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Depuis ’antiquité tous les produits utilisés par les hommes pour soulager leurs maux
ont trouvé leur origine dans le regne végétal, ce dernier représente une source importante
d'une immense variété de molécules bioactives dotées de multiples intéréts mis a profit dans
I’industrie alimentaire, en cosmétologie et en pharmacie. Parmi ces Composés, on retrouve les
coumarines, les alcaloides, les acides phénoliques, les tannins, les terpénes et les flavonoides
(Aires et al. 2013).

L'Algérie posséde une flore végétale riche et diversifiee et la plus originale du bassin
Méditerranéen ou elle compte 3139 espéces réparties dans pres de 150 familles parmi les
quelles 653 especes sont endémiques, soit un taux de 12,6 %. (Tani, et al .2010). Parmi les
plantes médicinales qui constituent le couvert végétal, I’olivier (Olea europaea L.) est
largement distribué surtout dans le centre de 1’Algérie, Cette plante adaptogéne qualifiée a fait
I’objet de plusieurs recherches scientifiques, I'utilisation la plus connue de I’olivier est sans
nul doute la production de I’huile d’olive utilisée a des fins alimentaires, cosmétiques et
thérapeutiques. Par ailleurs, les propriétés médicinales de 1’olivier sont également attribuées a
ses feuilles qui sont connues par leur vertu bénefique pour la santé humaine. La feuille
d’olivier posseéde une structure moléculaire complexe, composée de polyphénols, d’esters et
d’oleuropéine. On ne trouve cette molécule que dans deux autres végétaux : l'arganier et le
troene. Ces substances bioactives stimulent le systéme immunitaire et possedent des
propriétés antioxydants, anti-inflammatoires, antimicrobiennes qui les rendent trés convoitées

dans les domaines de la santé et 1’industrie agro-alimentaire (Aouidi f. 2012).

L’objectif de cette présente étude est 1’évaluation in-vitro de I’activité antioxydante
des extraits phénoliques issus des feuilles de deux variétés d’olivier (chemlal et sigoise ) et
ceci dans une optique de valorisation pour un développement durable du secteur oléicole en

Algérie.
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1-Historique

L’olivier est un arbre connu en Gréce vers au moins 3500 av J-C, les feuilles de cette
plante sont utilisées depuis cette époque pour désinfecter les blessures (Larousse ,2001).Cet
arbre apparait dans I’histoire comme symbole de force, de longévité, de paix, foi et fertilité

(Lallas et al. 2011).

2-Variétés de I’olivier en Algérie :

L’oléiculture algérienne est caractérisée par une large gamme de variétés :

» -Chemlal : C’est la variété la plus dominante en Algérie, elle représente prés de 45%
du patrimoine ol€éicole nationale.

> Sigoise : C’est une variété auto-fertile, elle représente 20% du verger oléicole national.
Généralement, elle se localise a I’Ouest du pays allant de Oued Rhiou jusqu’a
Tlemcen.

» Azeradj et Bouchouk: Accompagnent généralement les peuplements de Chemlal dont
Azeradj améliore la pollinisation. Elle présente un gros fruit destiné a la conserverie et
méme a la production d’huile

> Limli : représente 8% du verger oleicole national, elle se rencontre dans la région
d’Oued Soummam ( Boukhari .2014).

3-Composition chimique des feuilles d’Olea europaea L

Les feuilles d’olivier sont considérées comme l'emplacement primaire du métabolisme des

plantes aux niveaux des produits de base et des produits secondaires de plante.

Figure N°01 : Feuilles d’olivier
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Les feuilles d’olivier sont particulieérement riches en carbohydrates. La matiére organique est
constituée par des protéines, des lipides, des monomeres et polymeres phénoliques (tels que
les tannins) et principalement par des polysaccharides (telles que cellulose, et
hémicellulose).La composition chimique des feuilles varie en fonction de nombreux facteurs :
variété, conditions climatiques, époque de prélevement, age des plantations (Nefzaoui ,
1995).

Tableau0l. Composition chimique global des feuilles d’olivier (exprimé en g par 100 g)
selon plusieurs auteurs.(Boudhrioua et al. 2009)

Substance Teneur (En %)
Eau 46,2-49,7 a
Protéines 5,0-7,6a
Lipides 1,0-1,3a
Minéraux 2,8-44a
Carbohydrates 37,1-425a
Fibres brutes 18,0b
Cellulose 11,4b
Hémicellulose 133b
Lignine 14,2 b
Polyphénols totaux 13-23b
Tannins solubles 03b
Tannins condensés 10b

a. correspond aux valeurs exprimées par rapport a la masse fraiche des feuilles
d’olivier.

b. correspond aux valeurs exprimées par rapport a la masse séche des feuilles
d’olivier.
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Les composés bioactif

La composition des feuilles d’olivier en composés bioactives change selon son origine,
condition climatique, le mode de séchage, le temps et les types de solvants d’extraction et les

conditions de stockage (Altiok .2010).

La feuille d’olivier est caractérisée par sa richesse en polyphénols totaux flavonoide et en
oleuropéine, le tableau suivant présente les principaux composés bioactifs des feuilles
d’olivier (Gracia et al. 2008)

Tableau 02: Composition des feuilles d’olivier en composés bioactifs (Gracia et al.2008)

Famille chimique | Constituants chimique

Acide phénolique Acide caféique
Acide cinameique
Acide p coumarique

verbascosid

Flavonoide Apigenine
Hesperidine
Quercetine

Triterpens Acide oléanolique

Acide masilinique

Acide hydroxy-oléanolique

Secoiridoides Ligustroside aglycone
Oleuropeine (Oleuropéoside)
oléoside, dimethylester oléoside

11-deméthyl-oleuropéoside

Oleuropeine aglycone
(Gracia et al. 2008)
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4-Propriétés thérapeutiques des feuilles d’olivier
Les feuilles d’olivier présentent plusieurs activités biologiques dont on peut citer :

4.1. Activité antioxydante

Les feuilles d'olivier possédent une forte capacité a piéger les radicaux libres par rapport aux
différentes parties de l'arbre d’olivier, Les composés phénoliques des feuilles d’olivier dont
I’oleuropéine et I’hydroxytyrosol ont montré un pouvoir antioxydante important, ils sont
capables de piéger les espéces réactives de 1’oxygene(ERO) et les espéces réactives de 1’azote
ce qui permet la protection d’ADN contre les 1ésions (De la Puerta et al.2001).Les
flavonoides des feuilles d’olivier exercent aussi une activité antioxydante via leurs groupes

hydroxyles. Cette action est également due a la présence de triterpénes.

4.2. Activité antimicrobienne

Les extraits de feuilles dolive présentent une activit¢  antimicrobienne
relativement élevee contre Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Staphylococcus

aureus, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes et Pseudomonas aeruginosa.

Les composés phénoliques des feuilles d'olivier ont également été évalués contre plusieurs
microorganismes qui sont des agents causaux d'infections intestinales et respiratoires
humaines, y compris des bactéries Gram positive et gram négative et des champignons
(Sudjana et al. 2009).

4.3. Activité hypoglycémiante

Les propriétés hypoglycémiantes de I’extrait des feuille d’olivier peut étre expliquées
par deux mécanismes de I’oleuropéoside, il augmenterait I’utilisation périphérique du glucose

et favorise la libération d’insuline induite par le glucose (Al-azzawie et al. 2006).
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I1. Matériel et Méthodes
I1.1. Objectifs du travail

L’objectif de cette étude a été dédié a :

v' Optimisation de ’extraction des composés phénoliques des feuilles d’olivier(Olea
europea L)de deux variétés différentes par le biais de différentes techniques
d’extractions ( macération et sonication) en utilisant un seul solvant (Ethanol 70%).

v Détermination de la teneur totale en composés phénoliques et en flavonoides.

v’ Evaluation I’activité antioxydant par la méthode de réduction du radical libre DPPH et
par la méthode du test FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power).

v Comparaison entre les activités des extraits issus des deux variétés.

11.2. Lieu et durée du travail :

L’étude expérimentale de ce travail, a été menée au sein du laboratoire de  recherche :
Amélioration et de Valorisation des productions animales locales Université 1bn Khaldoun-
Tiaret(LAVPAL).Durant la période allant du 5 janvier au 12 mars 2020.
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I1.3 Matériel et produits chimiques :

Le tableau ci-dessous regroupe le matériel et les produis chimiques requis pour I’exécution de

ce travail :
Agitateur magnétique (IKAMAG) Acide gallique (C7HsOs;
Balance analytique (OHAUS) PM=170,12g/mol)
Etrl?\)//:u(rOH AUS) Carbonate de sodium (Na2COz;PM=106
Micropipettes g/mol)
Sonicateur (BANDELIN) Cloture de fer 111 (FeCls;
Spectrophotomeétre (OPTIZEN 1418V) PM=162,2g/mol)
Tamis (0.5 mm) 2,2-Diphényl-1-Picrylhydrazyle
Vortex (Techno KARTEL) (DPPH?),(C1sH12N506 ; PM= 394,32
g/mol)
Ethanol pur

Ferricyanure de potassium, Kz
[Fe+3(CN)e] ; PM= 329,26 g/mol
Quercetine (CisH1007 ; PM=302,236
g/mol)

Reactif de Folin-ciocalteau
(PM=188,14g/mol, 2N)
Trichlorured’aluminium (AICls;
PM=133,34g/mol)

Tableau N°03: Matériel et produits chimiques utilisés
11.4 Matériel végetal :

Le matériel végétal utilisé au cours de notre étude provient de deux régions différentes
de la wilaya de Tiaret (ouest algérien) ; variété chemlal de la région de Ksar Chelala ; variété
sigoise de la région de Rechaiga, les feuilles ont été récoltées en décembre 2019. Elles ont

été soigneusement lavées, séchées, et broyées
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I1.5. Procédure expérimentale :

5 Lavage a I’eau pour N Séchage dans 1’étuve a 50°C

Feuilles d’oliviers e =
éliminer la poussiere pendant 24h

Broyage et tamisage
(0,5 mm de diamétre)

%

Obtention
d’une poudre

\ 2

Extraction

Par macération en utilisant comme Par sonication en utilisant
solvant I’éthanol a 70% comme solvant 1’éthanol a 70%

v v

Agitation pendant 24h a température Placer dans le bain de sonicateur
ambiante et a I’abri de la lumiére pendant 30min

I_) Filtration sur papier filtre (—,

v

Evaporation dans I’étuve
pendant 24h a 50°C

v

Détermination des
rendements d’extraction

v

Extraits phénoliques

Evaluation de I’activité " > Dosage des composés
antioxvdante phénoligues
Test de réduction de fer Polyphénols

FRAP
Flavonoides
Test de piégeage du
LS piegeag

radicalDPPH.

Figure N°02 : Diagramme récapitulatif de la démarche expérimentale
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11.5.1 Préparation du matériel végeétal :

Apres la récolte, les feuilles des deux variétés d’Olea europea L ont a été nettoyées a
I’eau pour éliminer les poussicres puis étalées et séchées avec du papier absorbant. Elles ont
ensuite été mises dans I’étuve a 50°C .Les feuilles séchées ont a été broyées a I’aide d’un
mortier puis tamisées dans un tamis (taille des particules 0,5 mm) deux poudres ont été

obtenues par la suite a partir desquelles les extractions ont été réalises.

11.5.2 Préparation des extraits :

Plusieurs méthodes d’extraction peuvent étre utilisées pour obtenir des extraits de
composés naturels. Dans notre étude nous avons choisi deux méthodes ; I’extraction par la
maceration et par la sonication, les deux techniques sont caractérisees par leur simplicité et

leur facilité

11.5.2.1. Technique d’extraction par macération :
11.5.2.1.1. Principe

Le but de cette méthode est d'extraire les composes actifs d'un solide en le laissant
séjourner dans un liquide. Pour cette raison, le solvant (son volume dépond de sa capacité
d’absorption) doit traverser la barriere de I’interface solide/liquide, ensuite dissoudre le
composé actif présent a I’intérieur et le conduire vers 1’extérieur. L’entrée du solvant se fait
par un mécanisme osmotique et la sortie du soluté se fait par dialyse ou par diffusion (Lumbu
et al. 2005),

11.5.2.1.2.Mode opératoire

Selon la méthode décrite par Boubakeur et al. (2017), en y apportant une légére
Modification : pour optimiser un bon rendement d’extraction, I’éthanol 70% a été utilisé
comme solvant.

10g de poudre ont été mis a macérer dans 100ml d’éthanol a 70%. Sous agitation
magnétique a température ambiante et a ’abri de la lumiere pendant 24h. Le macérant
résultant a été soumis a une filtration sur du papier-filtre, ensuite le filtrat a été séché dans
I’étuve pendant 24h a 50°C. L’extrait sec obtenu au final a été conservé a une basse

température (-20°C) pour les futures expérimentations.

10
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11.5.2.2. Technique d’extraction par sonication :

11.5.2.2.1. Principe

Cette extraction est aussi appelée extraction assistée aux ultrasons, cette méthode est
efficace, simple et peu couteuse, elle a pour avantages d’augmenter le rendement et
d’accélérer la cinétique, cependant son effet reste lié a la nature de la matrice végétale. Elle

permet également d’utiliser une large gamme de solvants (Kiriamiti. 2003).

11.5.2.2.2.Mode opératoire

10g de matériel végétal broyé (poudre) ont été mélangés avec 100ml d’éthanol a 70%
dans un flacon allant a ’appareil sonicateur. Ce dernier est déja rempli de détergent, il est mis
en marche pendant 30min. le produit résultant est soumis a une filtration sur du papier filtre.
Le filtrat obtenu est séché dans I’étuve pendant 24h a 50°C afin d’obtenir un extrait sec qui
sera ensuite conservé a une température de -20°C pour les prochaines expérimentations
(Kiriamiti.2003).
11 .5.3. Analyse quantitative des échantillons

11 5.3.1 Calcul des rendements d’extractions :

Le poids sec ou net de I’extrait final est calculé par la différence entre le poids de la
boite de Pétri contenant le filtrat et son poids a vide. Le rendement de I’extraction est calculé

en pourcentage selon la formule suivante :

R%=(Pext /Péch) x 100

Avec :
R : Rendement en pourcentage (%)
P ext : Poids de I’extrait sec en g

P éch : Poids de la poudre mise a I’extraction en g
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11 5.3.2. Dosage des polyphénols

Le dosage des polyphénols solubles dans les différents extraits est effectué par la méthode du
Folin-Ciocalteu. (Singleton et al. 1999).

5.3.2. A. Principe :

Le principe de dosage des polyphénols totaux repose sur la réduction de I’acide
phosphotungstique (H3PW12040) et 1’acide phosphomolybdique (H3PMO12040)du réactif de
Folin-ciocalteaudans un milieu alcalin par les polyohénols en un mélange bleu d’oxyde de
tungsténe et de molybdéne.]’intensité de la coloration bleu est proportionnelle a la quantité de
composés phénoliques présents dans I’échantillon et qui présente un maximum d’absorption a
une longueur d’onde [J=760nm.

5.3.2. B. Mode opératoire

500 ul de chaque extrait (2 des concentrations croissantes variant de 0.125 a 0.5
mg/ml) sont mélangés avec 500 pl de réactif de Folin-ciocalteau, apres incubation de 5min a
I’abri de la lumiére, 1,5 ml de Na2CO3 a 7,5 % ont ¢été additionnés. Le mélange obtenu est
mis en incubation encore une fois pendant 30min a température ambiante et a 1’abri de la
lumiere également, les absorbances sont ainsi mesurées par le spectrophotometre a une
longueur d’onde de 760nm contre un blanc qui contient les mémes composants a I’exception
de I’extrait testé qui a €té remplacé par I’eau distillée.

Une courbe d’étalonnage linéaire a été réalisée en parallele en utilisant I’acide
galligue comme étalon, et quia été soumis aux mémes étapes expérimentales que les
¢chantillons d’extraits des deux variétés de feuilles d’olivier.

Les teneurs en composés phenoliques ont été exprimées en mg EAG/ g du poids sec de
I’extrait, toutes les mesures sont faites en triplicata, les résultats ont été obtenus selon la

formule suivante :

C=(cxDxV)/m

AVvec :

C : Teneur en polyphénols totaux (mg EAG/ g d’extrait)
c: Concentration de 1’échantillon calculée.

D : Facteur de dilution.

V : Volume du solvant en ml utilisé pour I’extraction

m: Masse de I’échantillon en g utilisée dans I’extraction
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11 5.3.3. Dosage des flavonoides :

Les flavonoides sont des substances généralement colorées répondues chez les
végétaux, L’estimation de la teneur en flavonoides totaux contenus dans les extraits d’Olea
europaea L a été réalisée selon la méthode décrite par (Rezzaghi .2012) en y apportant de
légéres modifications

11 5.3.3.A. Principe :

Le principe de cette méthode est basé sur la capacité des flavonoides a se complexer
avec le Trichlorure d’aluminium (AICI3).1l en résulte la formation de complexes jaunatres
avec les atomes, d’oxygeéne présent sur les carbones 4 et 5 des flavonoides. Ces complexes

présentent une absorption maximale a 430 nm.

11 5.3.3.B. Mode opératoire :
Iml de I’échantillon a différente concentration variant de 0.5 a 2 mg/ml a été mélangé
avec 1 ml de chlorure d’aluminium. Le mélange a ét¢ incubé a température ambiante et

I’obscurité pendant 30min. I’absorbance est lue a 430nm.

Une courbe d’étalonnage établie par la quercitine comme flavonoide référent favorise
la quantification des flavonoides. La teneur en ces composées exprimée en microgramme

d’équivalent de Quercitine par gramme d’extrait de feuilles (mg EQ/g). Les résultats ont été

obtenus selon 1’équation suivante .

C=(cxDxV)/m
Avec :

C : Teneur en flavonoides exprimée en mg Equivalent quercétine par g d’extrait.
c: Concentration de 1’échantillon calculée.

D : Facteur de dilution.

V : Volume de solvant en ml utilisé pour I’extraction

m: Masse de 1’échantillon en g utilisé dans I’extraction
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Il 5.4. Evaluation du pouvoir antioxydant des extraits d’Olea europaea :

Dans la présente étude, I’évaluation in vitro de ’activité antioxydante des extraits des
feuilles d’Olea europaea. a été mise en évidence par deux techniques chimiques a savoir : le

pouvoir réducteur et le test de DPPHe.

I1 5.4.1. Test de reduction de fer FRAP (FerricReducingAntioxidant Power) :
Le test de pouvoir reducteur du fer (Ferric reducing antioxidant power, FRAP)

est un test simple, rapide et reproductible.
11 5.4.1.A. Principe

Ce test permet de mesurer le pouvoir réducteur des antioxydants présents dans les extraits
par leur capacité de réduire le fer ferrique (Fe3+) présent dans le ferricyanure de potassium
KsFe(CN)s en ferrocyanure de potassium (Fe?+) (Oyaizu .1986).

11 5.4.1.A. Mode opératoire :

500 pl de chaque extrait a différentes concentrations (de 1 a 0.0625 mg/ml) ont été
mélangés avec 500 ul de tampon phosphate 0.2M (pH=6,6) et 500ul d’une solution de
ferricyanure de potassium KsFe(CN)s a 1%. Les mélanges ont été incubés pendant 20min a
50°C. Ensuite, 500ul d’acide trichloracétique (TCA) a 10% ont été ajoutés pour stopper la
réaction et les tubes sont centrifugés a 300rpm pendant 10min. 1ml de surnageant a été
récupéré et combiné avec 1 ml d’ecau distillée et 500ul d’une solution aqueuse de FeCls a
0,1%. Les absorbances sont mesurées a 700 nm contre un blanc préparé de la méme maniere,

en remplagant I’extrait par de I’eau distillée (Amarowicz et al. 2004).

Le controle positif est déterminé par deux solutions d’antioxydant référent : ’acide
gallique, et I’acide ascorbique (vit C) dont les absorbances ont été mesurés dans les mémes
conditions que les échantillons. Si I’absorbance augmente cela correspond a une augmentation
du pouvoir réducteur des extraits testés qui est exprimé par les valeurs de concentrations
effectives a 50% (CE50) qui a été définie comme étant la quantité d'antioxydant nécessaire

pour donner 0.5 a 700nm. La CE50 la plus faible correspond a I’activité la plus importante.
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Il 5.4.2. Evaluation de la capacité de piéger le radical libre DPPHe (2,2- diphenyl-1-
picrylhydrazyl) :

5.4.2. A. Principe :

Le DPPH- (1,1 Diphényl 2 PycrilHydrazil) est un radical libre stable de couleur violette
intense, généralement utilisé pour I’évaluation rapide et directe de I’activité antioxydante

(Blois.1958) ; (Brand et al.1995).

En présence des piégeurs de radicaux libres, le DPPH. (2.2 Diphenyl 1 picrylhydrazyl) de
couleur violette se réduit en 2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazine(DPPH2) de couleur jaune
(figure N°03) Cette décoloration met en évidence le pouvoir antiradicalaire d’un échantillon
par sa capacité a piéger le radical libre et se traduit par une diminution de 1’absorbance a 517

nm (Molyneux .2004).
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Figure N°03 Mécanisme réactionnel intervenant lors du test DPPHe entre I’espéce
radicalaire (DPPHe) et un antioxydant (AH)

11 5.4.2.B. Mode opératoire :

L’effet anti-radicalaire de nos extraits sur le radical libre DPPHe a été mesuré par la

méthode décrite par( Sanchez- Moreno et al. 1998).

Un volume de 750 pl des solutions de DPPHe a (4 mg/100ml) a été mélangé avec750 pl
des solutions d’extraits des feuilles d’olivier (de 1 a 0.015 mg/ml) et des antioxydants
standards (acide gallique, et vitamine C) a différentes concentrations de (6.25 a 100ul/ml).

Les mélanges ont été incubés pendant 50min a ’obscurité et a température ambiante.
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L’absorbance a été lue a 517 nm. Les valeurs de CI50 ont ¢té déterminées
graphiquement par la régression exponentielle des extraits et des solutions standards (\Voir
Annexe 1V.2)

CI50 est définie comme la concentration de I’échantillon qui produit 50 d’effet pié¢geur
du radical DPPH. La valeur de CI50 la plus faible correspond a I’efficacité de I’extrait la plus

élevée.
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I11. Résultats et discussion
111.1.Rendements d’extraction

Les rendements des extractions des composes phénoliques de deux variétés des
feuilles d’olivier (sigoise,chemlal) obtenus par les deux méthodes d’extraction (macération ,
sonication ) sont représentés dans la figure N°04 ils sont exprimé en pourcentage massique
(%) .
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Figure N°04:Rendements de I’extraction des composés phénoliques des feuilles d’olivier

(Les valeurs représentées correspondent a la moyenne + écarte type de trois essais indépendants)

Le calcul des rendements par rapport au poids total de broyat(10g de matiere végétale
en poudre utilisés pour I’extraction) montre qu’ils varient entre 16,21% et 21,43 %.0n
constate que I’extrait issu de la variété chemlal par la méthode de macération présente le
meilleur rendement avec une valeur de 21,43% suivi par celui de I’extrait de la variété sigoise
,obtenu par la méthode de sonication, avec un rendement évalué a17,93%,ce dernier est
presque similaire a celui de I’extraction par macération, des composés phénoliques, de la
variété sigoise avec une valeur de 17,51%. Cependant I’extraction des composés phénoliques
par sonication de la variété chemlal dévoile le plus faible rendement, évalué a 16,21%, en
comparaison avec les autres rendements d’extraction cités précédemment. Le rendement
d’extraction par la technique de macération en composes phénoliques issu de la variété

chemlal, (21,43%), est similaire a celui de (Benlegha et son équipe.2019), ces auteurs
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présentent un rendement de 20,84 % pour I’extrait aqueux des feuilles d’Olea europea.
D’autre parle rendement d’extraction des composés phénoliques par la méthode de sonication,
issus de la variétée chemlal constaté au cours de notre étude corrobore celui présenté par
Madani et son équipe, on notel6,21 %vesrsus16,04%.Ce rendement concerne aussi 1’extrait
phénolique aqueux des feuilles d’Olea europea L (Madani.2017) et Ourak et al.(2019)
indiquent que le rendement de I’extrait phénolique des feuilles d’Olea europea de la région
de Biskra, obtenu par la technique de macération, est de I’ordre de 20,84%,ce dernier est
quasi identique a celui obtenu au cours de notre expérimentation lors de I’extraction par
macération des composés phénoliques des feuilles d’olivier de la variété chemlal, celui-ci est
évalué a 21.43 %.

111.2. Quantification des composes phénoliques :

L’analyse quantitative des teneurs en composés phénoliques des extraits issus des
feuilles d’olivier (chemlal et sigoise) sont déterminées graphiquement a partir des équations
de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage et exprimeée en mg EAG/g d’extrait. Les

résultats obtenus de cette analyse sont illustrés dans la figure suivante :
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Figure N°05:Teneur en composeés phénoliques totaux des extraits des feuilles d’olivier

(Les valeurs représentées correspondent a la moyenne + écarte type de trois essais indépendants)

Ils indiquent que les teneurs en polyphénols pour les quatre extraits étudiés s’oscillent

entre 143,31 et 102,775 mg EAG/g d’extrait. On constate que les extraits issus de la technique
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de sonication sont plus riches en polyphénols que ceux obtenus par la méthode de macération,
ceci peut étre expliqué par le fait que la sonication permet la perturbation de I’intégrité des
membranes cellulaires et donc la libération du contenu cellulaire dont les polyphenols. (Jessie
Wong.2017).

De ces résultats il ressort que la teneur la plus élevée en polyphénol est obtenue pour
I’extrait issu de la variété sigoise, obtenu par la méthode de sonication avec une valeur de
143,31 £1,834 mg EAG/g d’extrait, cependant le taux le plus faible a été enregistré pour
I’extrait de la variété chemlal issu par la technique de macération celle-ci est évaluée a
102,775+ 13.35 mg EAG/g d’extrait. Ces résultats vont de pair avec ceux présentés par
(Benmamar et ses collaborateurs. 2015), ces derniers évoquent un taux en COmpOSes
phénoliques extrait des feuilles de la variété chemlal de 'ordre de 104,7 mg/EAG/g
d’extrait. En revanche la teneur en polyphénols de nos extraits est inferieure a celle obtenue
par (Zeriouh et al. 2018), I’étude de ces auteurs est basée sur le dosage des composes
phénoliques totaux de I’extrait de la variété Zebbouj, ils rapportent un taux de 220+3,50 mg
IEAG/g d’extrait. De méme La teneur en polyphénols de notre extrait issu de la variété
sigoise,obtenu par macération, est de 119,06 mg EAG/g d’extrait .Cette derniere est presque
similaire a celles obtenues par d’autres études, qui rapportent les teneurs en polyphénols
suivantes 124,90 mg EAG/g, et 123,91 mg EAG/g d’extrait respectivement, ces teneurs
concernent les extraits aqueux des feuilles d’Olea europea L (Madani .2017 et Benelgha.
2019)

Toutefois, il reste difficile d’effectuer une large comparaison entre les rendements les
teneurs en composes phénoliques obtenus et ceux de la littératures, les divergences constatées
entre nos résultats et ceux de la littératures peuvent étre tributaires de certains facteurs
susceptibles d’influencer de maniére significative 1’estimation du rendement d’extraction, les
teneurs et le type des composés phénoliques totaux, ces derniers sont dépendants de la
méthode, du solvant, des conditions expérimentales dans lesquelles I’extraction a été effectuée
et dun certain nombre de facteurs intrinseques(genétique) et extrinseques (la situation
géographique, I’age de la plantation, les conditions climatiques, la période de récolte des

feuilles , et les conditions de stockage (Felhi et al. 2017)
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111.3. 3. Teneur en flavonoides

Les teneurs en flavonoides des différents extraits issus des deux variétés des feuilles
d’olivier (Chemlal, Sigoise) sont présentées dans la figure suivante :
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Figure N°06: Teneur en flavonoides des extraits des feuilles d’olivier
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(Les valeurs représentées correspondent a la moyenne + écarte type de trois essais indépendants)

Les résultats obtenus montrent que les teneurs en flavonoides des quatre extraits varient
entre 60,335 mg EQ/g et 44,972 mg EQ/g d’extrait. On remarque que les extraits issus de la
méthode d’extraction par macération sont plus riches en flavonoides par rapport aux extraits
issus de la méthode de sonication, ceci peut étre di au fait que la méthode d’extraction par
maceration sous agitation permet d’accélérer le processus d’extraction et de minimiser la
durée de contact du solvant avec I’extrait tout en préservant la bio activité des constituants
(Djahra. 2013). On constate aussi que I’extrait de la variété chemlal issu de la méthode de
maceration présente la teneur en flavonoides la plus élevée (60,335+8,16 mg EQ/g) d’extrait
,alors que la teneur en flavonoides la plus faible a été enregistrée pour I’extrait issu de la
variété sigoise et obtenu par sonication 44,972+1,14 mg EQ/g d’extrait .Les concentrations
en flavonoides obtenus au cours de notre étude sont quasi-identiques a celle décrite par
(Benlegha.2019).Ces auteurs montrent que la teneur en flavonoides des extraits aqueux des
feuilles d’Olea europea est de 1’ordre de 59+0,005mg EQ/g d’extrait. Cette teneur est plus
proche a celle obtenue par I’extrait issu de la variété chemlal lors de I’extraction par la
méthode de macération (60,335+8,16mg EQ/g d’extrait).Une étude évalue la teneur en

flavonoides de la feuille d’Olea europea a 98,75+ 0,017mg EC/g d’extrait (Madani et. al
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2017). Cette teneur est largement supérieure a celle constatée au cours de cette présente étude
(60,335+8,16mg EQ/g d’extrait).

2-Evaluation de ’activité antioxydante
2-1. Pouvoir réducteur des extraits des feuilles d’olivier

Les résultats du pouvoir réducteur des extraits issus des feuilles d’olivier et des antioxydants
standards (acide gallique, vitamine C) sont illustrés dans la figure ci -dessous. lls sont

exprimés en concentration effective a 50% (CE50)
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Figure N°07: pouvoir réducteur des extraits des feuilles d’olivier exprimé enCE50

(Les valeurs représentées correspondent a la moyenne + écarte type de deux essais indépendants)

Les résultats de I’activité antioxydante des extraits des feuilles d’olivier évaluée par le
test de potentiel réducteur (FRAP) révelent que ces extraits possédent un pouvoir réducteur
puissant avec des CE50 qui varient entre 366+0,02ug /ml et 701+ 0,03pg /ml. Ce pouvoir est
largement inferieur a ceux des antioxydants standards a savoir la vitamine C et I’acide
galliqgue qui représentent des CE50 de 50+0,006 pg /ml et de 28,077+1.005 pg /mi
respectivement. On constate que 1’extrait de la variété sigoise issu de la méthode de sonication
présente le pouvoir réducteur le plus important avec une CE50 d’ordre de 366+0,02 pg /ml
ceci peut étre attribué a sa forte teneur en polyphénols (43,31+1,149 mg EAG/g d’extrait), en
comparaison avec les autres extraits. Alors que I’extrait de la variété sigoise issu de la

méthode de macération présente le plus faible pouvoir réducteur ce qui est cohérent avec sa
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faible teneur en polyphénols et flavonoides ainsi que la qualité et le type de ses composés
bioactifs.

Le pouvoir réducteur des extraits phénoliques des feuilles d’olivier a été décrit par plusieurs
études dont on peut citer celle de (Chelabi .2019). Dans cette étude les CE50 concernant la
capacité réductrice de deux extraits éthanoliques issus des feuilles d’olivier, est évaluée a
63,76 milligramme équivalence acide ascorbique /g et a 60,88 mg EQAA/g de Matiere
Séche L’investigation réalisée par (Bouabdallah. 2014)démontre que les extraits des feuilles
d’Olea europea sylvestris sont caractérisés par un pouvoir réducteur important et que 1’extrait
hydro-methanolique présente la capacité réductrice la plus élevée en comparaison avec les
extraits hydro-acetonique et aqueux. Ce résultat est en accord avec les travaux de (Hayes et
ses collaborteur.2011), ils démontrent que I’extrait hydro-méthanolique des feuilles d’olivier
présente une activité antioxydante élevée appréciée par la méthode de Ferric Reducing
Antioxydant Power Assay (FRAP). Aussi les résultats de (Bensalah et al.2012) révelent que
I’extrait éthanolique issu des feuilles de variété chemlali présente une forte activité pour la
réduction du fer en comparaison avec des extraits issus des feuilles des variétés Gerboua et
Sévillane. Le pouvoir réducteur des extraits de 1’espece Olea europea serait probablement
tributaire a la présence des groupements hydroxyles dans leurs composés phénoliques qui
peuvent servir comme donneur d’électron (Bougandoura et Bendimerad .2012).La présence
des réducteurs dans les extraits phénoliques des feuilles d’olivier provoque la conversion du
complexeFe** ferricyanure a la forme ferreuse Fe?* Bien que le fer soit essentiel pour le
transport d'oxygene et l'activité des enzymes, il sagit d'un métal réactif qui catalyse des

dommages oxydatifs au niveau cellulaire (Bourgou et al. 2008).
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I11.2.2.Le pouvoir piégeur du radical libre DPPH

La capacité de piéger le radical libre DPPH=des différents extraits des feuilles d’olivier,
issus par les deux techniques d’extraction (macération et sonication) a été évaluée dans les
mémes conditions que celles des antioxydants standards (acide gallique et la vitamine C). Les
résultats obtenus, exprimés en concentration inhibitrice a 50% (CI50), sont représentés dans
la figure N°08 :
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Figure N°08 : Capacité de piégée du radicale libre des extraits des feuilles d’olivier et les
antioxydants standards exprimée en CI150

(Les valeurs représentées correspondent a la moyenne + écarte type de deux essais indépendants)

Ces résultats indiquent que les substances antioxydantes standards, 1’acide gallique et la
vitamine C ont démontré une activité anti radicalaire puissante avec des CI50 de 'ordre de
4,26 + 0,185 pg/ml et de 7,24 £ 0,209 pg/ml respectivement versus celles des extraits des
feuilles d’olivier de deux variétés. Les CI50 varient entre 83 +0,0014ug/ml et 160+0,026
pg/ml. L’extrait de la variété sigoise issu de la méthode de sonication enregistre 1’activité
antioxydante la plus importante avec une CI50 de I’ordre de83 +0,0014 ug/ml, ceci peut étre
expliqué par sa teneur élevée en polyphénols, comme décrit précédemment, avec des teneurs
évaluées a 143,31+1,149 mg EAG/g d’extrait et ce en comparaison avec les autres extraits
étudiés .L’extrait de la variété chemlal issu de la méthode de sonication présente I’activité
antioxydante la plus faible avec une CI50évaluée a 160+0,026 pg/ml ceci peut étre attribué a

la nature des composés bioactifs présents dans cet extrait. Ces résultats indiquent que nos
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extraits présentent une activité anti radicalaire largement supérieure a celle enregistrée par
Himour ,(2018) qui ont démontré que les extraits méthanoliques des feuilles d’olivier de
variété sigoise et chemlal obtenus par sonication présentent une activité antioxydante,
évaluée via le test de DPPH, avec des CI50 de I’ordre 0,189 g/ml +£0,05 et de 0,2077+0,061
g/ml respectivement, cette différence dans les CI50 peut étre liée a la nature du solvant utilisé
lors de I’extraction. Aussi nos CI50 sont supérieurs a celles apportées par (Madani, 2017) et
Benlghaa et al. (2019) ces derniers enregistrent les CI50, suivants : 2907 pg/ml et 189.2ug
Iml ce qui confirme D’activité antiradicalaire importante de nos extraits. Cependant les
résultats de test DPPH de notre étude sont inférieurs a ceux obtenus par (Bensallah et al.

2012) qui ont estimé une CI50 de 7,90 pg/ml et ce pour |’ extrait

méthanolique des feuilles d olivier de la variété chemlali cultivée en
Tunisie. L'activité antioxydante de chaque extrait analysé et en relation

avec la nature et la puissance de ses polyphénols. Généralement ’activité anti-
radicalaire dépend du nombre et de la position des groupements hydroxyles par rapport aux
groupements carboxyles fonctionnels (Hayes et al.2011).Les composés phénoliques
hydroxylés de l'extrait des feuilles d’olivier possédent une activité antioxydante qui peut étre
due a la présence des groupements hydroxyles dans leur structure telle que l'ocleuropéine et
I'nydroxytyrosol (Benavente et al. 2000).Le piégeage des radicaux libres, qui sont impliquées
dans de nombreuses maladies, est déterminé essentiellement par la structure des composes
phénoliques et leur capacité de chélater les métaux de transition (le Fer et le cuivre),
impliqués dans la production des radicaux libres .L’ effet antioxydant de
ces phyto-nutriments s’ exerce aussi par la neutralisation d enzymes
oxydantes (Halliwell. 1994 ; Cotelle. 2001). La différence du statut phénolique (la
constitution et la nature des composés phénoliques) entre les extraits des deux variétés de
feuilles d’olive, elle-méme dépendante de la variabilité de certains parametres
physicochimiques arrétés dans chagque expérimentation, est un facteur qui joue un réle crucial
dans I’influence de ’activité¢ biologique de I’extrait en 1’occurrence ’activité antioxydante
(Macheix et al. 2005 ; Paulucci et al. 2013). Ceci peut réduire la fiabilité et rend difficile la

comparaison entre notre étude et les études antérieures.
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CONCLUSION




Les pays mediterranéens, possedent un patrimoine oléicole trés
important. En Algérie, et I'instar de ces pays, la culture et I’industrie ol¢icole engendrent des
quantités énormes de feuilles d’olivier généralement sous-exploitées. Des études scientifiques
montrent des valeurs ajoutées importantes des feuilles d’olivier, dont principalement leurs
propriétés bénéfiques pour la santé humaine. Notre étude a été consacrée a I’extraction des
composés phénoliques des feuilles de deux variétés d'Olea europaea L (Chemlal et Sigoise)
en utilisant deux méthodes (la macération et la sonication) dans le but d’évaluer in vitro leur
activité antioxydante. Les résultats obtenus montrent que les feuilles d’olivier sont riches en
polyphénols avec des rendements qui varient entre 16,21% et 21,43 %. L’extrait issu de la
variété chemlal, obtenu par la méthode de macération et en utilisant de I’éthanol comme
solvant d’extraction, présente le meilleur rendement avec une valeur de I’ordre de 21,43%.
Les analyses quantitatives des extraits, issus des deux variétés, ont montré des teneurs
importantes en polyphénols et en flavonoides. Ils ‘est révélé quel ‘extrait issu de la variété
sigoise obtenu par la méthode de sonication est le plus riche en polyphénols, on note
143,31+6,52 mg EAG/g d’extrait suivi par I’extrait de la variété chemlal obtenu via la
méthode de sonication et I’extrait de la variété sigoise issu de la macération ces derniers
présentent les valeurs suivantes : 130,9+1,834mg EAG/g d’extrait 119,06+13,3 mg EAG/g
d’extrait respectivement. Alors que le taux le plus faible (102,775 + 13,35mg EAG/g
d’extrait) a été enregistré pour I’extrait de la variét¢ chemlal issu de la technique de
maceration. Il en va de méme pour les résultats du dosage des flavonoides, ils indiquent que
les quatre extraits éthanoliques des feuilles d'Olea europaea possédent des teneurs en
flavonoides qui varient entre 44,972 mg EQ/g et60,335 mg EQ/g d’extrait. L’extrait de la
variété chemlal issu de la méthode de maceration présente la meilleure teneur (60,335 mg
EQ/g).L’évaluation de [I’activité antioxydante, estimée par la méthode du pouvoir
réducteur(FRAP),indique que ’extrait de la variété sigoise issu de la méthode de sonication
présente la meilleure capacité réductrice du fer avec une valeur de CE50 évaluée a 366 ug
/ml. Le pouvoir réducteur le plus faible est enregistré pour I’extrait issu de la variété sigoise et
obtenu par la méthode de macération (CE50= 701 pg /ml).Ce pouvoir réducteur des extraits
étudies reste inférieur a ceux des antioxydants standards, I’acide gallique et la vitamine C, qui
présentent des CE 50 de I'ordre de 50ug /ml et 28.0865 pg /ml respectivement. Les résultats
de I’activité antioxydante évaluée par le test de piégeage du radical libre DPPHe montrent que
les extraits étudiés présentent une capacité anti radicalaire importante. L’extrait de la variété
sigoise issu de la méthode de sonication est le plus actif en terme d’activité antiradicalaire

avec une CI50 déterminée a 83ug /ml, alors que I’extrait de la variété chemlal obtenu par la



méthode de sonication présente la capacité de piégeage radicalaire la plus faible, ceci a été
constaté avec une CIS0 de 160 pg /ml. Si bien que les antioxydant standards, 1’acide gallique
et la vitamine C, présentent toujours une forte capacité de piégeage du radical DPPH= , avec
des CI50 de 4,26 pg /ml et de 7,24 pg /ml respectivement, par rapport a nos extraits.
L'ensemble des résultats obtenus dans notre étude montre la richesse des extraits des feuilles
d'Olea europea en substances bioactives qui présentent une activité antioxydante importante
ce qui laisse envisageable leur I’utilisation comme source potentielle d’antioxydants naturels
et qui peuvent étre utilisés dans I’industrie agro-alimentaire et pharmaceutique. Pour renforcer
I’idée de I’exploitation de ces extraits et dans la continuité de ce present travail les

perspectives suivantes peuvent étre envisageées :

» Une optimisation de la méthode d’extraction en utilisant d’autres types de solvants;

» Un isolement et une identification des molécules bioactives responsables de I’activité

antioxydante par des techniques chromatographiques et spectrales ;

» Une ¢évaluation d’autres activités biologiques comme : antimicrobienne ;

antidiabétique ; anti-inflammatoire...... etc

» Une reéalisation des études in vivo afin de déterminer le mécanisme d’action au niveau
cellulaire et moléculaire impliqué dans la prévention des pathologies a stress oxydatif,

telles que les maladies cardiovasculaires.
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Annexe

Annexe 1 : Description botanique et classification de Olea europea
1. Description botanique

L’olivier (Olea europea L) est une variété domestique ou sauvage qui appartient a la famille
des oléacées (bruenton2009). D’apres Brikci (1993), l’olivier est toujours vert, ses
dimensions et ses formes varient avec les conditions climatiques, les variétés et la fertilité du
sol, mais si on le laisse végéter seul il prend couramment une forme pyramidale. Il peut
atteindre 12 a 15 métres de hauteur et son tronc se maintient le plus souvent élancé de bas en
haut, il s’¢élargi a la base, et prend une teinte gris foncé, presque noire. L’écorce de cette
plante est trés mince, percevant le moindre choc mécanique et sous le coup se déchire
facilement. L'épiderme devient épais, rude, crevassé et se détache en plaques. Les feuilles
d’olivier sont lancéolées, courtement pétiolées, persistantes, lisses, coriaces, vert cendré au-
dessus et suivant la variété, plus ou moins blanches. Elles brilent trés bien méme vertes
(Belhoucine 2003). Les Fleurs sont petites, blanches, en petits grappes odorantes a 1’aisselle
des feuilles, le Fruit (olive) est vert, violacé, ou noir a la maturité, de tailles et de formes
variables suivant les variétés (Jean-Marie.2010)

2- Classe botanique de Polivier :

L’olivier est classé dans la famille des oléacées, le genre est appelé Olea et comporte 30
différentes especes réparties sur la surface du globe. L’espéce qui est cultivée dans le bassin
méditerranéen est /’Olea europea .la classification botanique de I’arbre de 1’olivier Selon
Ghedira, (2008) et Basim et al, (2017) est la suivante

Régne : plantae
Embranchement : Magnoliophyta
Sous embranchement : : Magnoliophytina
Classe : Magnoliopsida.
Sous classe : Dialypétales
Ordre : Lamiales

Famille : Oleaceae

Genre : Olea.

Espéce : Olea europaea L.
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Annexe 1. Résultats numériques

Extrait Rendement %
MCh 21.43+1.32
SS 17.93+0.87
MS 17.51+0.21
SCh 16.21 +2.59

Tableau N°01 : Rendement d’extraction des feuilles d’Olea europea par les deux

techniques
Extraits Teneur en polyphénols totaux teneur en flavonoides
(MGEAG /g) (mg EQ/g
MCH 102,775+1.308 60,335+8.16
SS 143,31+6.52 44,972+1.149
MS 119,06+13.35 49,875+4.03
SCH 130,9+1.834 51,302+5.14

Tableau N°02: Teneur en composeés phénoliques et de flavonoides des extraits feuilles

d’Olea europea

Extraits Test de FRAP Test de DPPH'
CEso (ng/ml) CI50 (ug/ml)
MS 701+0.03 84.5% 0.0035
MCH 673+0.02 113+0.002
SCH 595+0.03 160+0.026
SS 36610.02 83+0.0014

Tableau N°03: Activité antioxydante des extraits des feuilles d’Olea europea

Standard CEso (ng/ml) Clso (ng/ml)
Vit C 5010.065 7.24%0.209
Acide gallique 28.77+1.005 4.26+0.185

Tableau N°04 : Activité antioxydante des standards

CEs0=0.5+(-) b /a

Cls0= 0.68767472 / valeur absolu de I’exponentielle
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Annexe 111 Courbes d’étalonnage pour le dosage des composés phénoliques
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Figure N°01:Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.
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Figure N°02: Courbe d’étalonnage de la quercetine
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Annexe IV Courbes d’étalonnage pour I’évaluation de I’activité antioxydante

1. Courbes de régression linéaire utilisées dans 1’évaluation de la CEso par la méthode

FRAP
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Figure N°04 : Le pouvoir réducteur de la vitamine C
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Concentration pg/ml

Concentration pg/ml
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Figure N°06: Le pouvoir réducteur de I’extrait de MS
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Concentration en pg/m

Concentration en ug/m
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Figure N°8: Le pouvoir réducteur de I’extrait SS
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2. le Test de DPPH-
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Figure N°09 DPPH de la vitamine C
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Figure N°10 DPPH de I'acide gallique
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Figure N°11 : DPPH de I’extrait de MS
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Figure N°12: DPPH de I’extrait de SCH
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Figure N°13: DPPH de P’extrait de SS
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Résumé :

Olea eurepea est une plante tres répandue dans les pays méditerranéens dont 1’Algérie, elle est tant
appréciée dans les domaines alimentaires, thérapeutiques, pharmaceutiques et cosmétiques. Cette
plante est riche en composés phénoliques qui font 1’objet de plusieurs recherches scientifiques visant a
explorer et exploiter leurs propriétés biologiques. Etant donné que les feuilles sont considérées comme
déchets d’olivier aprés la cueillette des fruits, cette études ‘intéresse a une valorisation de ce déchet
pour un développement durable du secteur oléicole en Algérie. A travers cette étude nous avons, dans
un premier temps, quantifié les composés phénoliques, dont les flavonoides, des feuilles d’olivier de
deux variétés (Chemlal et Sigoise) et dans deuxieme temps, évalué leur activité antioxydante .Les
résultats de I’analyse quantitative des composés phénoliques des extraits des feuilles d’Olea europea
montrent une richesse en composés phénoliques, essentiellement les flavonoides, qui pourraient
présenter une nouvelle source potentielle des molécules bioactives d’un intérét thérapeutique. Par
ailleurs, I’évaluation de I’activité antioxydante, présente une activité anti-radicalaire et un pouvoir
réducteur trés important, ces propriétés sont liées au contenu de 1’extrait en antioxydant. Cependant
cette activité dépend fortement de la variété des feuilles d’olivier étudiée et de la méthode utilisée lors
de I’extraction. Il semblerait que I’extrait issu de la variété sigoise obtenu par la méthode de sonication
présente I’activité antioxydante la plus intéressante. Ce dernier devrait étre pris en considération et de
maniére prédominante dans la stratégie d’exploitation des déchets du secteur oléicole.

Mots clés : Polyphénols, antioxydants, Olea eurepea, test DPPH, test FRAP...
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