5%) (15,2%)
Somme des 33,16 + 24,39+ | 44,73+ 14,78 | 27,89 £9,67 | 27,25+ 10,45 | 18,45+ 12,80 ns ns ns
tocophérols 12,80 11,45

Les valeurs sont des moyennes * I’erreur standard. Entre parenthése sont présentées les proportions de chaque composé en pourcentage de la

somme.

a, b : les lettres différentes dans une rangée sont significativement différentes (P < 0,05) (test de Tukey-Kramer).

ns = différence non-significative (P > 0,05).
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Pour ces deux groupes de composés, l'analyse a révélé un profil commun entre tous les
échantillons quels que soient la variété ou le processus. La composition en caroténoides a révélé
la présence de 3 xantophylles (lutéine, zéaxanthine et B-cryptoxanthine) et 3 caroténes (9-cis, 13-
cis et tout-trans-p-caroténes). En pourcentage, elle était environ de : 50 % de lutéine, 32 % de B-
carotene dont 2 tiers de tout-trans-f-carotene et environ 11 % de zéaxanthine. Ce résultat était
compatible avec les rapports indiquant que la lutéine a été le principal caroténoide de I’huile
d'olive de différentes variétés espagnoles (Gandul-Rojas et Minguez-Mosquera, 1996), suivie par
le tout-trans-p-caroténe. Cependant, la zéaxanthine n'a pas été identifiée par ces auteurs. Ce
composé et la lutéine sont généralement trés difficiles a séparer par chromatographie classique or
la méthode de séparation utilisée dans cette étude a fait intervenir une technologie plus
performante permettant de distinguer sans équivoque la lutéine de la zéaxanthine d’une part, les
3 isoméres du B-caroténe d’autre part. Dans la présente étude, aucun autre caroténoide n’a été
observé dans les extraits d'échantillons, ce qui refléte probablement une différence majeure entre
la composition en caroténoides des margines et de I’huile d’olive parce que les composés
lipophiles suivent préférentiellement les matrices huileuses plutdt que les matrices aqueuses. En
conséquence, les xanthophylles mineurs précédemment trouvés dans r'huile d'olive
(anthéraxanthine, violaxanthine, néoxanthine ...) ne sont pas observables dans le présent travail
alors que la méthode est en mesure de les extraire et de les quantifier (Chauveau-Duriot et al.,
2010).

La somme des caroténoides était différente selon le processus puisque les teneurs étaient
de 2,2 fois plus élevées avec le systeme 3-phases qu’avec la presse (9,44 + 1,48 vs 4,25 + 1,75
mg/g de MS, P=0.001), ce qui est principalement di a la zéaxanthine, la lutéine et les isomeéres
13-cis- et tout-trans-pB-caroténe (tableau 17). La concentration totale des caroténoides était
significativement 4 fois plus élevée dans les margines de la variété Azerradj obtenues par le
procédé de centrifugation a 3-phases que dans les margines des varietés Sigoise ou Chemlal
issues du procédé de presse. Ce resultat permet de compléter ceux observés precédemment dans
'huile d'olive. En effet, Giuffrida et al. (2007) ont rapporté que des teneurs elevées en pigments
(qui incluent les caroténoides) ont été trouvées dans les huiles produites par le procedé continu
de 3-phases, par rapport aux huiles produites par la presse traditionnelle. Garcia et al.(2005)
stipulent que les huiles d'olive vierges produites dans des technologies d'extraction moderne
utilisant des broyeurs a couteaux, a marteaux ou a disques (cas des systemes continus de
centrifugation, 2- ou 3-phases) ont une teneur nettement plus élevée en caroténoides que celles

produites par les procédés traditionnels discontinus (cas de la presse ou de la super-presse,
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Tableau 19: Composés phénoliques des margines (ug/g de MS) quantifies par analyse en HPLC/MS selon la variété d’olive et le procédé d’extraction.

Résultats et discussion

Procédé d’extraction de I’huile d’olive Valeur P
Systéme de presse Systeme de centrifugation a 3-phases
Azerradj Chemlal Sigoise Azerradj | Chemlal Sigoise Variété | Procédé | Interaction
(n=4) (n=5) (n=3) (n=7) (n=6) (n=4)
Acide vanillique 45,0+ 16,9 352+ 66,6 + 31,9+ 15,1+ 64,4 £16,9 | 0,069 ns ns
15,1 19,5 12,8 13,8
Hydroxytyrosol 10+£25 53 +22 | 25+29 | 01+19 | 0420 00£25 ns ns ns
Acide caféique 33,3+24,7° 350+ 187,0+ 26,2 + 352+ 95,4 + <0,001 | 0,098 ns
22,1° 28,5° 18,6° 20,1° 24,7%
Luteoline 105,1 + 32,2 959 + 72,2+ 1128 + 104,5 + 88,9+ 32,2 ns ns ns
28,8 37,2 24,3 26,3
Tyrosol 2824 + 2128 £ 2318 + 103,3 + 1049 + 239,9+ ns ns ns
107,5 96,1 124,1 81,3 87,8 107,5
Acide 4- 27+25" [55+£22" ] 93+29" | 14+19° | 30+2,0° | 11,9+25" | 0,007 ns ns
Hydroxyphenylacetique
Acide 3,4- 28,4 + 14,5% 28,4 49,7 £ 16, 13,9+ 31,1+ 81,7+14,5* | 0,014 ns ns
Dihydroxyphenylacetique 13,0% g 11,0 11,9%
Oleuropeine 12,4+ 740,1 23,1+ 56,3 + 6,4 + 256,4 + 2723,2 + ns 0,105 ns
662,0 854,6 559,5 604,3 740,1

Les valeurs sont des moyennes + I’erreur standard.

a, b : les lettres différentes dans une rangée sont significativement différentes (P < 0.05) (test de Tukey-Kramer).

ns = différence non-significative (P > 0.05).
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utilisant des meules de granite), probablement en raison de la meilleure rupture des différents
tissus qui constituent le fruit de l'olivier et de la température élevée de la pate d’olive, au moment
du malaxage, qui pourrait induire I'inactivation des enzymes responsables de la dégradation du

pigment au cours du process.

Dans tous les échantillons de margines analysés, deux tocopherols ont été détectés et
quantifiés : a- et y-tocophérol. Leurs concentrations moyennes étaient de 25,63 + 4,46 et 3,68 +
0,52 pg/g de MS, respectivement pour I’a- et y-tocophérols (tableau 18). L'isomére o étant en
quantités plus élevées, représente environ 90 % de la vitamine E totale. Ce pourcentage est
conforme aux donnees de la littérature sur I'huile d'olive vierge (Manai-Djebali et al., 2012 ;
Ballus et al., 2014 et Limon et al., 2015). Pour ces deux formes de vitamine E, aucune différence
n’a été observée dans leurs concentrations respectives ou leur somme selon le procédé de
production de I'huile d'olive ou de la variété. Ceci était surprenant car Deiana et al., (2002) ont
indiqué que la teneur en tocophérol dans I'huile d'olive était fortement dépendante de la variété,
et on aurait pu s’attendre a ce que cela soit également vrai pour les margines. Toutefois, il
pourrait étre supposé que si I'étape de malaxage a été bien effectuée avant la séparation de I'huile
(a travers la presse ou la centrifugation a 3-phases), les gouttelettes lipidiques ont bien fusionné
favorisant I'extraction des tocophérols avec la fraction huileuse et laissant seulement une fraction
mineure (non liée quantitativement & des quantités initialement présentes dans le fruit) dans les

margines (Jiménez et al., 2014).

2.5. Teneur et composition en biophénols des margines

Parmi les composés phénoliques des margines choisis pour analyse (tableau 19), I’acide
ferulique, I’acide p-coumarique et 1’oleuropeine aglycone n’ont pas été quantifiés puisque leurs
concentrations respectives dans les échantillons étaient inférieures a la limite de quantification
ou de détection de nos conditions de dosage. Sur la base des valeurs moyennes de la
concentration des douze composes phénoliques quantifiés dans tous les échantillons de margines,
le tyrosol était le composeé phénolique majeur (195,87 + 41,52 pg/g de MS), a l'exception de
l'oleuropéine qui a atteint des valeurs largement supérieures parfois (tableau 19). Dans l'ordre de
grandeur décroissant, les concentrations de la lutéoline (96,57 £ 12,43 pg/g de MS), l'acide
caféique (68,70 = 9,53 ug/g de MS), la lutéoline-7-O-glucoside (51,38 + 8,56 ug/g de MS),
I’acide vanillique (43,05 + 6,52 pg/g de MS), et I’acide 3,4-dihydroxyphénylacétique (38,87 +
5,62 ug/g de MS) ont été suivis par I’acide 4-hydroxyphénylacétique (5,62 + 0,96 ug/g de MS),
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Suite du tableau 19

Résultats et discussion

Procédé d’extraction de I’huile d’olive Valeur P
Systeme de presse Systeme de centrifugation a 3-phases
Variétés d’olive Azerradj Chemlal Sigoise Azerradj Chemlal Sigoise | Variété | Procédé | Interaction
(n=4) (n=5) (n=3) (n=7) (n=6) (n=4)
Apigenine 33x14 38+13 2,8+16 | 571+£11| 3312 18+14 ns ns ns
Acide chlorogenic 02+0,1 01+0,1 01+01 | 01+£01 | 02£01 | 04£0,1 ns 0,041 0,106
Luteolin-7-O-glucoside 32,0+£221 34,2 + 66,2 + 49,1 + 33,7 93,2+ 0,109 ns ns
19,8 25,6 16,7 18,1 22,1
Acide gallique 47172 35+11 30x14 3,7+£0,9 33+£10 | 6312 ns ns ns

Les valeurs sont des moyennes + I’erreur standard.

a, b : les lettres différentes dans une rangée sont significativement différentes (P < 0.05) (test de Tukey-Kramer).

ns = différence non-significative (P > 0.05).
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l'acide gallique (4,06 + 0,47 pg/g de MS), lapigénine (3,45 + 0,55 pg/g de MS),
I’hydroxytyrosol (1,55 £ 0,96 pg/g de MS) et enfin l'acide chlorogénique (0,19 + 0,03 ug/g de
MS). Les échantillons de margines ont montré des teneurs en composés phénoliques différentes
en fonction de la variété et/ou du procédé (tableau 19). En effet, compte tenu des comparaisons
entre les margines des différentes variétés d'olive, les concentrations de I’acide caféique, de
I’acide  4-hydroxyphénylacétique et de TPacide 3,4-dihydroxyphénylacétique étaient
significativement différentes et une tendance a été observée pour l'acide vanillique et la lutéoline
-7-0O-glucoside. Pour ces cing composeés, la tendance génerale est que les valeurs les plus élevées
sont observées pour la variété Sigoise, par comparaison a Azerradj ou Chemlal, atteignant la
signification pour lacide caféique (4,3 fois plus elevée ; P <0,05), l'acide 4-hydroxy-
phénylacétique (3,4 fois ; P <0,05) et I'acide 3,4-dihydroxyphénylacétique (2,6 fois ; P <0,05).

En ce qui concerne l'effet du processus, les différences sont rares sauf en ce qui
concerne la concentration de I’acide chlorogénique qui a été augmentée (4 fois) avec le procédé
de centrifugation a 3-phases en particulier pour la variété Sigoise, alors qu'elle a diminué pour
Azerradj (valeur de P proche de la tendance ; tableau 19). Par ailleurs, cet effet sur l'acide
chlorogénique est largement marginal en raison de son niveau de concentration trés faible (0,4 +
0,1 pg/g de MS). En revanche, la concentration moyenne de I’oleuropeine qui a été seulement de
30,6 ng/g de MS avec le processus de la presse a atteint 995,3 pg/g de MS pour le procédé de
centrifugation & 3-phases, mais en raison de la forte variabilite, la différence a atteint seulement
la tendance de signification. A l'inverse, le systeme de presse donnerait des concentrations plus
élevées d'acide caféique, avec une moyenne de 85,1 + 14,6 pg/g de MS que le systeme de
centrifugation a 3-phases (52,3 + 12,3 ug/g de MS).

Enfin, pour hydroxytyrosol, la lutéoline, tyrosol, I'apigénine et l'acide gallique, aucune
différence significative liée au procédé d’extraction ou a la variété d’olive ne pourrait étre

signalée.

Les résultats du dosage colorimétrique des composés phénoliques présents dans les
margines issues de la trituration des trois varietés d’olive sont montrés dans le tableau 20. Le
mode d’extraction de I’huile d’olive n’influence pas les concentrations en phénols totaux (PT),
en flavonoides totaux (FT) et en tanins condensés (TC) des margines issues des trois variétés
étudiés (P=0,206). Par ailleurs, I’effet variété est prononcé pour ces mémes parametres. En effet,
la variété Sigoise présente le contenu en PT le plus élevé (26,3 g/l) suivie d’Azerradj et Chemlal

(respectivement, 23,97 et 20,09 g/I). Les mémes tendances ont été enregistrées pour les tanins
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Tableau 20 : Contenu en composés phénoliques des margines (g/l) issues des variétés Azerradj, Chemlal et Sigoise pressées par mode
traditionnel ou 3-phases.

Procédé d’extraction de I’huile d’olive

Systéme de presse Systeme de centrifugation a 3-phases SEM Valeurs P
Variétés d’olive Azerradj Chemlal Sigoise Azerradj Chemlal Sigoise
Phénols totaux 24,65 19,83 28,50 23,29 20,35 24,1 3,53 0,206
Flavonoides 0,016 0,017 0,022 0,018 0,015 0,016 0,0026 0,13
totaux
Tanins condensés 5,79 291 531 4,67 4,95 5,28 0,997 <1%o
CPP nd nd nd nd nd nd - -

CPP, capacité a précipiter les protéines, SEM, erreur standard des moyennes, nd : non déterminé, P : probabilité.
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condenseés. La concentration la plus élevée était enregistrée pour la variété Sigoise (5,29 g/l) et la
plus faible pour la variété Chemlal (2,93 g/l). Ces résultats confirment ceux de la composition en
phénols et en cendre ou nous avons trouvé que la variété Sigoise était supérieure par rapport a
Azerradj et Chemlal. Pour les flavonoides totaux, les trois variétés ont des concentrations
statistiguement similaires (p<0,05).

Pour le test de quantification des tanins totaux via leur capacité de précipitation du sérum
albumine bovine (BSA), ces derniers s’aveérent non décelables. Ces résultats corroborent
parfaitement avec les résultats ultérieurement obtenus dans d’autres travaux (Singh et al., 2005 ;
Vitti et al., 2005 ; Arhab, 2007). L’avantage des méthodes de précipitation des protéines est la
mesure de I’activité biologique des tanins présents dans les aliments, alors que les méthodes
colorimétriques basées sur les propriétés chimiques, indiquent seulement la nature chimique des
tanins (Singh et al., 2005). Ainsi, les taux nuls de la capacité a précipitation des protéines (CPP)
pourraient s’expliquer soit par les faibles taux de tanins condensés que renferment les margines
des trois variétés, soit par I’incompatibilité structurale des tanins présents dans ces margines et la
sérum albumine bovine. En outre, les références bibliographiques traitant de I’activité biologique
des composés phénoliques des margines sont tres rares, voire mémes inexistantes (dans les
conditions d’anaérobiose). De ce fait, I’é¢tude de leur impact sur la dégradation ruminale reste a

établir et pourrait étre d’un intérét majeur.

Les études dans la littérature concernant la quantification des composés phénoliques des
olives peuvent étre facilement rencontrés lorsqu’il s’agit de leur contenu dans I'huile, mais sont
moins fréquentes lorsque l'on considére les margines. Il est bien admis que les margines
"liquides" contiennent 53% des composés phénoliques initialement présents dans les olives (2%
seulement dans I’huile et environ 45% dans les grignons secs ; Rodis et al., 2002) ; cependant,
les composés phénoliques identifiés dans les margines ainsi que leurs concentrations varient
d'une étude a lautre (Obied et al., 2005). Le biais majeur vient du fait que les données des
concentrations de ces composés sont le plus souvent exprimées par rapport au volume, alors que
I'eau est parfois ajouté au cours du processus de production de I'huile d’olive (de 0 a 60 litres par
100 kg d'olives selon I’étude menée aupres des propriétaires des huileries de la présente étude).
Ainsi, nous avons rapporté nos résultats a la teneur en matiére séche des margines. Quoiqu'il en
soit, cela n’influe pas sur l'analyse qualitative de leur profil en composés phénoliques et il est
généralement admis que le plus abondant serait 1’hydroxytyrosol, le tyrosol, et I’oleuropéine
(Obied et al., 2005).
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La quantification des composés phénoliques dans la présente étude a confirmé que le
tyrosol serait le composé majeur dans les échantillons de margines, tandis que des concentrations
tres faibles d’hydroxytyrosol ont été observées, 1’oleuropeine aglycone étant indétectable et les
concentrations d’oleuropéine fortement variables (plus de 200 fois dans les conditions testées). Il
est rapporté que le contenu et la composition en composés phénoliques des margines dépendent
de la maturité et du cultivar du fruit, des conditions climatiques, du temps de stockage, du
process et de la durée du malaxage (Obied et al., 2005 et Jiménez et al., 2014). Visioli et al.
(1999) ont identifié I’oleuropeine comme composé phénolique majeur, alors qu’elle a été
detectée en tres faible concentration par Fakharedine et al. (2006) ; Lafka et al. (2011) et non
detectée par Lesage-Meessen et al. (2001). Dans la présente étude, les prélevements de margines
ont toujours été effectués a la chaine (au moment méme de 1’extraction de I’huile d’olive) et le
degré de maturité des olives a été évalué par I'enquéte pour aider a I'interprétation des données.
Cela a permis de suggérer que nos quelques observations peuvent étre partiellement attribuées au
degré de maturité des olives. En effet, dans la présente étude, la teneur en l'oleuropéine était
largement supérieure (valeur moyenne supérieure a 1700 pg/g de MS) dans les margines
collectées a partir d'olives a faible niveau de maturation alors que sa concentration diminue
lorsque le stade de maturité a augmenté. En fait, I'oleuropéine serait dégradée au cours de la
maturation des fruits en raison de l'augmentation de l'activité de certaines enzymes hydrolytiques
pendant la maturation des olives tel que rapporté par Dagdelen et al. (2013). Dans les margines,
I’hydroxytyrosol a été rapporté étre le composé phénolique majeur, atteignant environ 70% de la
teneur totale en composés phénoliques (EI-Abbassi et al., 2012b). Certains auteurs ont également
constaté que I’hydroxytyrosol était le principal composé phénolique des grignons d'olive,
atteignant des concentrations entre 1624 a 2872 mg/kg (Rubio-Senent et al., 2012). Le niveau de
cet acide phénolique augmentait a la suite de la dégradation de l'oleuropéine pendant le
processus de maturation des fruits en raison de lI'augmentation de l'activité de certaines enzymes
hydrolytiques (Amiot et al., 1989 ; Esti et al., 1998) et de la dégradation de I’hydroxtyrosol
glucoside lors du broyage/malaxage (Klen & Vodopivec, 2012). Notre étude a démontré que les
concentrations de 1’hydroxytyrosol ou I’oleuropéine dans les margines sont tres variables et
suggere qu'ils pourraient étre parmi les composés majeurs ou mineurs des margines en fonction

de plusieurs facteurs (processus, degré de maturité du fruit...).

Le systéeme d'extraction a légérement modifié la composition phénolique des margines,
puisque seule la concentration en acide chlorogénique a été significativement augmentée par le

procédé de centrifugation a 3-phases (plus particulierement pour les variétés Sigoise et Chemlal).

( 116 ]



Chapitre 3 Résultats et discussion

Toutefois, le processus continu a 3-phases tend a augmenter la concentration de 1’oleuropeine
alors que le contraire est vrai pour l'acide caféique. Ces résultats concordent avec ceux signalés
par des rapports antérieurs de Lesage-Meessen et al. (2001) et Klen et Vodopivec (2012), mais
pas avec ceux d’El-Abbassi et al. (2012b) qui ont démontré que les profiles phénoliques des
margines obtenues par le systeme continu a 3-phases sont différents de ceux issus du processus
de la presse traditionnelle. Il est précisé que l'addition d'eau avant la séparation de I'huile influe
sur les coefficients de partition des composés phénoliques. Rodis et al. (2002) ont démontré que
la plupart des biophénols d'olive ont un faible coefficient de partition (huile/eau) allant de 6.10™
(dans le cas de l'oleuropéine) a 1,5. Par conséquent, au moment de la séparation des phases la
plupart d'entre eux finissent dans la phase aqueuse ou margines. Obied et al. (2005) ont rapporté
que la température au moment du process et la qualité de l'eau affectent la répartition des
composés phénolique entre 1’eau et ’huile de maniére significative. Plus la température de l'eau
est élevée, plus la partition des biophénols 1’est dans 1’huile, alors que plus l'eau est ajoutée, plus
les biophénols sont récupérés dans les margines. La solubilité de 1’oleuropéine dans les margines
est beaucoup plus élevée que dans la phase huileuse (Rodis et al., 2002 ), ce qui peut expliquer
sa forte concentration dans les margines obtenues par centrifugation (procédé 3-phases). En
revanche, Caponio et Catalano (2002) ont montré que, méme la température des olives avant et
pendant le broyage influence fortement la solubilisation des phénols et par conséquent leur
concentration dans les margines. Di Giovacchino et al. (2002) avaient déja prouvé que les
broyeurs métalliques des systémes continus de centrifugation (3- ou 2-phases) assurent une
meilleure rupture de la chair d'olive comparativement aux meules de la presse, améliorant ainsi
la libération des phénols de la pate d’olive a I'huile et par voie de conséquence aux margines.
Dans notre étude, les propriétaires des unités d’extraction de I’huile d’olive fonctionnant par le
procédé de centrifugation a 3-phases ajoutent de gros volumes d'eau chaude pour améliorer et
optimiser I'extraction de ’huile et minimiser la consommation d'énergie (de 40 1 d’eau/100 kg
d'olives a 66 °C vs 27 1d’eau/100 kg d'olives a 47 °C pour le procéde traditionnel de la presse),
mais ces différences semblent insuffisantes pour induire d'effet notable sur le contenu en
phénols.

Des différences quantitatives entre les variétés d'olives ont été notées pour plusieurs
biophénols. Des quantités ¢levées d’acide caféique, d’acide 4-hydroxy-phénylacétique et d’acide
3,4-dihydroxyphenylacetique (ainsi qu'une tendance pour I’acide vanillique et la lutéoline-7-O-
glucoside) sont observées pour la variété Sigoise, le schéma est le méme pour les 2 autres

variétes testées (Azerradj et Chemlal). Cela semble indiquer que la composition phénolique
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pourrait présenter une contribution utile de la caractérisation biochimique des variétés de
margines. Ce resultat corrobore les travaux antécédents de Mulinacci et al. (2001) sur les
margines et ceux de Romani et al. (1999) sur l'huile.
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Partie 2. Biodégradation anaérobie des margines et de leurs extraits

phénoliques bruts par le microbiote du rumen

1. Biodégradation in vitro des margines en systeme batch

1.1. Caracterisation chimique des margines vs foin de vesce-avoine
La composition chimique et le contenu phénolique des margines et du foin de vesce-
avoine (témoin) qui ont servi pour 1’étude de la biodégradation en systéme batch sont présentés
dans le tableau 21. Seuls les paramétres qui n’ont pas été évoqués dans la partie 1 vont étre

discutés ici.

Tableau 21 : Composition chimique des margines issues du systéme continu a 3-phases et du

foin de vesce-avoine (g/100 g de MS).

Substrats ESM Valeur P

Parametres Margines Foin de vesce-avoine

MS 6,72 61,62 1,86 <3 %o
MM 2,46 4,79 0,20 <1 %o
MAT 2,70 6,79 0,20 <1 %o
ST 32,57 20,21 1,76 <1 %o
PT 5,6 2,75 0,02 <5 %o
TT 4,5 2,05 0,01 <1 %o
TC 0,59 1,84 0,02 <3 %o

MS, matiere seche ; MM, matiere minérale ; MAT, matiére azotée totale ; ST, sucres totaux ; phénols

totaux ; TT, tanins totaux ; TC, tanins condensés ; E.S.M., erreur standard des moyennes.

Les margines sont caractérisées par une teneur en matiére azotée totale faible. Celle-ci est
de 2,70g/100g de MS (Tableau 22). Ce résultat est conforme a celui mentionné dans la littérature
(Ben Othman et al., 2009 et Moussaoui et al., 2010).

Comparativement au substrat témoin (foin de vesce-avoine), les margines se distinguent par leur
contenu élevé en sucres totaux (32,57%). Cette teneur est largement supérieure a celle
enregistrée dans plusieurs travaux (Christodoulou et al., 2007 ; Hachicha et al., 2008 et Blika et

al., 2009). Ces auteurs mentionnent des concentrations comprises entre 1 et 8%. La teneur élevée
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Tableau 22 : Biodégradation in vitro des margines estimée par la production de biogaz et les parameétres fermentaires déterminés aprés 24h
d’incubation (pH, N-NH3, AGV;, DMS et ME)

Production de biogaz aprés (ml/200 mg MS) Parametres fermentaires mesurés

Substrats 3h 6h 9h 24h 48h 72h 96h pH N-NH; | AGVt | DMO | ME
(ug/ml) | (uMolg/ | glkg de | (MJ/kg
de MS) MS de MS)

Margines 12,67 | 1583 |20,85 |32,14 |50,66 |50,66 |50,66 6,62° |371° 0,708 | 44,80 |6,93
Foin de vesce-avoine 15,50 |21,50 |25,67 |40,53 |58,33 |6150 |61,50 6,71 | 4,94° 1,271 | 68,01 | 11,50
SEM 0,35 4,71 6 0,90 0,90 0,90 0,90 0,01 0,18
P <0,01 |<001 |<001 |<001 |<001 |<001 |<001 <0,01 |<0,01

N-NH; . ammoniac, AGV;: acides gras volatiles totaux, DMO : digestibilité de la matiére seche organique, ME : énergie métabolisable,
P : probabilite.

([ 120 ]



Chapitre 3 Résultats et discussion

en sucres totaux de nos margines pourrait étre due au fait qu’elles étaient collectées directement
de la chaine de trituration. En effet, d’aprés Hamdi (1992), le stockage des margines dans les
bassins d’évaporation entraine la bioconversion des sucres en acides organiques. Les principaux
sucres identifiés, d’apres la littérature, incluent 1’arabinose, le fructose, le xylose, le mannose, le
glucose, le saccharose, le mannitol, le sucrose et les pentoses (Niaounakis & Halvadakis, 2006 ;
Dhouieb et al., 2006 ; McNamara et al., 2008 ; Eroglu et al., 2009 ; Mechri et al., 2010 et
Abichou et al., 2013). Ces oses sont tres solubles et peuvent constituer un excellent supplément
énergétique dans les rations des ruminants (Molina-Alcaide & Yanez-Ruiz, 2008). Nos résultats
montrent aussi que les margines se caractérisent par un contenu élevé en phénols totaux, estimé
en équivalents d’acide gallique a 5,69/100g de MS (tableau 21). Bien que des résultats
semblables sont rapportés par Ben Sassi et al. (2006) pour des margines marocaines obtenues
d’un systéme a 3-phases, ce taux est, cependant, différent de ceux notés par Zenjari et al.
(2006) et Blika et al. (2009). Ces variations dans la teneur en phénols totaux des margines
peuvent étre dues a plusieurs facteurs intrinséques et extrinseques développées dans la partie 1.
Pour les ruminants, les phenols peuvent contribuer a ’inhibition des Archaebactéries et, par
conséquent, limiter les pertes d’énergie sous forme de méthane. De méme, la concentration des
margines en TT est 2 fois supérieure a celle du foin de vesce-avoine (P<<1 %o) (tableau 21). La
teneur en TC des margines (0,59 g/100g de MS) suggere qu’elles sont riches en tanins
hydrolysables. Ces derniers sont efficacement dégradés par le microbiote du rumen et
contribuent a la production des acides gras volatiles (source majeure d’énergic pour les

ruminants).

1.2. Production de biogaz in vitro en présence du microbiote d’ovin et

paramétres fermentaires mesurés (pH, N-NH3;, AGV, DMS et ME)

La production de biogaz résultant de la dégradation anaérobie des margines en preésence
du microbiote ruminal d’ovins, et des paramétres fermentaires (pH et ammoniac) mesurés apres
24 h d’incubation et ceux estimés (acides gras volatiles totaux, digestibilité de la matiere
organique et I’énergic métabolisable) sont illustrés dans le tableau 22. Il en ressort que la
production de biogaz est significativement différente entre les substrats aux différents temps
d’incubation (P <0,01). Apres 96 h, le volume de biogaz cumulé le plus élevé est notée par le
substrat témoin (61,50 m1/200 mg MS) et le plus faible par les margines (50,66 m1/200 mg MS).
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Quand une analyse de la cinétique de la production de biogaz a été effectuée, elle a révélé que 63
et 66% de biogaz ont été produits pendant les premiéres 24 heures de la fermentation. Ces
différences sont probablement dues a la composition chimique des deux substrats (tableau 22).
Les margines sont riches en sucres totaux, en phénols et en tanins comparativement au témoin.
Ainsi, il semblerait que les sucres sont rapidement fermentes, ce qui a engendre une production
importante de gaz dans les premiéres heures d’incubation. Par ailleurs, cette production de gaz a
été ralentie suite a la solubilisation des composés phénoliques. Ces composés sont considérés
comme des facteurs antinutritionnels car ils affectent a la fois la palatabilité et I’ingestion des
aliments (Shofield et al., 2001; Makkar, 2005 ; Salem et al., 2006 ). Selon de nombreux travaux,
il est établi que les composes phénoliques réduisent significativement la production de biogaz
(Makkar et al., 1995et Hervas et al., 2000). Cette réduction peut étre engendrée via une
diminution de I’activité fermentaire du microbiote, soit directement par I’inhibition de la
croissance bactérienne ou de leurs enzymes sécrétés dans le milieu fermentaire, et/ou
indirectement par fixation aux substrats en limitant leur accessibilité a la dégradation
enzymatique (Akin et al., 1988 et Makkar et al., 1995). Les résultats des analyses
chromatographiques des margines monovariétales (section 2.5. partie 1) ont mis en évidence la
richesse des margines en phénols simples (tyrosol et oleuropéine) qui agissent aussi bien sur les
bactéries du rumen que sur les enzymes impliquées dans le processus de la digestion anaérobie,
particulierement, la B-glucosidase et la carboxymeéthylcellulase (Zuhainis et al., 2008).

La valeur de pH enregistrée dans les fermenteurs en fin d’incubation est plus faible en
présence de margines (6,62) qu’avec le substrat de référence (6,71 ; P < 0,01) (tableau 22). La
légére acidification du milieu de fermentation est essentiellement due a I’accumulation des AGV.
Pour les deux substrats, les valeurs de pH enregistrées sont au-dessus du seuil critique
d’inhibition de la croissance et de I’activité de la cellulolytique du microbiote ruminal (Hoover,
1986 ; pH > 6). Ce resultat est corroboré par les concentrations en AGV; estimees qui montrent
que la production la plus élevee est observée pour le substrat de reférence (1,271 pmoles/g MS)
et la plus faible pour les margines (0,708 umoles/g MS). En effet, les AGV sont des produits
fermentaires qui représentent la principale source d’énergie pour les ruminants et dont
I’accumulation dans le milieu ruminal contribue a son acidification. Selon Arhab et al. (2009), la
stabilité du pH dans la zone de neutralité en systéeme batch (pH régnant dans le rumen, 6,8-6,9)
est expliquée par la libération excessive des ions carbonates a partir de la solution tampon pour
neutraliser ’acidité résultant de la production des acides gras volatiles et/ou une production

¢levée d’ammoniac. Effectivement, cette derniere est inférieure aux concentrations préconisées
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