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Introduction

L’olivier (Olea europaea. L) est I’arbre emblématique de la méditerranée. Dés
I’antiquité, il a joué un role trés important dans la vie des populations méditerranéennes qui le
considerent comme symbole de paix, de solidarité et de volonté ainsi que du commerce et de
I’économie. Par ailleurs, I’huile d’olive est un constituant majeur de la « diete
méditerranéenne » vu son importance nutritionnelle. Cet arbre béni est ’'un des principaux
vecteurs de D’entretien du territoire parce qu’il a toujours €té présent depuis plusieurs
millénaires sur le pourtour méditerranéen. Actuellement, plus que 750 millions d’ha sont
cultivés en olivier dont 95% se situent dans le bassin méditerranéen (Trabelsi ;2020).

L’olivier présente une grande diversité génétique avec pres de 1 250 variétés cultivées
dans 54 pays qui, d'ailleurs, ont été incluses dans la base de données du germoplasme de
I’olivier de la FAO. La plus grande partie de ces cultivars vient des pays du Sud de 1I’Europe
comme I’Italie (583 cultivars), I’Espagne (183 cultivars), la France (88 cultivars) et la Gréce
(52 cultivars). Vu la richesse de ce germoplasme, 1’olivier est un cas exceptionnel entre les
cultures horticoles et sa biodiversité qui peut représenter une source riche de variabilité pour

I’amélioration génétique de cette plante ((Belajet al, 2010) Cité par (Dhia ,2018)).

L’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 font aujourd’hui
I’objet de nombreuses recherches scientifiques. En effet, 1’utilisation des feuilles d’olivier en
phytothérapie remonte a trés loin dans I’histoire. L’olivier est considéré donc comme étant
une plante aromatique et médicinale, réservoir de composés naturels aux effets bénéfiques.
Certains composés identifiés dans les extraits de feuilles, tels que les composés phénoliques
sont doués d’activités biologiques extrémement importantes (Djenane, et al. ,2012).

Les polyphénols constituent une famille de composés qui sont omniprésents dans le
regne végétal. Les nombreuses propriétés de ces composes relatives a la santé, largement
décrites dans des études épidémiologiques, sont principalement fondées sur leurs activités
antioxydants : ils peuvent piéger les radicaux libres, inhiber les enzymes responsables de la
formation des radicaux libres et sont méme des chélateurs de certains ions métalliques.
Désormais, 1’usage des flavonoides connait un intérét explosif, en particulier celui des
anthocyanines, qui sont utilisés comme suppléments alimentaires potentiels, ce qui a

contribué a la découverte du pouvoir antioxydant de ces substances (EL-haci, et al. ,2012).



Introduction

Objectif Ce présent travail, consiste en une contribution a I’évaluation de la teneur en
polyphénols totaux contenus dans 1’extrait éthanolique des feuilles d’olivier (Olea europaea.
L) a I’évaluation de I’activité antioxydant de cet extrait.

Notre travail est organisé en deux parties :

Partie théorique comporte de chapitre 1 : I’olivier et chapitre 2 : les radicaux libres et les
antioxydants et partie expremental comporte de chapitre 3 : matériel et méthodes et chapitre
4: resultants etdiscussion
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1.1. Historique et Origine de ’olivier

Il est assez difficile d’affirmer a quelle époque est né 1’olivier. Des fossiles de feuilles
datant de six millions d’années ont été découverts a Mongardino, en Italie, et des restes
d’arbres du XlIIéme millénaire avant Jésus-Christ (av-J-C) en bordure du Sahara. En
Méditerranée orientale, des feuilles fossilisées datées de 37000 ans av-J-C ont été trouvées a
Santorin, Tle de la mer Egée ((Fouin et Sarfati, 2002) cite par (Smail ,2013)).

Depuis I’antiquité, 1’olivier a toujours été un symbole de paix, de prospérité, de sagesse
et d’abondance. Etant I’arbre sacré, il était interdit de le couper. Cultivé depuis 1’antiquité,
associé a diverses civilisations, I’olivier constitue de nos jours le trait d’union entre les pays
méditerranéens Dans la religion islamique, le Coran parle de « cet arbre sacré », et produit de
I’huile et un condiment (Sourate XXII « les croyants, verset 20 ») et Sourate XXIV « la
lumiére, vé L’origine mythologique de I’olivier fait toujours de cet arbre un don de dieu.
D’apres (Besnard G., 2005) 1’origine de ’olivier reste toujours incertaine, mais la theése la
plus fréqguemment retenue désigne la Syrie et I'Iran comme lieux d’origine. Il est
généralement admis que le berceau de I’olivier fut I’Asie mineure et aussi la Gréce, les

Cyclades et les Sporades. rset 35 ».
Au troisieme millénaire avant le Christ, il est cultivé en Syrie, en Palestine, puis au

Gré des conquétes et de ’expansion commerciale, on le retrouve en Sicile, Italie, Tunisie,
Algérie au Maroc et dans le midi de la France. Selon le Conseil Oléicole Internationale (COI.,
1998), on découvrit en 1957 dans la zone montagneuse du Sahara Central (Tassili dans le
Hoggar en Algérie), des peintures rupestres réalisées au lle millénaire avant J .C avec des
hommes couronnés de branches d’olivier t¢émoignant ainsi de la connaissance de cet arbre au

cours de ces époques anciennes.

La propagation de 1’olivier s’est faite par les grecs, les romains et les arabes au cours de leur

colonisation (Benrachou ,2013).
1.2. Systématique et classification
e Embranchement : Phanérogames
e Sous-embranchement : Angiospermes

e Classe : Dicotylédones
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e Série : Terebinthales

e Ordre : Ligustrales

e Famille : Oléacées

e Genre : Olea (Tournefort)
e Espece : europaea (Linné)
e Sous-espece : sativa

Le genre Olea se compose lui-méme de 30 espéces différentes réparties sur les 5
continents. Certaines classifications décomposent I'espece Olea europaea en deux Sous-
espéces : Olea europaea L. subsp. Europaea ou olivier cultivé, constituée par un grand
nombre de variétés améliorées, multipliées par bouturage ou par greffage et Olea europaea.
L , subsp. Oleaster Fiori, entité taxonomique couramment dénommeée oléastre. Ce dernier est
parfois classé comme une variété botanique de I'espéce Olea europaea.L. var, sylvestris Mill,
ou comme une espece a part entiere Olea oleaster. Dans la végétation spontanée, I'oléastre se
présente sous la forme d'un buisson épineux a fruits généralement petits. Cette forme est

répandue autour de la Méditerranée.

Les phytosociologies observent que I'oléastre est une des composantes de I'association
végétale denommée "oleo-lentiscetum”. Cette association est présente naturellement sur

pratiquement tout le pourtour méditerranéen (Granier ,1999).
1.3. Description botanique et caractéres morphologiques

1.3.1. Description

L'olivier fait partie de la famille des oléacées, il était et il est toujours principalement cultivé
pour ses olives bien qu'il a aujourd'hui intégre le statut d'arbre d'ornement. C'est un arbre
moyennement trapu (moyenne de 2m) qui peut pour certain sujet atteindre les 15 metres de
hauteur (Wagner,1999). L’olivier peu vivre plus de 1000 ans, son tronc tourmenté et noueux

porte a sa base de nombreux rejets dans sa condition

Mi- sauvage. Le bois d'olivier est brun clair veiné de marbrures sombres, il est apprécié

par les ébénistes et les sculpteurs.

Les feuilles de I'olivier ne tombent jamais, (durée de vie, trois ans) leur situation sur le
rameau est dite "opposée”, le pétiole est court. La face supérieure des feuilles est luisante vert

foncé, tandis que la face inférieure présente un aspect argenté dd a la pruine, ses fleurs
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blanches forment des grappes courtes. Le fruit, I'olive, est une drupe avec une pulpe charnue
riche en matiere grasse. D'abord vert, il devient noir & maturité compléte, vers octobre
novembre. Il est constitué de trois parties : épicarpe, Mésocarpe (pulpe), Endocarpe (paroi de
noyau) dont une section transversale couplée a la composition physique et chimique
rapportées. Le noyau (amandon) est tres dur, osseux, contient une graine, rarement deux. Les
fleurs blanches, a corolle en tube portant quatre lobes ovales, sont groupées en grappes
dressées et apparaissent a l'aisselle des feuilles vers mai-juin (Manallah ,2012).

1.3.2. La caractérisation morphologique

Est basée sur la description de 1’arbre, de la feuille, du fruit et du noyau. Les caractéres
relatifs au noyau sont les plus discriminants entre les variétés. Ces derniers sont relativement
moins influencés par I’environnement et ils permettent, par conséquent, plus de distinction

entre les variétés d’olivier. Ces caracteres sont les suivants :

1. Le port de I’arbre qui peut étre, selon les variétés, dressé, étalé ou retombant,

2. Lafeuille : la longueur, la largeur, la forme qui est déterminée par le rapport longueur sur
largeur, la courbure longitudinale du limbe, la courbure transversale du limbe et en fin la
brillance de la face supérieure de la feuille,

3. Le fruit : la forme, la symétrie du profil, la base, le sommet, le mamelon, la position du
diameétre transversal maximal, la densité des lenticelles, les dimensions des lenticelles et la
localisation initiale de la véraison,

4. Le noyau : la forme, la symétrie du profil, la symétrie de la face, la base, le sommet, le
mucron, la position du diametre transversal maximal, la surface, le nombre de sillons

fibrovasculaires et leur distribution sur le noyau (C.O.1, 1997).

1.4. Répartition géographique
1.4. 1. Dans le monde
Bien que I’olivier soit présent dans les quatre continents, environ 95% de la production

Mondiale de I’huile d’olive provient du Bassin méditerranéen. L’olivier est considéré comme
une espéce caractéristique de la région méditerranéenne. On le rencontre surtout entre le
25°™et 45¢me degré de latitude, dans 1’hémisphére nord aussi bien que sud. On le trouve

méme dans Ameériques (Californie, Mexique, Brésil, Argentine, Chili), en Australie et
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jusqu'en Chine (Benhayoun et Lazzeri, 2007). La figure (01) montre la répartition de 1’olivier
dans le monde

La production mondiale d’huile d’olive fluctue en fonction des conditions climatiques, et de
la bisannualité de la récolte. Cette production mondiale est également 1’influencee de la
production d’huile d’olive de I’Italie, et de I’Espagne qui représentent environ deux tiers de la
production mondial tale. En effet I’Espagne produit a peu prés 41 % de la production
mondiale, et I’Italie produit 18 % de la production mondiale. Viennent ensuite les autres
Producteurs comme la Grece qui représente 12,1 %, le Portugal qui représente 1,7 % et

La France avec 0,2 %. Cela fait de I’Europe le principal continent producteur d’huile d’olive,
Car elle présente environ 75 % de la production mondiale.((Onfaa ,2016) Cité par (Himour
,2018)).
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Figure 1 : Distribution géographique de I'clivier (Pagnol, 1975 modifiée)

1.4. 2. En Algérie

L’ Algérie, a I’instar des autres pays du bassin méditerranéen, renferme d’importantes

ressources oléicoles. Elle offre a ’olivier un milieu bioécologique plus favorables. En effet, la

6
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culture de I’olivier est traditionnelle en Algérie ; elle représente 1’activité arboricole la plus
dominante du pays du point de vue superficie. La superficie totale du verger nationale seléve
a 310000 hectares pour plus de 34 millions d'arbres, dont 15 millions sont en production
répartie dans trois régions : le Centre, I’Est et I’Ouest avec respectivement 54,3 %, 28,3 % et
17 % de la surface totale. en 2010, les prévisions de superficies oléicoles portent sur 309 500
ha. La plupart des oliveraies (80%) sont situées dans des zones de montagne, sur des terrains
accidentés et marginaux, peu fertiles (Fig. 2). Le reste des oliveraies (20%) sont situées dans
les plaines occidentales du pays essentiellement au niveau de trois wilayas (Mascara-Sig-
Relizane) ((Mendil et Sebai, 2006) cité par (Smail ,2013))

- L'oliveraie
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Figure 2 : Carte oléicole d’Algérie (ITAFV, 2008)

L’ol¢iculture dans la wilaya de Batna se présente par deux types, 1’une traditionnelle localisée
dans les zones montagneuses de la région et 1’autre récente rentre dans le cadre des différents
programmes de développement de cette filiere d’arboriculture (PNDA, FNRDA, FNDA et
PPDRI), D’oléiculture occupe actuellement 34% de la surface réservée a 1’arboriculture
fruitiere avec 7.500 hectares contre 1062 hectares en 2000 ((DSA, 2011)cité par (Smail
,2013)).
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2.1. Capacité antioxydant

Du fait de leur haute réactivité, les espéces oxygénées réactives (EOR) sont responsables de
nombreux dommages vis-a-vis des constituants cellulaires. Cette production d'espéces
déléteres est généralement équilibrée par leur consommation a vitesse égale par le systeme
antioxydant endogene. La rupture de I'équilibre entre especes pro- et anti-oxydantes est
désignée par le terme de stress oxydant.

2.2. Le stress oxydatif

Le stress oxydatif apparait donc quand un deséquilibre se forme dans la balance
Anti/pro-oxydants. C’est seulement a ce moment que les ERO vont exercer leur action
Délétére sur I’organisme. Les radicaux libres sont responsables de dommages sur toutes les
Molécules biologiques comme les lipides, les protéines, les acides nucléiques, ou les

Hydrates de carbone (Favier, 2003)

2.3. Origine du stress oxydatif

Les radicaux libres sont produits par divers mécanismes physiologiques car ils sont utiles

Pour I'organisme a dose raisonnable. Cette production physiologique est parfaitement
maitrisée par des systémes de défense. Dans les circonstances normales, on dit que la balance
antioxydants/ peroxydant est en équilibre. Si tel n’est pas le cas, que ce soit par déficit en
antioxydants ou par suite d’une surproduction de radicaux, I’exces de ces radicaux est appelé
Stress oxydatif. 1l est maintenant admis que le phénomene de stress oxydant est impliqué dans
I'étiologie de nombreuses maladies neurodégénératives (Alzheimer, Parkinson, Huntington),
de désordres pathologiques (syndrome d'ischémie reperfusion), mais également dans les

phénomenes de vieillissement (Favier,2003)
2.4. 1. Les radicaux libres

Un radical libre est une molécule ou un atome ayant un ou plusieurs électrons non appariés,
Ce qui le rend extrémement réactif (Vansant, 2004). L’ensemble des radicaux libres et de
leurs D’aprés Dacosta (2003), les principaux radicaux libres qu’on rencontre dans le corps
Humain sont : I’anion superoxyde (02.) ; le radical hydroxyle (OH-) ; le radical alcoxyle
(RO.) ; I’oxyde nitrique (NO.), et le radical hydropéroxyle (HOO). Il existe des mécanismes
de

Défense cellulaires qui détruisent les radicaux oxygénés (peroxydases cellulaires) ou qui

piégent les radicaux libres (molécules antioxydants) (Himour ,2018).
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2.4.2. Les antioxydants

Les antioxydants sont des molécules ayant la capacité de neutraliser des radicaux libres qui
sont responsables de nombreuses maladies. Les antioxydants sont des composes qui inhibent
ou retardent le processus d’oxydation en bloquant I’initiation ou la propagation des chaines de
réactions oxydatives. ((Behera et al., 2006) cité par (Cléement ,2009)).

Les antioxydants naturels ou synthétiques sont utilisés pour prévenir de nombreuses maladies
(cardiovasculaires et neurodégénératives, inflammation, diabéte...) et le vieillissement, dus a
la formation exagérée des radicaux libres. Les antioxydants sont également utilisés dans les
aliments pour retarder la détérioration, le rancissement ou la décoloration qui est souvent due
a I’oxydation causée par la lumiére, la chaleur et certains métaux. (Méda, 2005).

2.5. Mécanisme d’action des antioxydants

Dans les conditions dites physiologiques, il y a un équilibre entre la production des radicaux
libres et les mécanismes endogénes de défense antioxydant constituée par le systeme
enzymatique (catalase, peroxydase dismutase, glutathion peroxydase), les vitamines A, E et C
et les polyphénols apportés par I’alimentation et les plantes. Ainsi le réle déterminant de la
peroxydase dismutase SOD dans le systéme de défense antioxydant de 1’organisme est connu
depuis 1968. L’ion peroxyde O2

- est le point de départ de la chaine de production des radicaux libres. Or dés ce stade précoce,
la SOD inactive I’ion O2

- en le transformant en peroxyde d’hydrogéne H202. Celui-ci est rapidement catabolisé par la
catalase et les peroxydases en dioxygéne O2 et en molécules d’eau H20. L’activité
antioxydant de ces molécules est déterminée in vitro par plusieurs méthodes telles que celle
du DPPH. Selon Méda (2005).

La réaction avec une molécule RH peut s’écrire :

= 6 e S W

2N ,'I: i N Noo T
L I
- :T/ £ \—:»Q_Y‘ = e
NG NOs
DPPH (radical libre) DPPH (non radical)

Figure 3 : Réaction du DPPH avec un antioxydant
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SOD

205 o . H>0-
>H

lon peroxyde Peroxyde d’hydrogéne

Figure 4 : Réaction de la super oxyde dismutase SOD

2H20, a{_" oH O + O

Peroxyde d’hydrogéne
Figure 5 : Réaction de la glutathion peroxydase GPx

Meécanisme d’action des antioxydants dans le processus d'inactivation de I'ion

Résistants aux processus technologiques, les antioxydants doivent étre stables dans le produit
fini. Les molécules a bas potentiel redox sont aptes a ralentir, retarder ou prévenir les
processus d’oxydation. Ils sont en fait des agents de prévention ou de terminaison capables
d’éviter ou de piéger les radicaux libres.

L’action préventive bloque I’initiation en complexant les catalyseurs, en réagissant avec
L’oxygéne ou en déviant de 1’aliment les effets de lumiére ou des rayonnements. (Ozer et al,
2007 ; Kordali et al., 2005).

En tant qu’agents de terminaison (piégeage de radicaux), les antioxydants transforment les
radicaux en composés plus stables par résonance Mésoamérique et bloguent la phase de
propagation. Un tel effet résulte d’une structure de donneurs d’hydrogene (He) souvent
aromatique comme les composes phénoliques. Des travaux récents ont montré aussi que les

huiles essentielles possédent des propriétés antioxydants dues a la présence de certains mono

10



Chapitre 2 : Les radicaux libres et les antioxydants

terpénes hydrocarbonés agissant en synergie et des composés phénoliques volatils. (Ozer et
al., 2007 ; Kordali et al., 2005)
Deux composes antioxydants de référence
Deux composés antioxydants de référence a I’hydroxy toluéne butyle ou BHT et la B-
caroténe seront utilisés dans nos travaux pour 1’évaluation de la capacité anti oxydative des
extraits et des huiles essentielles.

e L[’hydroxy toluéne

e Butylé ou BHT
L’hydroxy toluéne butyle ou BHT est un additif alimentaire. Il s’agit du : 2,6-di-tert-butyl-
4-méthylphénol ou 2,6-Bis (1,1-diméthyléthyl) -4-méthylphénol.

\ /"

2,6-Bis(1,1-dimethylethyl)-4-methylphenol

Figure 6 : Structure de I'nydroxy toluéne butylé ou BHT

Le BHT est un puissant antioxydant synthétique et controversé. Il semble que trop peu
d'études ait été faite a son sujet.

Il résiste aux hautes températures qui peuvent se produire durant la fabrication du produit,
contrairement a certains antioxydants naturels comme la vitamine E. Il est utilisé dans
I'industrie agro-alimentaire et cosmétique. Il serait métabolisé en cas d'ingestion et soupgonné
d'étre allergene Et cancérigéne. Les contaminants possibles seraient les cendres sulfuriques,
I’arsenic et les métaux lourds. Il est noté E 321 par I’Union européenne. Il se présente sous
forme de cristaux ou poudres incolores a jaune pale. (Vansant, 2004).

e Le p-carotene

1,1'-(3,7,12,16-tétraméthyl-1,3,5,7,9,11,13,15,17-octadécanonaéne-1,18-diyl)  bis  [2,6,6-

triméthylcyclohexene].
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La B-carotene est un pigment de la famille des caroténoides, pigment jaune orangé qui donne
leur couleur vive a des fruits et des légumes (carottes, melons, abricots, mangues, poivrons
rouges, épinards). Il posséde de précieuses propriétés antioxydants et peut notamment
neutraliser les radicaux libres. La B-caroténe est aussi connu sous le nom de provitamine A,

car il a la particularité de pouvoir se transformer en vitamine A dans le corps (Vansant, 2004)
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Au vu de la situation épidémiologique sanitaire cette année (Covide 19), nous n’avons pas la

capacité de la réaliser la pratique et nous nous sommes appuyés sur I’analyse d’article.
3.1. Collecte du matériel végétal

Pour effectuer ce travail on a choisi les feuilles de la plante d’Olea europaea de variété

sauvage Récoltées dans différentes régions de I’Est algérien (Batna, Mila, Skikda, Biskra)

En décembre 2018 (Tableau 1). Leur reconnaissance botanique a été réalisée au niveau du

laboratoire de botanique médicale (CHU Batna).

Tab 1. Régions de récolte des feuilles d’Olea europaea L.

Plante Lieu de | Etage Altitude Latitude Longitude | Périodede
récolte Bioclimatique (m) (Nord) (Est récolte
El Batna Semi-aride 831m 35°51°40 | 6°00° 04
Décembre
E2 Mila Semi-aride 486m 36°27°00 | 6°16°00 | 2018
E3 Skikda Humide 00-75m 37°00° 23 | 6°33" 39
E4 Biskra Saharien 87m 33°43"44 | 5°22° 50

3.2. Préparation du matériel végetal

A. Séchage
Apres lavage des feuilles d’olivier, afin de les de barrasse de la poussiere et d’autres
Impuretés, elles sont aussitot séchées a température ambiante et a I'abri de la lumiere et de
L’humidité.

B. Broyage
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Une fois séchées, les échantillons sont broyés a 1’aide d’un moulin électrique (poudre de
couleur verte) et conservés a une temperature de +4°C jusqu’a I’utilisation.

C. Extraction des polyphénols (solide — liquid)

La méthode d’extraction solide-liquide utilisée par macération d’une masse de 90 g de chaque
échantillon est ajoutée a 900 ml d’éthanol a 70% (v/v). Aprés agitation pendant 48 h sur une

plaque agitatrice.

D. Filtration
Les mélanges sont filtrés a 1’aide d’un papier-filtre. Les filtrats obtenus sont concentrés. Les

extraits sont filters.

E. Evaporation
Evaporé a sec sous pression réduite. Les expériences sont répétées trois fois. Le rendement

d’extraction a été mesuré par rapport au poids total de la poudre végétale.

3.3. Méthode d’analyse

3.3.1. Dosage des polyphénols totaux

D’apres (ADDAB et al,( 2020); Kostas Kiritsakis et al, (2009) ; Maria Chiara Di Meo et al
(2021) ; Chengcheng Zhang et al, (2022).

e Le dosage des phénols totaux consiste a mélanger 10ul d’échantillon avec 150 pl de
solution de Folin Ciocalteu (6%).

e Au-dela de 3 minutes, on ajoute 50 pl de solution saturée de bicarbonate de sodium
(0,6M).

e L’ensemble est mélangé sur un agitateur de type vortex.

e Le mélange est incubé a température ambiante et a I’ombre durant 2h.

e Ensuite, une lecture de [I’absorbance a 725 nm est effectuée a [’aide d’un
spectrophotomeétre, toutes les déterminations ont été effectuées trois fois.

e L’acide gallique est utilis¢é comme standard pour préparer une gamme étalon dans la

gamme de concentrations 0.6-0.05 mg/ml (Figure7).
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1,2
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Acide gallique (mg/ml)

Figure 7 : Courbe d’étalonnage d’acide gallique.
3.4. Evaluation de I’activité anti-oxydante des extraits

3.4.1. Piégeage du radical DPPH

D’aprées ADDAB et al,(2020) ; Aziza Lfitatet al, (2021) ;Marwa EzzEl-Din Ibrahim et
al,(2022) ; Jose Manuel Silvan et al, (2021) .

La technique au DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) est largement employée pour évaluer
I’activité anti-oxydante. Le DPPH est un radical libre, stable et caractérise par une couleur
violette dont 1’intensité est mesurée a 515 nm. La substance anti-oxydante agit en transférant
un électron ou un atome d’hydrogéne ce qui conduit a la réduction du DPPH au cours de la
réaction et a un changement de coloration jaune pale. Ce passage, de la premiére forme a la
deuxiéme, est accompagné d’une diminution de [’absorbance qui peut exprimer le

pourcentage de réduction de DPPH.
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Protocole

e Préparée une solution de DPPH : soluble 4 mg de DPPH dans 100 ml de méthanol

e Un volume de 40 pl des solutions d’extraits et de I’antioxydant de référence, I’acide
ascorbique sont ajoutés a 160 ul de DPPH.

e Le mélange est laiss€ a 1’obscurité pendant 30 min en présence de concentrations
croissantes (100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13 et 1.56 pg/ml). De chaque extrait, sept dilutions
1/1,1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32 et 1/64 ont été préparées a partir d’une solution mere (0.5
mg/Iml Me OH), et la décoloration par rapport au contrdle contenant uniquement la
solution de DPPH a été mesurée par un spectrophotomeétre UV-Visible a 517 nm contre un
blanc de méthanol.

e Le contréle contient tous les réactifs a I’exception de 1’échantillon a tester qui est
remplacé par un volume égal de méthanol. L opération est répétée trois fois.

L’activité anti-radicalaire est déterminée selon 1’équation suivante :
%= (A0— A/A0) x100.

La valeur de la concentration inhibitrice CI50 représente la dose de 1’extrait qui neutralise

50% des radicaux de DPPH.
3.4.2. Pouvoir réducteur (FRAP)

D’aprés ADDAB et al, (2020) ; J.E. Hayes et al, (2010) ; Isabel C.F.R. Ferreira et al, (2006) ;
Patricia Goldschmidt Lins et al, (2018)

Le procédé FRAP est basé sur la réduction des ions fer (II)De (Fe3 +) a l'ion fer (Fe2 +).

Cette méthode évalue.

Le pouvoir réducteur des composés la présence de Les agents réducteurs (AH) dans les
extraits de plantes provoquent une réduction Du complexe Fe3+/ferricyanure a la forme
ferrique. Par conséquent, Fe2 + est Surveillance de I'augmentation de la densité des couleurs

Bleu cyan dans un milieu réactionnel a 700 nm.

En fait, le systeme FeCI3 / K3Fe (CN) 6 est une méthode Sensibilité des decisions "semi-

quantitatives "Concentration d'antioxydants impliqués dans la réaction Redox. Différentes
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concentrations d'extrait Dissoudre dans de I'eau distillée (1 ml) et 2,5 ml de tampon phosphate
(0,2 M, pH 6,6) et 2,5 ml de ferricyanure de potassium [K3Fe (CN) 6] (1 %). Ou alors Le
mélange a été incubé a 50°C pendant 20 minutes.

Puis ajouter 2,5 ml d'acide trichloracétique (10%). Entier Centrifuger & 3000 rpm pendant 10
minutes. Enfin 2,5 ml mélanger le surnageant de chaque concentration avec 2,5 ml d'eau
distillée et 0,5 ml de FeClI3, 6 H20 (0,1%). Absorption mesuré avec un spectrophotometre
UV visible 700nm. L'acide ascorbique est utilisé comme contréle positif. L'expérience a été
répétée 3 fois. La valeur IC50 est Défini comme la concentration de I'antioxydant

correspondant.
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4.1. Rendements des extraits bruts

Nous observons que 1’extrait éthanolique E1 enregistre un rendement important de I’ordre de
35.89 %, suivi par I’extrait E3 a raison de 30.60 %. En ce qui concerne les extraits E2 et E4,
les valeurs de rendements ont été¢ enregistrées de 1’ordre respectif de 27.91 % et 25.28 %
(Figure 8). a partir des feuilles d’olivier récoltées dans la région de Tizi Ouzou (Algeérie) des
quantités importantes en polyphénols ont pu étre récupérées de 1’ordre de 38.74% pour
I’olivier sauvage et de 35.72% pour I’olivier cultivé et obtenus par macération d’une quantité
de 5g des feuilles dans 100 ml du méthanol pendant 5 jours (Arab et al ,2013). Selon I’étude
de Madani (2017) portant sur la plante Olea europaea L. en utilisant les trois méthodes :
Décoction, infusion et macération, des rendements d’extraction respectifs de 20.4%, 19.08 %
et 16.04% ont été obtenus. Cette disparité au niveau des résultats pourrait étre due a plusieurs
parametres : le solvant, le pH, la température, le temps d’extraction et la composition de
I’échantillon. De plus, la période et le lieu de récolte influencent le rendement d’extraction
(Madani ,2017).

Des études ont rapporté que les hauts rendements sont habituellement obtenus avec 1’éthanol
et le méthanol et leur mélange avec 1’eau (Santos et al ,2012) ; en effet, I’eau joue un rdle
essentiel dans le processus d’extraction des polyphénols en augmentant leur diffusion dans les

tissus végétaux.
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Figure 8 : Rendements des extraits bruts éthanoliques
Dans une étude menée par Marwa Ezz El- Din Ibrahim et al (2022) le rendement maximal des
extraits des feuilles d’olivier en utilisant le méthanol comme solvant, les feuilles d'olivier ont
montré un rendement maximal de 24,65 %
En revanche selon d'étude Aziza Lfitat et al (2021) qui ont utilisé extraction par: I'eau
distillée, méthanol et l'acétate d'eéthyle, les rendement spour l'extrait aqueux > 8,44 % pour
l'extrait méthanolique> 5,5 % pour l'acétate d'éthyle. D’acétate d'éthyle, montrant une
tendance a la baisse du rendement lorsque la polarité du solvant diminue.
Pour ce qui est de Karim ARAB et al (2013) a été Le rendement en polyphénols obtenu a
partir de 5g des feuilles est de 38,74% pour 1’olivier sauvage et de 35,72% pour le cultivé
étaient 18,29 %.

4.2. Determination de la teneur en polyphénols totaux

Les résultats de cette étude montrent que les teneurs en polyphénols totaux varient
considérablement entre les quatre extraits des feuilles étudiées d’O. Europaea ; en effet,
I’extrait E2 posseéde la teneur la plus élevée, avec une valeur de 420.36+£0.94 mg EAG/g de
matiere végétale séche. Pour les autres extraits E1, E3 et E4, les quantités des phénols totaux
varient entre 396.84+0.78 a 368.45+0.88 mg EAG/g MS (Figure 9). L’extraction est suivie
par des dosages quantitatifs des polyphénols totaux sur les quatre extraits qui révelent que
I’extrait de Mila est relativement plus riche (420.36 mg GAE/g MS), suivi de I’extrait de
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Batna (396.84 mg GAE /g MS), puis de I’extrait de Biskra (380.69 mg GAE/g MS) et enfin
de I’extrait de Skikda (368.45 mg GAE/g MS). Faten et al. (2013) ont réalisé des dosages
quantitatifs de I’extrait des feuilles de 1’olivier de deux variétés Chemlali et Nebjmel en
Tunisie, ils ont montré que la teneur en polyphénols totaux des feuilles de Chemlali qui varie
de 219.85 en octobre a 464.27 mg/100 g en janvier est supérieure a celle de la variété de

Nebjmel qui varie de 197.60 en octobre a 270.53 mg/100 g en janvier (Brahmi et al ,2013).

Dans notre étude la récolte des feuilles d’O.europaea de la variété sauvage a été réalisée au
mois de décembre, ce qui confirme que le maximum de composés phénoliques a été obtenu
dans la phase terminale de la croissance des feuilles, c’est-a-dire le mois de décembre,
montrant ainsi la richesse de notre variété en polyphénols totaux. Nos résultats concordent
avec ceux de Bouabdallah (2014).

Cette variabilité des teneurs en polyphénols pourrait également dépendre de la zone

géographique de la récolte (Garcia-Goémez et al ,2003).

Lors de certaines études portant sur la détermination des teneurs en polyphénols totaux de
I’olivier, les auteurs ont révélé que la composition des feuilles des oliviers en composés
bioactifs varie selon I’origine, le mode de séchage, le temps, le type de solvant d’extraction et

les conditions de stockage (Baccouri et al ,2007).

Les teneurs en polyphénols totaux varient qualitativement et quantitativement d’une plante a
une autre, cela peut étre attribué aux facteurs climatiques et environnementaux (Alupului
,2012).
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Figure 9 : Teneurs en polyphénols totaux (mg EAG/g MS) des différents extraits obtenus

Dans une étude menée par Kostas Kiritsakis et al (2009) la concentration des principaux
composes phénoliques présentes dans I'extrait de feuille d'olivier des trois cultivars testes,
était entre 55,79 mg a 61,96mg.

Les quantités de phénols déterminées dans le présent travail sont nettement inférieures.
Les différences observées peuvent étre liées a l'utilisation de différents cultivars et a
différentes procédures d'extraction.

Mais pour dans une étude menée par Maria Chiara Di Meo et al (2021) Aucune différence
significative dans les valeurs TPC des feuilles d'olivier extraites avec différents solvants
au cours de la méme période de récolte n'a été trouvée, mais des différences significatives
ont été observées avec l'utilisation d'un solvant spécifique dans différentes récoltes, nous
concluons que les valeurs de TPC ont été influencées par le cultivar et le moment de la
récolte. En revanche selon d’étude Chengcheng Zhang et al (2022 a) a en régle générale,
les composés phénoliques identifiés par spectrométrie de masse ne représenteront pas tous
les polyphénols. En conséquence, nous avons etudié le TPC dans les feuilles d'olivier en
utilisant les techniques colorimetriques de chlorure d'aluminium et de dosage Folin-
Ciocalteu. Le TPC dans les feuilles d'olivier étaient de 7, 76 a 8, 79 mg GAE / g DW. Par
contre Ki-Wan Ko et al (2009) a été trouvé la teneur en phénol total était de 257,48mg

dans 100 g d'extrait de feuille d'olivier.
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4.3. Evaluation du potentiel antioxydant des extraits
4.3.1. Piegeage du radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPHe)

-Les valeurs des CI50 (mg/ml) présentées dans le tableau 2 ont permis d’évaluer et de
comparer 1’efficacité des extraits. CI50 est inversement li¢ a la capacité anti-oxydante d’un
composé, car il montre la quantité d’antioxydant requise pour diminuer la concentration du
radical libre de 50%. Plus la valeur de CIS0 est basse, plus l’activité antioxydant d’un
composé¢ est élevée. D’apres les résultats de I’analyse quantitative, I’olivier sauvage est riche
en polyphénols qui sont connus pour leurs activités antioxydants. De ce fait, nous nous
sommes intéressées a 1’évaluation du pouvoir antioxydant des extraits bruts des feuilles
d’Olea europaea L. A des fins comparatives, un antioxydant standard a été utilisé (1’acide
ascorbique). Il a montré une activité anti radicalaire trés puissante avec CI50 de 32.60+0.98
mg/ml. Les extraits ont présenté une importante activité anti-radicalaire envers le radical
DPPH. Dont E3, El et E2 représentent les extraits les plus actifs avec des CI50 de 1’ordre
84.74+1.16 mg/ml, 87.02+1.31 mg/ml et 92.15+0.66 mg/ml respectivement. Ces effets
obtenus sont bien meilleurs que celui produit par I’extrait E4 qui présente une activité anti
radicalaire plus au moins faible (ICIS0 de I’ordre de 102.50+0.84 mg/ml).

Tab 2 : Effet antioxydant (C150) sur les radicaux DPPH des différents extraits

D ’Olea europaea L.

Extraits /Standard CI50 (mg/ml)
El 87.02+1.31

E2 92.15+0.66

E3 84.74+1.16

E4 102.50+0.84
Acide ascorbique 32.60+0.98

Les valeurs sont présentées sous forme M = SD.

Nous avons utilis¢ le parametre de ’CIS0 pour classer les différents extraits avec ’acide
ascorbique qui ont un pouvoir antioxydant, la faible valeur CI50 signifie la forte activité

antioxydant. L’ordre de classification des extraits et de I’acide ascorbique est le suivant :
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Acide ascorbique > E3 > E1 > E2 > E4. Le teste (DPPH) ont été reéalises. Modifications de
l'activité antioxydant des extraits dOL DPPH (umol ET/100 g de poudre) 4.8 £ 0.1a .plus la
réduction observée pour la teneur en polyphénols est élevée, plus l'activité antioxydant
obtenue est faible. Ainsi, la stabilit¢ des polyphénols est réduite suivie d'une activité
antioxydant plus faible Selon Tamer M. El-Messeryl et al (2021). L'activité antioxydant
moyenne de I'OELE était de 2220 + 102 mol TE/g avec les dosages DPPH Dans étude,
Antonio Casado-Diaz et al (2022). L’antioxydant propriétés du Moringa, des feuilles d'olivier
et de leurs extraits bruts ont été déterminées a l'aide 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH),
et exprimés en valeurs IC50 (niveau effectif d’extrait qui inhibe & 50% la concertation initiale
de DPPH). Une activité antioxydant diminuée de l'extrait de plante était indiquée par une
valeur IC50 supérieure. Fait intéressant, le Moringa, olive feuilles, de 2,397 £ 0,10, 4,445+
0,01mg/ml, respectivement. Les activités antioxydants du Moringa les feuilles se sont avérées
les plus élevées Marwa Ezz EI-Din Ibrahim et al (2022).L'activité antioxydant des extraits de
feuilles d'olivier était entre 16.8 et 33.97 selon Jose Manuel Silvan et al (2021) des études
montrent que Aziza Lfitat et al (2021) des feuilles d'olivier Antioxydants standard en utilisant
Activit¢ de piégeage des radicaux DPPH (I’extrait aqueux: 1.082 £ 0.004c; I’extrait
méthanolique : 0.723 + 0.002b ; I'acétate d'éthyle : 1.420 £ 0.007d)

4.3.2. Pouvoir réducteur de I’ion ferrique (FRAP)

Réduire le pouvoir, c’est mesurer 1’activité réductrice d’antioxydant et elle est évaluée par
transformation de Fe3+ en Fe2+ en donnant un électron. Les résultats obtenus dans le tableau
3 montrent que la capacité de réduction est proportionnelle a I’augmentation de la

concentration des échantillons.

Tab 3 : Effet antioxydant (CI50) sur la réduction de fer des différents extraits des feuilles

d’Olea europaea L.

Extraits/Standard CI50 (mg/ml)
El 58.28+1.22
E2 59.91+0.31
E3 70.34+1.15
E4 62.18+0.99
Ac. Ascorbique 43.17+0.67
Les valeurs sont présentées sous forme M + SD
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Chapitre 4 : Résultats et Discussion

La concentration CI50 est enregistrée pour I’acide ascorbique a 43.17+0.67 mg/ml. Les
extraits éthanoliques E1 et E2 sont les plus actifs avec des CI5S0 respectives de I'ordre de
58.28+1.22 mg/ml et 59.91+0.31 mg/ml, suivis par les extraits bruts E4 et E3 avec des CI50
de l’ordre de 70.34+1.15 mg/ml et 62.18+0.99 mg/ml, respectivement. L’efficacité de
réduction du fer est de I’ordre croissant car une faible valeur de CI50 traduit une forte activité
anti-oxydante selon le classement suivant : Acide ascorbique > E1> E2 > E4 > E3. Ces
résultats permettent de conclure que les extraits E1 et E2 des feuilles d’O. Europaea
présentent une activité antioxydant proche de celle de 1’acide ascorbique. Ces résultats nous
permettent de conclure que I’extrait E1 et E2 des feuilles d’O. Europaea présente une activité
antioxydant proche de celle de 1’acide ascorbique. Ces résultats concordent avec ceux obtenus
par le test DPPH dont les extraits éthanoliques E1 et E2 ont des activités anti-oxydantes
puissantes en comparaison avec l’extrait E4 ; par conséquent, la région de récolte et les
facteurs environnementaux ont une influence sur la différence de I’effet antioxydant pour les
deux régions des hauts-plateaux (Batna et Mila) par rapport a celle du Sahara (Biskra). Malgré
la faible teneur en polyphénols de I’extrait E3 de la région cotiére (Skikda), ce dernier a
montré un effet antioxydant important, cela pourrait étre di a la qualité de ses composés

phénoliques.

Dans I’é¢tude de Patricia Goldschmidt Lins et al (2018) L’activité antioxydant de l'extrait
mesurée par analyse FRAP était de 281,8 £22,8 mg. Autre étude de Aziza Lfitat et al (2021)
montre que Antioxydants des feuilles d'olivier Réduction de l'activité électrique FRAP
(Pextrait aqueux : 0.912 £ 0.009¢/ I’extrait méthanolique : 0.580 + 0.005b / I'acétate d'éthyle :
1.310 = 0.016d) par contre Ki-Wan Ko et al (2009) Le résultat du pouvoir réducteur de
l'extrait d’Extrait de feuilles d'olivier elle a montré que le pouvoir réducteur était de 0,75,
1,44, et 2,78 dans 10, 100, et 1 000 pg /ml, respectivement. Le résultat du pouvoir réducteur
¢levé était lié au résultat des activités antioxydants élevées de L’extrait de feuilles d'olivier.
En revanche selon d'étude Chengcheng Zhang et al (2022b) la valeur la plus élevé du pouvoir
réducteur de I'extrait de feuilles d’olivier FRAP (mg TE/g dw) OL9 : 1228.29 23.95 | et la
valeur base OL1: 385.13 _ 50.20 a. Dans étude de Isabel C.F.R. Ferreira et al (2006) Le
pouvoir réducteur des extraits méthanoliques des feuilles olive étaient supérieurs a 0,8 a 5
mg/ml Mais pour J.E. Hayes et al (2010) Le pouvoir reducteur de I’extrait de feuille d’olive(g
Trolox/100 g DW) est de I’ordre de (30.1 £ 0.1).Des études menées par Jose M. Romero-
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Marquez et al(2022)montrent que la Capacité antioxydant De I'extrait de feuilles d'Olea

Europaea (mM trolox/g extr) est de I’ordre de :(3.5+0.2).

25



Conclusion



Conclusion

A P’heure actuelle, les plantes médicinales restent encore le premier réservoir de nouveaux
médicaments. Le présent travail est axé sur le dosage des composes phénoliques ainsi sur
I’évaluer de l'activité antioxydant des I'extraits obtenu par macération a partir des feuilles
d’olivier Les propriétés antioxydants des extraits obtenus a partir des feuilles d’olivier a

différentes concentrations ont été déterminées par techniques d'activité anti-radicalaire.

L’analyse quantitative des extraits éthanoliques des feuilles de la plante O. europaea a révelé
que ’extrait de Mila était plus riche (420.36 mg GAE/g MS), suivi de celui de Batna (396.84
mg GAE/g MS), puis celui de Biskra (de 380.69 mg GAE/g MS) et enfin de I’extrait de
Skikda (368.45 mg GAE/g MS). Les résultats de I’activité anti radicalaire des extraits
éthanoliques ont montré que ceux de Batna et Mila possédaient le pouvoir le plus important.

Les extraits ont présenté une importante activité anti-radicalaire envers le radical DPPH. Dont
E3, El et E2 représentent les extraits les plus actifs avec des CI5S0 de I’ordre 84.74+1.16
mg/ml, 87.02+1.31 mg/ml et 92.15+£0.66 mg/ml respectivement. Ces effets obtenus sont bien
meilleurs que celui produit par I’extrait E4 qui présente une activité anti radicalaire plus au

moins faible (ICI50 de I’ordre de 102.50+0.84 mg/ml).

Les extraits éthanoliques E1 et E2 sont les plus actifs avec des CI5S0 respectives de 1’ordre de
58.28+1.22 mg/ml et 59.91+0.31 mg/ml, suivis par les extraits bruts E4 et E3 avec des CI150
de Pordre de 70.34£1.15 mg/ml et 62.18+0.99 mg/ml, respectivement. L’efficacité de
réduction du fer est de I’ordre croissant car une faible valeur de CI50 traduit une forte activité
anti-oxydante selon le classement suivant : Acide ascorbique > E1> E2 > E4 > E3. Ces
résultats permettent de conclure que les extraits E1 et E2 des feuilles d’O.europaea présentent
une activité antioxydant proche de celle de 1’acide ascorbique. Ces résultats nous permettent
de conclure que I’extrait E1 et E2 des feuilles d’O.europaea présente une activité antioxydant

proche de celle de 1’acide ascorbique.

Ces résultats indiquent que les feuilles de D’olivier sauvage provenant des régions
sélectionnées pour mener cette étude pourraient étre considérées comme un réservoir
d’antioxydant susceptible d’étre utilis¢ dans la lutte contre les radicaux libres. L’évaluation de
’activité antioxydant in vitro des extraits a été réalisée par différentes méthodes, a savoir, le

piégeage du radical libre DPPHe et le pouvoir réducteur des ions ferriques ; Nous avons
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Conclusion

constaté que les différents extraits bruts testés présentaient des activités anti radicalaires et

antioxydants intéressantes, dépendantes du contenu en polyphénols totaux.

Cependant, I’intensité de 1’activité antioxydant dépend non seulement de la teneur globale en
polyphénols, mais aussi de leur nature. Ces propriétés anti-oxydantes seraient probablement

lices a la présence de molécules bioactives tels que les polyphénols.
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Résumes

L’olivier est trés répondu en Algérie et largement utilisé par les populations locales. Les
propriétés médicinales de 1’olivier sont surtout attribuées aux feuilles. L’objectif de cette
¢tude a été d’évaluer D’activité anti-oxydante des extraits éthanoliques de quatre variétés
sauvages de la plante O. europaea des régions de I’Est algérien : Batna et Mila (hautes-
plateaux), Biskra (Sahara) et Skikda.l’évaluation de D’activité anti-oxydante in vitro des
extraits éthanoliques de la plante O. europaea a été réalisée par différentes méthodes, notam-
ment le piégeage du radical libre DPPHe et le pouvoir réducteur des ions ferriques.
L’analyse quantitative des extraits éthanoliques des feuilles de la plante O. europaea a révelé
que I’extrait de Mila était plus riche (420.36 mg GAE/g MS), suivi de celui de Batna (396.84
mg GAE/g MS), puis celui de Biskra (de 380.69 mg GAE/g MS) et enfin de I’extrait de
Skikda (368.45 mg GAE/g MS). Les résultats de 1’activité anti radicalaire des extraits
éthanoliques ont montré que ceux de Batna et Mila possédaient le pouvoir le plus important.
MOTS CLES : Olea europaea L., extrait éthanolique, activité anti-oxydante, FRAP, DPPH.

Abstract

The olive tree is very popular in Algeria and widely used by local populations. The medicinal
properties of the olive tree are mainly attributed to the leave. The objective of this study was
to evaluate the antioxidant activity of ethanolic extracts of four wild varieties of the plant O.
europaea from the regions of eastern Algeria: Batna and Mila (high plateau), Biskra (Sahara)
and Skikda. The evaluation of the in vitro antioxidant activity of the ethanolic extracts of the
O. europaea plant was carried out by different methods, in particular the trapping of the free
radical DPPHe and the reducing power of ferric ions.

The quantitative analysis of the ethanolic extracts of the leaves of the plant O. europaear
evealed that the extract of Mila was richer (420.36 mg GAE/g DM), followed by that of Batna
(396.84 mg GAE/g DM), then that of Biskra (of 380.69 mg GAE/g DM) and finally of the
Skikda extract (368.45 mg GAE/g DM). The results of the antiradical activity of the ethanolic
extracts showed that those of Batna and Mila possessed the most important power.
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