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Résumé

Les substances naturelles issues des végétaux présentent des intéréts multiples mis a profit
dans la biotechnologie tant dans 1’industrie alimentaire, cosmétique que pharmaceutique.
Parmi ces composés on retrouve une grande partie des métabolites secondaires qui se sont
illustrés dans beaucoup de domaines et méme en therapie. Dans ce contexte, nous avons
recherché I’activité antioxydante d’Olea europaea L, une plante médicinale appartenant a la
famille des Oleaceae, elle est largement utilisée dans les remédes traditionnels pour ses
nombreuses propriétés biologiques.

Les feuilles de cette plante ont été soumises a une extraction sous reflux pendant 3h en
utilisent trois solvants eau/acétone (30/70 ; v/v), eau/méthanol (30/70 ; v/v), et I’eau distillée.
Les rendements respectifs des trois extraits sont : 12.92%, 14.37% et 20.22%.

L’examen phytochimique qualitatif réalisé sur les feuilles d’olivier a montré la présence des
tanins, les terpénoides, les saponosides et les sucres réducteurs en quantité importante, il a en
outre révélé des quantités plus faibles des flavonoides et des glycosides cardiaques.

Une analyse quantitative des polyphénols et des flavonoides des extraits est réalisée, montrant
des teneurs importants en polyphénols totaux et en flavonoides. L’extrait hydrométhanolique
obtenu par extraction sous reflux est plus riche en ces constituants par rapport aux autres
extraits ou les teneurs sont de I’ordre de (192 + 0.03 mg Eq AG/g d’extrait et 253 + 0.01 mg
Eq C/g d’extrait), suivi par I’extrait hydroacétonique (128 = 0.05 mg Eq AG/g d’extrait et 181
+ 0.08 mg Eq C/g d’extrait) et enfin I’extrait aqueux (80 = 0.01 mg Eq AG/g d’extrait et 145
+ 0.06 mg Eq C/g d’extrait).

L’activité antioxydante des extraits des feuilles d’olivier a été évaluée par deux méthode: le
piégeage de radical libre DPPH" et la réduction du fer FRAP.

Pour la premieére méthode, les résultats révelent que 1’extrait hydroacétonique des feuilles
d’olivier présente 1’activité la plus élevée avec un Clso de 5.69 + 0.09 pg/mL par rapport &
I’extrait hydrométhanolique et I’extrait aqueux ou les Clsp sont de 1’ordre de 7.09 + 0.11 et
15.18 £ 0.07 pg/mL, respectivement.

Pour la deuxiéme méthode, les résultats révélent que 1’extrait hydrométhanolique a présenté le
plus d’activité pour réduire le fer avec une CEso de 0.42 £+ 0.07 mg/mL suivi par I’extrait
hydroacétonique et 1’extrait aqueux ou les CEsp sont de I’ordre de 0.52 + 0.08 et 0.54 + 0.05
mg/mL respectivement.

Les résultats obtenus dans cette étude, montre la richesse des feuilles d’Olea europaea en
substances chimiques telle que les tanins, les terpénoides, les saponines et les sucres
réducteurs qui pourraient représenter une nouvelle source potentielle de molécules bioactives
en thérapeutique.

Mots clés : Olea europaea, plantes médicinales, activité antioxydante, extraits bruts,
screening phytochimique.



Abstract

Natural substances from plants have multiple interests exploited in the biotechnology
industries both in food, cosmetic and pharmaceutical. These compounds include a large
proportion of secondary metabolites which are illustrated in many areas and even in therapy.
In this context, we have searched for the antioxidant activity of Olea europaea a medicinal
plant belonging to the Oleaceae familly it is widely used in traditional remedies for its many
biological properties.

The leaves of this plant were subjected to extraction under reflux for 3 hours using three
solvents water/acetone (30/70 ; v/v) and water/methanol (30/70 ; v/v) and distilled water. The
respective yields for the three solvents are: 12.92%, 14.37% and 20.22%.

The qualitative phytochemical examination carried out on the olive leaves showed the
presence of tannins, terpenoids, sapononins and reducing sugars in large quantities, it also
revealed lower amounts of flavonoids and cardiac glycosides.

A quantitative analysis of the polyphenols and flavonoids of the extracts is carried out,
showing high levels of total polyphenols and flavonoids. The hydromethanolic extract
obtained by extraction under reflux is richer in these constituents compared with other
extracts where the contents are of the order of (192 + 0.03mg Eq AG/g of extract and 253 +
0.01mg Eq C/g of extract) , followed by the hydroacetonic extract (128 £ 0.05mg Eq AG/g of
extract and 181 + 0.08 mg Eq C/g of extract) and finally the aqueous extract (80 = 0.01mg Eq
AG/g of extract and 145 = 0.06mg Eq C/g of extract).

The antioxidant activity of olive leaf extrats was evaluated by two methods : DPPH* free
radical scavenging and FRAP iron reduction.

For the first method, the results show that the hydroacetonic extract of olive leaves presents
the highest activity with an ICsp of 5.69 + 0.09ug/mL compared to the hydromethanolic
extract and the aqueous extract where the ICsoare of the order of 7.09 + 0.11 and 15.18 + 0.07
ng/mL respectively.

For the second method, the results show that the hydromethanolic extract presented the most
activity to reduce iron with an ECsp of 0.42 £ 0.07mg/mL followed by the hydroacetonic
extract and the aqueous extract where the ECsp are of the order of 0.52 £ 0.08 and 0.54 + 0.05
mg/mL respectively.

The results obtained in this study show the richness of leaves of Olea europaea such as
tannins, terpenoids, saponins and reducing sugars with chemical substances and may represent
a new potential source of bioactive compounds in therapy.

Keywords : Olea europaea, Medicinal plant, Antioxidant activity, Crude extracts,
phytochimical screening.
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NADPH : Nicotinamide adénine di nucléotide phosphate (forme réduit)
NHsOH : Ammoniaque

NO*: Monoxyde d’azote

O2" : Anion superoxyde

OH : Hydroxyde

OH": Radical hydroxyle

Pl : pourcentage d’inhibition

PX : Peroxydase

R% : Rendements

RL : Radicaux libre

ROS : Reactive Oxygen Species

SH : Groupements thiol

SOD : Superoxyde Dismutase

TCA : Acide Trichloracétique

v/v : Rapport volume par volume



gl
ol 3
s &l
e....na\ (XS
L.
M58
)Ln.ul\ Y t_lls‘y ).\S
BRIk
B A
Ol Al
§ Al 4

I <3
sllad

(14;)3\ )X\ A.U\

&L 58 Lol WS
s dala
ué)m:\;gj‘;
}C ° B‘A.a
Cumx@_a
A
wﬁiﬁl
uagybu\}um

\,ﬂ 2 @
De Ay

J}"LA‘; 3 U B J'“‘ 3 JM L5J
ej‘ﬁj
Jgua.a.i
{(35 \.@.L\JJ\S.M\_u }2 4_\5 Y 45
3
. ‘}.u ASJLLA::
" u,ua}a”
U u»“ i
S

asdasl) il 3o



INTRODUCTION GENERALE



Introduction générale

Introduction générale

Les plantes médicinales représentent une source importante de médicaments pour des milliers
d'années de I'histoire humaine, elles constituent la base des pratiques systématiques de
médecine traditionnelle pendant plusieurs siecles a travers le monde (Pan et al., 2009).

La recherche de ces deux derniéres décennies, a montré que de nombreuses pathologies
humaines sont causées ou favorisées par le stress oxydant (Gutteridge, 1993).

Le stress oxydant se définit par un déséquilibre entre la production d’espéces radicalaire ou
réactives de I’oxygéne (ERO) et les capacités cellulaires antioxydant (Camille et Mireille,
2011).

Le stress oxydant représente 1’incapacité pour 1’organisme a se défendre contre 1’agression
des especes oxygénées réactives, en raison de I’existence d’un déséquilibre entre la
production de ces substances et la capacité de défense des antioxydants (Christelle Koechlin-
Ramonatxo, 2006).

Etant donné¢ qu’il existe un lien entre plusieurs pathologies et la production d’espéces
réactives de 1’oxygéne (ERO), le rble de la thérapie antioxydante comme défense contre
plusieurs pathologies est explorée (Chatterjee, 2016).

Un antioxydant (AOX) est une substance capable de prévenir ou de ralentir 1’oxydation
d’autres molécules (Flora, 2009).

Les antioxydants agissent de plusieurs manieres. Leur mécanisme d’action peut étre direct ou
indirect, en tant que partie de la structure d’enzyme et/ou cofacteurs d’enzymes antioxydants,
comme dans le cas des éléments traces. Les mécanismes les plus fréquents sont 1’interruption
de la spirale oxydative, la prévention des dégats par la mise a disposition d’électrons et la
réparation des molécules d’acide désoxyribonucléique (ADN) (Berger, 2006).

Olea europaea L, de la famille des oléacées, est une plante largement utilisée en médecine
traditionnelle de plusieurs pays, pour traiter différentes affections. Son écorce, ses fruits, ses
feuilles, son bois et son huile sont utilisés sous différentes formes, seules ou parfois en
combinaison avec d’autres plantes (Haloui et al., 2010 ; Bellakhdar et al., 1991).

Le but de ce travail consiste a réaliser des extractions sous reflux a partir des feuilles d’Olea
europaea, récoltés dans la région d’El Ourit, en utilisent trois systémes de solvants : eau
distillée, eau/méthanol (30/70 ; v/v) et eau/acétone (30/70 ; v/v).

L’analyse qualitative dans notre étude a porté sur la recherche des principaux classes
chimiques présentes dans les feuilles de 1’olivier, suivie par le dosage quantitatif des

composés phénoligues totaux et des flavonoides.
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Par la suite, nous allons évaluer ’activité antioxydante in vitro de chaque extrait via les tests
suivants :

o Piégeage du radical libre DPPH*

o Le pouvoir réducteur du fer (FRAP).
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Chapitre 1 : L’olivier Olea europeae L.

I.  Introduction :
Les produits végétaux récoltés dans la nature ont une valeur de consommation, de subsistance
ou commerciale. Parmi eux se trouvent des oliviers sauvage et cultivée (Campbell et
Luckert, 2002).
La détermination de la variété d'olive est trés importance surtout lorsque le produit est
abondant, suivi par augmentation dans 1’intérét commercial de haute qualité. Les oliviers
identifiés traditionnellement par les traits agricoles et les morphemes. (Trujelo et al., 1995)
L'olivier est I'un des arbres fruitiers les plus anciennes espéces cultivées dans le bassin
méditerranéen. (Besnard et Berville, 2000).
La famille des Oléacées est une famille de plantes médicinales dicotylédones qui comprend
900 especes réparties en 26 genres. Ce sont des arbres et des arbustes a feuilles entieres
opposées, simples ou composées pennées, sans tiges selon Shimon en 1997.
Le terme Olea désigne un taxon, le genre Olea, c'est-a-dire un ensemble de plantes ayant des
caractéristiques communes. On distingue trois sous-genres a regrouper 33 especes et neuf
sous-especes parmi les nombreuses synonymies qui se sont établies en trois siecles de
botanique et d'explorations du monde. (Green, 2002).
Le nom scientifique de I'olivier est Olea europaea L, en raison de sa région géographique, en
fait Olea fait référence a I'olivier, tandis que le nom spécifique europaea fait référence a son
territoire européen typique de la région méditerranéenne, avec Olea europaea, est la seule
espece représentée en milieu méditerranéen du genre Olea (Henry, 2003).

Il.  Description botanique
L’olivier est un arbre dont la taille avoisine 10 m de long. Il se reconnait facilement a 1’aspect
tortueux de son tronc, a ses feuilles de forme oblongues a ovales-lancéolées et a ses fleurs
regroupées en petites inflorescences en forme de grappes dressées, naissant a 1’aisselle des
feuilles (Arab et al., 2013).1es olives (fruits) de 1’olivier sont des drupes ovoides verts, puis
noir a maturité complete et avec un noyau dur fusiforme (Ghedira, 2008). Les oliviers
nécessitent une intensité lumineuse trés élevée et sont adaptés a toutes les conditions

environnementales (Claude et Francoise, 2007).
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Figure 1 : Olea europaea L. Ghedira (2008).

La classification actuelle de 1’olivier cultivé selon Ghedira (2008) est présentée dans le
tableau 1.

Tableau 1 : Classification botanique de I’olivier cultiver (Ghedira, 2008).

Embranchement Magnoliophyta

Sous embranchement Magnoliophytina

Classe Magnoliopsida

Sous classe Asteridae

Ordre Scrophulariales

Famille Oleaceae

Genre Olea L.

Especes Olea europaea L.

Sous-especes Olea europaea subsp. europaea var.
europaea

I11.  Répartition géographique

1. Dans le Monde :
Cependant, environ 97% des 850 millions d’oliviers, qui couvrent une superficie de 9500000
hectares, dans le monde poussent en région méditerranéenne (Verdier, 2003). Le bassin
méditerranéen reste une zone privilégiée par rapport au reste du monde pour la culture de
I’olivier grace a son climat adéquat tant au niveau de la température mais aussi au niveau de

I’hydrométrie
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Les zones de répartition géographique de la culture de 1’olivier dans le bassin Méditerranéen

est représente dans la figure 2.
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Figure 2 : Zones de répartition géographique de la culture de 1’olivier dans le bassin
Méditerranéen (Ghedira, 2008).
D'aprés Mahbouli (1974), la répartition mondiale de 1’Olivier est en:
Europe Méditerranéenne : 71 % des arbres sur 60 % des surfaces;
Proche Orient : 13 % des arbres sur 11 % des surfaces;
Afrique du nord : 13 % des arbres sur 23 % des surfaces;
Amérique latine et les U.S.A : 3 % des arbres sur 2 % des surfaces
Des 800 millions d'arbres d’Olivier, 26,6 % sont cultivés en Espagne, 24,2 % en ltalie, 12,3%
en Grece, 9,3 % en Turquie, 6,8 % en Tunisie et seulement 2 % en Algérie (Maillard, 1975).
2. En Algérie :
La superficie oléicole de I'Algérie est de 383 443 hectares (ha) avec 50 369 990 oliviers dont
44 664 333 oliviers et 5 705 657 oliviers isolés. Le nombre d'oliviers en production est de
30527 175, soit 61% du nombre total d'oliviers plantés en Algérie (DSASI, 2014).
L'Oliveraie Nationale occupe 4,54% de la superficie agricole occupée (8 465 040 ha). La
culture de Il'olivier est concentrée dans la région centrale avec 160 515 ha, suivie de la région
orientale avec 132 439 ha et de la région occidentale avec 73 032 ha, representant
respectivement 41,86%, 34,54% et 19,05% de la superficie des oliveraies. Le Sud est partie
prenante du développement de l'oléiculture, ce qui a un impact sur le développement de
I'oléiculture au niveau national, représentant 4,55% de la superficie de 17 457 ha (DSASI,
2014).
La carte oléicole d’Algérie selon ITAFV (2008) est représentée dans la figure 3
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Figure 3 : Carte oléicole d’Algérie (ITAFV, 2008).

IV. Les feuilles d’Olivier

1. Utilisation des feuilles en médecine traditionnelle :
L’olivier est cultivé depuis au moins 3500 ans avant notre ere, pour la consommations des
fruits et huile ce si qui signifier le nom scientifique de cette arbre Olea. A ’antiquité, les
Grecs ont employées ces feuilles pour désinfection des blessures cutanées. Les Anciens leur
attribuaient des vertus antiseptiques et la propriété de combattre toutes sortes d’infections. Au
dix neuviéme siécle, elles servaient pour combattre le paludisme (malaria). Ces usages sont
tombés en désuétude pendant un certain temps en raison de I'omniprésence des antibiotiques.
Cependant, depuis quelques années, des suppléments de feuille d’olivier se trouvent sur le
marché, les fabricants de ces produits vantent leurs bienfaits pour le systéme immunitaire et
contre les infections virales, bactériennes, fongiques et a levures. (Micol et al., 2005).

2. Composition chimiques :
La composition chimique des feuilles varie en fonction de nombreux facteurs (variété,
conditions climatiques, époque de prélévement, proportion de bois, age des plantations, etc..).
Geéneéralement, la matiere séche des feuilles vertes se situe autour de 50 a 58%, celle des
feuilles séches autour de 90%. La teneur en matieres azotées totales des feuilles varie de 9 a
13%, alors que les rameaux ne dépassent guere 5 a 6%. La solubilité de I’azote est faible, elle
se situe entre 8 et 14%, selon la proportion de bois. La teneur en matieres grasses est
supérieure a celle des fourrages et oscille autour de 5 a 7%, mais celle des constituants
pariétaux et en particulier de la lignine est constamment élevée (18 a 20%) (Civantos et al.,
1983).
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La feuille d’olivier est riche en triterpenes, flavonoides, sécoiridoides dont 1’oleuropéoside et
phénols. Elle exerce des activités antioxydantes, hypotensives, spasmolytiques,
hypoglycémiantes, hypocholestérolémiantes et antiseptiques, outre les propriétés diurétiques
pour lesquelles elle est utilisée sous forme de specialité phytothérapeutique (Zarzuelo et al.,
1991 ; Gonzalez et al., 1992).

Les phénols présents dans les feuilles d’olivier sont essentiellement I’hydroxytyrosol,
Tyrosol, Catechine, acide vanillique, vanilline, Rutine, Lutéoline-7-glucoside, Verbascoside,
Apigenine-7-glucoside, Diosmetine-7-glucoside, Oleuropéine, et la Lutéoléine (Benavente-
Garcia et al., 2000).

Tableau 2 : Structures chimiques des composés phénoliques les plus abondants dans feuilles
d’olivier (Benavente-Garcia et al., 2000)

Composé phénolique Structure chimique
OH

Oleuropéine o
TR
HO ’MM,/D_‘J,OH:[, ST
Ho""‘“]/ “ug D"VJ\I SO
OH 0
OH
Hydroxytyrosol
HO
OH
OH
Apigenine-7-glucoside L o:?\_d
S S S
HO™ T C:-HD"vj\l O
OH L]
Lutéoline-7-glucoside D R
o —J) [I
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Acide oléanolique

Quercétine

3. Intérét des feuilles d’olivier pour la santé :
La feuille d'olivier est I'une des plantes les plus intéressantes pour la tension artérielle. Les
résultats des expérimentations animales montrent que la feuille d'olivier a pour effet d'abaisser
la tension artérielle. (Aydogan, 2008; Cherif et Rahal, 1996).
Les feuilles d'olivier contiennent également des flavonoides (antioxydants) qui aident a
neutraliser les radicaux libres (RL) et jouent un réle important dans la protection des parois
artérielles. (Aydogan, 2008).
De plus, ils ont un effet préventif sur I'artériosclérose et les maladies coronariennes, et grace a
ces propriétés, elles abaissent le mauvais cholestérol en augmentant le bon cholestérol, ce qui
en fait un complément précieux pour le traitement du diabéte sucré non insulino-dépendant
(Cherif et Rahal, 1996).
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Chapitre 2 : Stress oxydatif et antioxydants
I.  Les Radicaux libres
1. Définition :

Les RL sont une espéce chimique libre, contenant un ou plusieurs électrons non appariés
dans leur orbitale atomique sur la couche électronique externe. Les électrons sont des globules
chargés électriqguement, par un mouvement de rotation sur eux-mémes, induisent un champ
magnétique appelé un spin, et cet état leur confére énergie et instabilité cinétique (figure 4)
(Pillou, 2014).

lL.oss of
Electron Radical ‘

Figure 4 : La formation des radicaux libres (Pillou, 2014)

Les RL apparaissent soit lors d'une rupture de liaison covalente symétrique (fission
homologue) ou chaque atome conserve son électron, soit lors d'une réaction redox avec perte
ou gain d'un électron d'un composé non radicalaire (Kocchilin-Ramonatxo, 2006).
Les RL sont des substances chimiques hautement réactives avec un nombre impair
d'électrons. Cette derniére peut entrainer une perturbation de la structure des protéines
cellulaires, des lipides membranaires et des acides nucléiques. Ces radicaux peuvent
éventuellement conduire a la mort cellulaire et a des maladies telles que : les maladies
cardiaques, le cancer et la maladie d'Alzheimer. (Pincemail et al., 1999).

2. L’origine des radicaux libres :
Les RL peuvent avoir des origines externes ou internes a l'organisme

2.1.Radicaux libres externes (source exogene) :
Il provient de : pollution, tabac, ozone, métaux lourds, polluants alimentaires (engrais,
additifs), graisses saturées des aliments, exces de sucres, alcool, drogues, exposition
prolongée au soleil et des ultras violet (Favier, 2003).

12
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2.2.Radicaux libre internes (source interne) :

Les RL sont formés le plus souvent a partir de I’oxygeéne d’ou leur appellation : especes
réactives oxygénées (ERO). L’origine endogéne des ERO est principalement les chaines
respiratoires mitochondriales des cellules des organismes aérobies (environ 2 % de lI'oxygene
consommé au niveau mitochondrial sont transformés en ERO particuliérement réactionnelle),
le dysfonctionnement du systeme enzymatique ou par manque d'antioxydants dans
I'organisme et la réaction inflammatoire qui est une source importante de radicaux oxygénes
produits directement par les cellules phagocytaires activées, qui sont le siege d'un phénomene
appelé « Explosion oxydative » consistant a I'activation du complexe NADPH oxydase (figure
5) (Puppo et Halliwell, 1988).
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Figure 5 : Origine extra- et intracellulaire des radicaux libres dérivés d I’oxygéne
(Afonso et al., 2007).

3. Les principaux radicaux libres :

3.1.Espéce réactives dérivées de I’oxygéne (ERO) :
Les especes réactives de I’oxygene (ERO) sont des RL issus de 1’oxygéne moléculaire. Elles
représentent la plus importante classe d’especes réactives générées dans les organismes

vivants a cause de I’importance du métabolisme aérobie (Valko et al., 2007).
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L’appellation ERO inclut les RL de I’oxygéne : anion superoxyde (O2"), radical hydroxyle
(OH"), mais aussi certains dérivés oxygénés non radicalaires dont la toxicité est importante
tels que le peroxyde d’hydrogéne (H202) (Wu et al., 2003).

Tableau 3 : Les principales espéeces oxygénees réactives générées dans les systemes
biologiques (Haton, 2005).

Espéce radicalaire Espéce non radicalaire
Nom Symbole Nom Symbole
Anion superoxyde 0" Peroxyde d’hydrogéne H.0,
Radicale hydroxyle OH" Radical HOO"
hydroperoxyle
Monoxyde d’azote NO” Oxygéne singulet 10,

3.1.1. Espeéce radicalaire :

a. Anion superoxyde (O2") :
L’anion superoxyde (O2") est formé par 1’acquisition d’un électron par I’oxygéne moléculaire
(02), ce radical libre et généré a partir de différentes sources dans les conditions
physiologiques et physiopathologiques et sont hautement réactif avec certains métaux de

transition comme le fer, cuivre et le manganese (Abreu et al., 2010).
O+1le” — 077
b. Radical hydroxyl (OH") :

Les radicaux hydroxyles sont des radicaux oxygénés instables car ils le plus réactif et toxique,

et a une durée de vie trés courte de 9 a 10 secondes. (Gutteridge et al., 1993).

Le radical hydroxyle (OH") est formé a partir du peroxyde d’hydrogéne H202 au cours de la
réaction de fanton. Le radical (OH") est considéré comme 1I’ERO la plus réactive, il provoque
inactivation de la pyruvate déshydrogénase mitochondriale et il dépolymerise le mucus du
tractus gastro-intestinal ou il induit directement des atteintes oxydative de I’ADN (Lubec et
al., 1996).

H20, + Fe?* — OH" + OH + Fe*'

14
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3.1.2. Espéce non radicalaire :
a. Oxygeéne singulet (*O2):

L’oxygene singulet (*O2) est produit en présence de rayonnement ultra-violet (UV) ou par les
leucocytes, il est a I’origine de vieillissement cutané, de la cataracte et de la dégénérescence
musculaire liée a 1’age et de certains cancers de la peau (Saulnier et al., 1995).

b. Peroxyde d’hydrogéne (H202) :
Le peroxyde d’hydrogéne également appelé 1’ecau oxygénée (H202) est formé secondairement
par dismutation de I’anion superoxyde O2" , elle est catalysée par des ions métalliques, mais
il peut étre produit a partir de I’eau sous ’action de radiation ionisante qui vont fournir
I’énergie nécessaire. (Orban et Mineur, 2010).

20,7+ 2H" — H0:+ O

3.2.Espéce réactives dérivées de I’azote (ERN) :

a. Monoxyde d’azote (NO") :
Le monoxyde d’azote (NO") est synthétiser par la NO synthétase a partie d'une atome d’azote
de I’acide aminé L-arginine, de 1’oxygéne moléculaire (O2) et de cofacteur NADPH (Li et al.,
2014).

HEN HEN
\;:NH >".":O
Iy
HHN HN
s ND Synthase ™S
- & NADPH + O d
\) > \
Ve ~ + NO
H:N HoN
—>~o o
HO HO
L-arginine L-Citrulline

Figure 6 : Mécanisme réactionnelle de la synthése du monoxyde d’azote (Pacher, 2007).

4. Roles physiologiques des radicaux libres :
Les ROS jouent plusieurs roles physiologiques importants, elles constituent 1’arsenal de
défense contre les agents pathogénes comme dans la phagocytose des bactéries par les cellules
polynucléaire et seraient impliquées, dans la régulation des réponses de la croissance
cellulaire comme seconds messagers (Deby et al., 2002).
Elles sont utiles aussi dans la régulation des génes et participent au fonctionnement de

certains enzymes (Favier, 2006). La vasodilatation capillaire, le fonctionnement de certains
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neurones, la fécondation de I'ovule et la destruction par apoptose des cellules tumorale qui
sont des processus naturels nécessitant la présence de RL (Favier, 2003).

Il.  Stress oxydant
1. Définition :

Le stress oxydant se défini par un déséquilibre entre les espéces prooxydants et le systeme de
défense antioxydant (Thorin-Trescases et al., 2010). Il peut se produire en raison de la
surproduction d'oxydants, la diminution de la défense antioxydant ou une combinaison de ces
deux facteurs (Ece et al., 2007; Sergent et al., 2001) ce qui conduit a des dégats cellulaires
importants via le déclenchement de cassures et de mutations au sein de I’ADN, ’inactivation
de diverses enzymes, la modification de structure des protéines, 1’oxydation des sucres et

I’induction de peroxydation des lipides (Foret et al., 2009).

Alimentation Défense enzymatique
vitamnes C ot E, carolénoides. gk P ydaso,
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Figure 7 : Balance d’équilibre des espéces pro-oxydants et des systémes de défense
antioxydants (Favier, 2006).

2. Origine du stress oxydatif :
Le stress oxydatif peut avoir diverses origines, telles que la surproduction endogéne d’agents
pro-oxydants d’origine inflammatoire, un déficit nutritionnel en antioxydants ou méme une
exposition environnementale a des facteurs pro-oxydants (Magder, 2006).

3. Maladies liées au stress oxydatif :
Le stress oxydant est le facteur déclenchant originel de nombreuse maladie actuelle telle que
le cancer, les pathologies oculaire (cataracte et degénérescence maculaire) et les maladies
neurodégénératives (ataxies, sclérose latérale, maladie d’ Alzheimer) (Favier, 2006).
Le stress oxydant est secondaire a 1’établissement de la pathologie, mais participe a ses

complications immunitaires ou vasculaires c’est le cas de maladies infectieuses comme le
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SIDA ou le choc septique, le diabéte, la maladie de parkinson ou I’insuffisance rénale
(Favier, 2006).
I1l.  Les antioxidants

1. Définition :
Pour se protéger des effets toxiques de 1’oxygene, I’organisme a développé des systémes de
défense antioxydants composés d’enzymes comme la glutathion peroxydase, des vitamines
telles que le vitamine A, C et E, des oligoéléments comme le sélénium et des protéines
comme la ferritine. En situation physiologique, ces systémes antioxydants ont la capacité de
réguler parfaitement la production des ERO (Pincemail et al., 2002).
Les antioxydants sont des substances qui retardent, préviennent ou réparent les dommages
oxydatifs d'une molécule cible. Ce sont aussi des molécules produites naturellement par

I'organisme ou par I'alimentation pour lutter contre les effets toxiques des radiaux pendant le
stress oxydatif (Halliwell et Gutteridge, 2008).

2. Types des antioxydantes :
Les antioxydants peuvent étre classés selon leur origine en deux catégories : antioxydants

enzymatiques et non enzymatiques (Delattre et al., 2005).
2.1.Les antioxydants enzymatiques :

La cellule est pourvue d’enzymes antioxydantes qui sont des systemes de défense tres
efficaces puisque les enzymes ont la propriété de pouvoir réaliser un travail de fagon
permanente. Cette ligne de défense est constituée de superoxyde dismutase (SOD), de catalase
(CAT), et de peroxydase (PX) (glutathion et ascorbate) (Lehucher-Michel et al., 2001).

2.2.Les antioxydants non enzymatiques :

Ce sont des molécules exogénes. Contrairement aux enzymes antioxydantes, une molécule
d’antioxydante piéger un seul radical libre. Pour pouvoir fonctionner a nouveau, cette
molécule d’antioxydant doit donc étre régénérée par d’autres systémes (Dacosta, 2003).
Plusieurs substances peuvent agir en tant qu’antioxydants in vivo ont était proposes. Elles
incluent : la vitamine E, I’acide ascorbique, la B-carotene, les flavonoides, les composes
phénoliques, elles peuvent stabiliser les membranes en diminuant leur perméabilité et elles ont
également une capacité de lier les acides gras libres (Kohen et Nyska, 2002).

Les antioxydants naturels sont des composés ne sont pas synthétisés par I'organisme doit étre
approvisionné par l'alimentation (Gardes-Albert et al.,, 2003). Ce systeme utilise des

molécules non enzymatiques comme les vitamines antioxydants comme la vitamine C (acide
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ascorbique) et la vitamine E (tocophérol) (Fabre et al., 2015), les oligo-éléments comme le
zinc (Zn), le cuivre (Cu) et le séléenium (Se) (Haleng et al., 2007), et les antioxydants
d’origine végétale tels que les caroténoides, les tannis et composés phénoliques (Xu et al.,
2009).

Tableau 4 : Différents types des antioxydants ( Haleng et al., 2007).

Les antioxydants enzymatiques Les antioxydants non enzymatiques
La catalase (CAT) Vitamine C
Superoxyde dismutase (SOD) Vitamine E
La glutathione peroxydase (GPx) Caroténoides
La glutathione réductase (GRX) Composes phénoliques

3. Mécanismes d’action des antioxydants :
Les antioxydants sont classés en trois catégories en fonction de leur mécanisme d’action :

3.1.Les antioxydants de type I :

L'action des ces antioxydants repose sur leur capacité pour ’inactivation des RL. Ils inhibent
la propagation des réactions radicalaires en donnant de I'nydrogene aux radicaux. (Belaiche,
1979).

3.2.Les antioxydants de type 11 :
Ce type d’antioxydant prévient la formation des RL et peut intervenir par différents
mécanismes. Certains chélates les ions métalliques réduisent I’effet pro-oxydant des ions.
C’est le cas des acides phosphorique et citrique, lécithines (Gunstone et al., 1983).
Les flavonoides, un potentiel antioxydant naturel, appartiennent a cette classe d'antioxydants.
Ils agissent en piégeant les RL et en complexant les métaux pro-oxydants (Roeding-Penman
et al., 1998).

3.3.Les antioxydants de type 111 :
Ils comprennent des facteurs environnementaux qui ont des effets antioxydants en agissant sur
le potentiel redox du milieu.
L'efficacité des antioxydants peut étre augmentée en utilisant un mélange d'antioxydants de
type | et de type Il. La combinaison de ces deux types d'antioxydants peut inhiber les phases

d'initiation et de propagation de I'oxydation des lipides (Frankel, 1998).
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Matériel et méthodes
Cette étude expérimentale est réalisée au sein du laboratoire pédagogique du pble de
Biochimie n°2, département de Biologie, Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, et

Sciences de la Terre et de 1‘Univers, Université Abou Bekr Belkaid - Tlemcen.
Elle comporte trois parties :

o 1°®partie : Préparation et extraction du matériel végétal a partir des feuilles de
I’olivier.
o 2%me partie : Tests phytochimiques qualitatifs et dosages quantitatifs des polyphénols
totaux et des flavonoides.
o 3*™ partie : Evaluation de I’activité antioxydante des extraits obtenus par deux
méthodes :
v Piégeage du radical libre DPPH" « 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl » ;
v Réduction du fer FRAP « Ferric Reducing Antioxydant Power ».
I.  Etude phytochimique
1. Matériel végetal :

1.1.Lieu et période de la récolte :

Les feuilles de I’olivier sont récoltées durant le mois de Décembre 2021, a la station de 1’Ourit
— Tlemcen. Puis, elles sont séchées a I’air libre a température ambiante et a 1’abri de la
lumiére et de I’humidité. Une fois séchée, les feuilles sont broyées finement le jour de
I’expérimentation a 1’aide d’un mortier ou d’un broyeur électrique jusqu’a 1’obtention d’une

poudre fine.

Figure 8 : Feuilles d’oliviers séchées et broyées
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1.2.Préparation des extraits bruts :

Les feuilles de cette plante ont été soumises a une extraction sous reflux pendant 3h en
utilisant trois systemes de solvants : eau distillée, eau/méthanol (30/70 ; v/v) et eau/acétone
(30/70 ; v/v). La poudre des feuilles d’olivier (20 g) est mise en contact avec 200 mL d’un des

systemes de solvants cités precédemment.

Les extraits bruts obtenus sont filtrés sur papier filtre et les filtrats récupérés, sont ensuite,
¢vaporés a I’aide d’un rotavapeur a 60 °C pour éliminer les phases organiques. Les phases
aqueuses de chaque extrait sont laissées séchées dans des boites Pétri en verre dans une étuve

a 35 °C. Les résidus obtenus sont conservés a + 4°C.

Figure 10 : Evaporation des feuilles d’olivier au rotavapeur
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Figure 11 : Extraits bruts des feuilles d’oliviers

1.3.Rendement des extraits préparés

Le rendement désigne la masse de ’extrait déterminée aprés évaporation du solvant. 1l est

exprimé en pourcentage par rapport a la masse initiale de la plante soumise a I’extraction.
Le rendement d’extraction est calculé selon la formule suivante :
R (%) = (Mext /Megr) X 100
Avec :
R (%) : Le rendement en pourcentage % ;
Mext : La masse de 1’extrait aprés évaporation du solvant en gramme (Q) ;
Mech : La masse de la matiere seche végétale en gramme (g).

Il.  Tests phytochimiques
1. Tests qualitatifs :

L’étude phytochimique qualitative permet de détecter les différentes classes chimiques
présentes dans la plante par des réactions de coloration et de précipitation, ainsi que, des

observations sous lumiére ultra- violette.
1.1.Alcaloides :

Un volume de 2,5 mL d’acide chlorhydrique (HCL) (1%) est ajouté a 0,5 mL de chaque
extrait. Le mélange obtenu est chauffé au bain marie pendent 10 min. Ensuite, la solution
obtenue est divisée en deux volumes égaux. Un volume est traité par le réactif de Mayer,
I’autre volume est traité par le réactif de Wagner. L apparition d’un précipité blanc (réactif de

Mayer) ou brun (réactif de Wagner) révele la présence des alcaloides (Majob, 2003).

23



Partie expérimentale Matériel et méthodes

1.2.Flavonoides : Réaction a la cyanidine :

Un volume de 1 mL de chaque extrait est mélangé avec quelques gouttes de I’HCI concentré
et quelques milligrammes de tournures de magnésium. La présence des flavonoides est

confirmée par I’apparition d’une couleur rouge, rose ou orange (N’Guessan et al., 2009).
v" Rose orangé : flavones ;
v" rose violacé : flavonones ;

v rouge : flavonols, flavanonols.
1.3.Tanins :

La détection des tanins est réalisée par 1’ajout de 2 a 3 gouttes de la solution de chlorure
ferrique (FeCls) (1%) a 1 mL de chaque extrait. L’apparition d’une coloration verdatre
indique la présence des tanins catéchiques et la couleur bleu-noiratre indique la présence des

tanins galliques (Karumi et al., 2004).
1.4.Coumarines :

Un volume de 5 mL de chaque extrait est évaporé a sec. Le résidu est dissout dans 2 mL de
I’eau distillée chaude. La solution obtenue est partagée dans deux tubes. Un des tubes est
mélangé avec 0,5 mL d’ammoniaque (NH4OH) a 25% et I’autre tube est considéré comme
témoin. Une goutte de chaque tube est prélevée, puis, déposée sur un papier filtre et une
observation est réalisée sous UV a 366 nm (Bruneton, 1999). Une fluorescence intense est
observée pour le tube contenant le NHsOH.

1.5.Anthraquinones :

A 10 mL de chaque extrait, sont ajoutés 5 mL de NHsOH (10%).Aprés agitation, leur
présence est indiquée par une coloration violette dans la phase ammoniacale (Oloyede, 2005).

1.6.Stérols et triterpénes : Test de Lieberman — Burchardt :

Un volume de 250 pL d’anhydre acétique et 250 puL d’acide sulfurique sont mélangés avec 1
mL de chaque extrait. Aprés incubation de 15 minutes a température ambiante, 1’apparition

d’une couleur mauve, verte ou violette indique leur présence (Edeoga et al., 2005).
1.7.Terpénoides : Test de Slakowski :

Un volume de 5 mL de chaque extrait est ajouté & 2 mL de chloroforme et 3 mL d’acide

sulfurique(H2SOa4) concentré.
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La formation d’un anneau marron-rouge a I’interphase indique la présence des terpénoides

(Khan et al., 2011).
1.8.Saponosides : Test de mousse :

Dans des tubes a essai, 2 mL de chaque extrait sont mélangés avec 2 mL d’eau distillée. Ces
tubes sont ensuite agités vigoureusement pendent 15 secondes. Aprés repos pendant quelques
minutes, la hauteur de la mousse produite dans chaque tube est mesurée. Une hauteur de
mousse persistante, supérieur a 1 cm indique la présence des saponosides (N’Guessan et al.,
2009).

1.9.Sucres réducteurs :

A 1 mL de chaque extrait, 1 mL de la liqueur de Fehling est ajouté (0,5 mL du réactif A et 0,5
mL du réactif B). Aprés une incubation pendant 8 minutes dans un bain marie bouillant, la

présence des sucres réducteurs est indiqué par 1’apparition d’un précipité rouge brique (Cai et
al., 2011).

1.10. Mucilages :

Un volume de 1 mL de chaque extrait est ajouté & 5 mL d’éthanol absolu. L’apparition d’un

précipité floconneux indique la présence des mucilages.
1.11. Glycosides cardiaques : Test Keller- Killani :

Un volume de 5 mL de chaque extrait est mélangé avec 2 mL d’acide acétique glacial
contenant une goutte de (FeCls). A ce mélange est additionné un volume de 1 mL d’HCL
concentré (Khan et al., 2011). La formation d’un anneau marron, violet ou vert a I’interphase

indique leur présence.

2. Dosages quantitatifs :
2.1.Dosage des composés phénoliques totaux :

2.1.1. Principe:

Le dosage des composés phénoliques a été réalisé selon la méthode décrite par Vermerris et
Nicholson en 2006.

Le réactif de Folin-Ciocalteu est utilisé. C’est un mélange de I’acide phosphotungstique
(H3PW12040) et de I’acide phosphomolybdique (HsPMO12040) de couleur jaune. Le principe

de la méthode est basé sur I’oxydation des composés phénoliques par ce réactif. Elle entraine
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la formation d'un nouveau complexe molybdene-tungsténe de couleur bleu qui absorbe a 725

nm.

Un volume de 0,1 mL de chaque extrait des feuilles de 1’olivier est mélangé avec 2 ml d’une
solution de carbonate de sodium (Na2COz) a 2% fraichement préparée. Aprés une incubation
de 5 minutes, 100 pL du réactif de Folin-Ciocalteu a 0,2 N sont ajoutés au mélange précédent.

Le tout est agité, puis, incubé pendant 30 minutes a 1’obscurité et a température ambiante.

La lecture est effectuée contre un blanc au spectrophotometre a une longueur d’onde de 700

nm.

Ce dosage est réalisé en parallele pour I’acide gallique, utilisé comme témoin positif dans les
mémes conditions opératoires a des concentrations croissantes allant de 0,05; 0,1; 0,2 ; 0,6
jusqu'a 0,8 mg/mL. Une courbe d’étalonnage de 1’acide gallique est tracée et les résultats
obtenus pour chaque extrait sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique par gramme
d’extrait (mg Eq AG/g d’extrait).

2.2.Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides est réalisé par la méthode colorimétrique selon le protocole décrite
par (Zhishen et al., 1999).

Un volume de 500 pL de chaque extrait brut est mélangé avec 2 mL d’eau distillée et 150 pL
d’une solution de nitrite de sodium (NaNOz) a 15%. Apres une incubation de 6 minutes, 150
uL de chlorure d’aluminium (AICI3) a (10%) sont ajoutés au mélange précédent, puis, les

tubes sont incubés pendant 6 minutes a température ambiante.

Ensuite, 2 mL d’hydroxyde de sodium (NaOH) a 4% sont ajoutés aux différents tubes. Le
volume final est complété par I’eau distillée a SmL, immediatement. Aprés agitation et
incubation pendant 15 minutes, la lecture est réalisée a 510 nm contre un blanc a 1’aide d’un

spectrophotometre.

Une gamme d’étalonnage est réalisée en paralléle dans les mémes conditions opératoires en
utilisant la catéchine comme contrble positif a différentes concentrations (0,05; 0,1; 0,2;
0,4 ;0.6 jusqu’a 0,8 mg/mL).

Une courbe d’étalonnage de la catéchine est tracée et les résultats obtenus pour chaque extrait
sont exprimés en milligramme équivalent catéchine par gramme d’extrait (mg Eq C/g

d’extrait).
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I11.  Evaluation de ’activité antioxydante des extraits d’Olea europaea
1. Piégeage du radical libre DPPH" « 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl »
1.1.Principe :

C’est une méthode largement utilisée dans 1’étude de D’activité antioxydante. Le radical
DPPH* (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) se caractérise par sa capacité a produire des radicaux
libres stables.

La présence de ces radicaux DPPH* donne lieu a une coloration violet foncé de la solution,

qui absorbe aux environs de 517 nm. La réduction de ces radicaux DPPH® par un agent

antioxydant entraine une décoloration de la solution.

+RH - NH +R+

DgN NDZ 0zN NO,

MO, NO-

DPPH* stable violet DPPHH réduit jaune

Figure 12 : Transformation du radical DPPHe en DPPHH (Brand-Williams et al., 1995).
1.2.Mode opératoire :

L’évaluation de la capacité antioxydante est réalisée selon le protocole décrit par (Atoui et al,
2005).

A un volume de 1950 uL d’une solution méthanolique de DPPH a 6,34 x 10° M, est ajouté 50
uL des extraits bruts des feuilles d’Olea europaea a différentes concentrations (0,78 ; 1,56 ;
3,125; 6,25; 12,5 et 25ug/mL) ou 50 uL I’acide ascorbique, utilisé comme molécule de
référence. Aprés une incubation pendant 30 minutes a 1’abri de la lumiére et a température

ambiante, les absorbances sont mesurées par spectrophotométrie a 517 nm.
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Le blanc de chaque concentration des extraits ou de 1’acide ascorbique est préparé en
mélangeant 50 pL de chacun d’eux avec 1950 puL de méthanol. Le contrble négatif est
préparé, en parallele, en mélangeant 50 puL de méthanol avec 1950 pL de la solution
méthanolique de DPPH & 6,34 x 10° M.

Ce test a été réalisé en triplicate pour chaque extrait brut ainsi que pour I’acide ascorbique.
1.3.Expression des résultats

Le pourcentage d’inhibition Pl est calculé selon la formule suivante :
- AE
PI (%) = ( ) x 100

Avec :

Pl (%) : Pourcentage d’inhibition ;
Ac : Absorbance du contréle négatif ;
Ak : Absorbance de I’extrait.

La concentration inhibitrice Clso a été calculée pour chaque extrait, ainsi que pour 1’acide
ascorbique, en utilisant la formule obtenue a partir des courbes de régressions logarithmiques

tracées sur Excel.

La concentration inhibitrice Clso: C’est la concentration nécessaire pour inhibé 50 % des
radicaux libres de DPPH.

2. Réduction du fer ou FRAP « Ferric Reducing Antioxydant Power »
2.1.Principe :

Le pouvoir réducteur d’une molécule est relatif a sa capacité de transfert des électrons et peut
servir comme indicateur significatif de son activité antioxydant. Cette méthode est basée sur
la capacité des extraits (des molécules antioxydantes) testés a réduire le fer ferrique (Fe*3)

présent dans le complexe de ferricyanure de potassium KsFe(CN)s en fer ferreux (Fe*).

La réaction est révélée par le changement de la couleur jaune du fer ferrique en couleur bleue
verte du fer ferreux. L’absorbance du milieu réactionnel est mesurée a 700 nm par

spectrophotométrie.

Une augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des

extraits testés (Zovko Con¢ic et al., 2010).
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Figure 13 : Mécanisme réactionnel du test FRAP (Chou et al., 2003).

2.2.Mode opératoire :
La méthode de FRAP est réalisée selon le protocole décrit par (Yen et Chen, 1995).

Un volume de 1 mL des extraits bruts des feuilles de 1’olivier, ainsi que, 1’acide ascorbique
(molécule de référence) a différents concentrations (0,03125 ; 0,0625 ; 0,125; 0,25; 0,5 et
1mg/mL), et mélangé avec 2,5mL de tampon phosphate a 0,2 M (pH 6,6) et 2,5 ml de
ferricyanure de potassium KsFe(CN)s a 1%. Les tubes sont incubés a 50° C pendant 20

minutes.

Aprés incubation, 2,5 mL de I’acide trichloracétique TCA a 10% sont ajouté pour stopper la

réaction. Ensuite, les solutions sont centrifugées a 3000 rpm pendant 10 minutes.

Par la suite, 2,5 mL du surnageant des différents tubes précédents sont ajoutés a 2,5 mL d’eau
distillée et 0,5 mL de la solution de chlorure ferrique (FeCls) a 0,1%.Les absorbances sont

mesurées contre un blanc par un spectrophotomeétre a 700 nm.
Cette technique a été réalisée en triplicate pour I’acide ascorbique et les trois extraits bruts.

La concentration efficace CEso a été calculée pour chaque extrait, ainsi que pour 1’acide
ascorbique, en utilisant la formule obtenue a partir des courbes de régressions linéaires tracées

sur Excel.

La concentration efficace CEsp : C’est la concentration la quelle 1’absorbance égal a 0,5

29



Partie expérimentale Matériel et méthodes
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Figure 14 : Schéma récapitulatif du protocole expérimental
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Résultats et discussion
I.  Etude phytochimique
1. Extraction :

Dans notre étude, nous avons réalisé une extraction sous reflux a partir des feuilles d’Olea
europaea pendant 3 heures, en utilisant trois systemes de solvants : eau distillée, eau/méthanol
(30/70 ; viv) et eau/acétone (30/70 ; v/v).

Selon les résultats obtenus, 1’extrait aqueux obtenu par extraction sous reflux donne
rendement trés élevé par rapport aux extraits hydrométhanolique et hydroacétonique.

Le tableau ci-dessous résume les deférentes caractéristiques des extraits brutes, ainsi que les
rendements obtenus.

Tableau 5 : Caractéristiques des trois extraits bruts des feuilles d’olivier

Extraits Aspect Couleur  Solubilité Poids de Masse Rendement
matériel d’extrait %
végétal () (9)
Eau/acétone Marron Eau 2,584 g 12,92 %
foncé distillée
Eau/méthanol Cristallisé Marron Eau 209 2,874 g 14,37 %
foncé distillée
Eau distillée Marron Eau 4,045 g 20,22 %
claire distillée
25
20
X
€15
S
D
T 10
(]
04
5
0

Extrait aqueux Extrait Extrait
hydrométhanolique hydroacétonique

Figure 15 : Rendements obtenus pour les trois extraits bruts des feuilles d’olivier
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D’apres la figure 15, nous remarquons que 1’cau distillée a présenté un rendement plus élevé
par rapport aux autres extraits, les rendements respectives des trois extrais sont : 20,22% (p/p),
14,37% (p/p) et 12,92% (p/p).

En comparant nos rendements obtenus avec d’autres travaux, nous observons que nos valeurs
de rendement sont légerement inférieures a celles obtenues par Meddour et Soualem en
2021, ont obtenu un rendement de 37,65% pour I’extrait éthanolique préparé par macération,
suivi par I’extrait acétonique avec un rendement de 36,98%, et enfin, I’extrait méthanolique

avec un rendement de 35% des feuilles d’oliviers sauvages.

Addab et ces collaborateurs en 2020 ont réaliseés une étude de I’évaluation comparative de
I’activité anti-oxydante des extraits éthanoliques des feuilles d’Olea europaea L. de 1’Est
Algérie du quatre variétés Batna, Skikda, Mila et Biskra et les rendements sont : 35,89%,
30,60%, 27,91% et 25,28% respectivement.

Ces résultats montrent que D’efficacité d’extraction peut étre influencé par différents
parameétre tell que : la nature chimique des molécules dans la plante, la méthode d’extraction
choisi et le solvant utilisé (Stalikas, 2007).
Il.  Tests phytochimiques
1. Tests qualitatifs :

Les résultats du screening phytochimique est représenté dans le tableau 6

Tableau 6 : Résultats du screening phytochimique

o Extraits
Classes chimiques _ i :
Hydroacétonique Hydromethanolique Agueux
Test de Mayer - - -
Alcaloides

Test de Wagner - - .
Flavonoides + + ++
Tanins +++ +++ AL

Coumarines - - -

Anthraquinones - - .

Stérolsettriterpénes - - -

Terpénoides +++ ++ +
Saponosides + +++ ++
Sucres réducteurs +++ + ++

Mucilages - - -
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Glycosides cardiaques - + -

(+++) : Fortement présent ; (++) : Moyennement présent ; (+) : Faiblement présent ; (-) : test négatif.

Les résultats du screening phytochimique révelent que il ya la présence des quantités plus
faible en flavonoides dans les trois extraits des feuilles d’olivier et des glycosides cardiaques
seulement sur I’extrait hydrométhanolique.

Nous observons aussi que il ya la présence des quantités trés importants en tanins,
terpénoides, saponines et des sucres réducteurs dans tout les extraits.

De méme, il ya I’absence totale des alcaloides, des coumarines, des anthraquinones, des
stérols et des triterpenes et du mucilage.

Nous résultats obtenu pour le screening phytochimique qualitatifs sont similaires a celle
trouvé par Mezouar et al., (2022), qui ont montré la présence des flavonoides, tanins, stérols
et triterpeénes, terpénoides et de saponines et avec 1’absence total des alcaloides, des
coumarines et des anthraquinones dans les deux extraits hydrométhanolique et
hydroacétonique des feuilles d’olivier cultivé (Mezouar et al., 2022).

De méme nos résultats sont en accord avec celle enregistré par Lahmadi et al., (2019), ils ont
montrés que il ya la présences des flavonoides, coumarins, terpénoides, alcaloides et tannins
et ’absence des saponosides et anthraquinones dans 1’extrait méthanolique des feuilles
d’olivier cultivé. (Lahmadi et al., 2019).

2. Dosage des composés phénoliques totaux et des flavonoides :

L’analyse quantitative des composés phénoliques totaux et des flavonoides a été effectuée par
des méthodes de dosages colorimétriques et spectrophotométriques.

La détermination des teneurs en composés phénoliques totaux se fait par la méthode de Folin-
Ciocalteu, a partir d’une courbe d’étalonnage utilisant 1’acide gallique comme témoin (Figure
16). Elles ont été exprimées en mg équivalent acide gallique par gramme d’extrait (mg Eq
AG/g d’extrait).

La quantification des teneurs en flavonoides se fait par la méthode du trichlorure d’aluminium
(AICI3) utilisant la catéchine comme témoin (Figure 17). Les résultats sont exprimés en mg
équivalent catéchine par gramme d’extrait (mg Eq C/g d’extrait).
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Figure 16 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour le dosage des composés
phénoliques totaux
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Figure 17 : Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des flavonoides

Selon les résultats obtenus, tous les extraits des feuilles d’olivier présentent des teneurs
variables en composés phénoliques totaux et en flavonoides.

L’extrait hydrométhanolique obtenu par extraction sous reflux présente une concentration
plus élevé en composés phénoliques totaux, avec un teneur de 192 + 0,03 mg Eq AG/g
d’extrait. Suivi par les deux extraits hydroacétonique et aqueux, ou les concentrations sont de
I’ordre de 128 + 0,05 mg Eq AG/g d’extrait et 80 £ 0,01 mg Eq AG/g d’extrait,
respectivement. De méme, nous avons constaté que le méme extrait hydrométhanolique
contient une concentration élevé en flavonoides, de 1’ordre de 253 + 0,01 mg Eq C/g d’extrait
par rapport aux extraits hydroacétonique et aqueux, ou les concentrations sont de 1’ordre de
181 £ 0,08 mg Eq C/g d’extrait et 145 £ 0,06 mg Eq C/g d’extrait, respectivement.
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Figure 18 : Teneurs en composés phénoliques totaux des extraits des feuilles d’olivier
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Figure 19 : Teneurs en flavonoides des extraits des feuilles d’olivier

Ces valeur sont similaires a celles obtenues par Djenane et al., (2019), qui ont trouvé une
concentration de 198,7 + 3,6 mg Eq AG/g d’extrait en composé phénolique totaux des extraits
des feuilles d’olivier sauvage de région de Kabylie- Algérie ces auteurs ont utilise du
méthanol 80% comme systéme de solvant d’extraction (Djenane et al., 2019).

De méme, nous résultats sont largement inferieur a celle enregistré par Zairi et al., (2020),
qui ont obtenus une concentration varient entre 480, 34 + 1.36 et 546.06 + 2.55 mg Eq AG/g
d’extrait en composés phénoliques totaux et entre 506.4 + 1.91 et 605.25 + 3.17 mg Eq C/g
d’extrait en flavonoides dans les feuilles d’olivier des région Meski et Chemlali en Tunisie
ces auteurs utilisent de I’eau distillé comme systéme de solvant d’extraction pour préparé des

extraits d’infusion (Zairi et al., 2020).
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La variation des quantités de composes phénoliques dans les feuilles d’olivier selon la
littérateur dépend des condition climatiques et agronomiques, de la composition du sol, du
moment de la récolte de 1’échantillon de feuille et de 1’age des arbres (Djenane et al., 2019).

I11.  Evaluation de I’activité antioxydante
1. Piégeage du radical libre DPPH":

Les résultats obtenus dans notre travail, sont exprimés en pourcentage d’inhibition du radical
libre DPPH* en fonction des différentes concentrations des extraits des feuilles d’Olea

europaea et de 1’acide ascorbique.
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Figure 20 : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPHeen fonction des concentrations
de I’extrait hydroacétonique

37



Partie expérimentale Résultats et discussion
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Figure 23 : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPHe en fonction des concentrations
de I’acide ascorbique

L’extrait hydroacétonique a montré des pourcentages d’inhibition élevés avec de faibles
concentrations par rapport aux autres extraits bruts. A une concentration de 25ug/mL, I’extrait
a produit un pourcentage d’inhibition de 83,27% = 0,090. A cette méme concentration,
I’extrait hydrométhanolique a produit un pourcentage d’inhibition de 80,56% = 0,04, suivi par
I’extrait aqueux ou le pourcentage d’inhibition est de 1’ordre de 67,94% + 0,14.

Dans ce test on utilise I’acide ascorbique comme une molécule de référence, il a montré une
activité antiradicalaire trés élevé avec de faibles concentrations par rapport aux trois extraits
testés des feuilles d’olivier. A une concentration de 7,5pug/mL, I’acide ascorbique a produit un
pourcentage d’inhibition de 93,44% * 0,035.

Par la suite nous avons determiné pour chaque extrait les concentrations nécessaires pour
réduire 50% du radical libre DPPH* ou Clso. Plus la valeur de Clsp est faible plus I’extrait est
considéré comme un meilleur antioxydant puissant. Les valeurs des Clso sont représentées
dans le tableau 07.

D’apres les valeurs obtenues, 1’extrait hydroacétonique présente la plus faible Clso et donc
une meilleure activité antioxydante suivi par les extraits hydrométhanolique et aqueux.

La Clso de I’acide ascorbique est inférieure a celles des extraits, donc il possede une activiteé

antioradiculaire la plus élevee.
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Tableau 7 : Valeurs des Clso des différents extraits d'Olea europeae et de 1’acide ascorbique

Extraits
Acide ascorbique
Agueux Hydrométhanolique Hydroacétonique
Clso (ug/mL) 15,18 + 0,05 7,09 £ 0,07 5,69 £ 0,09 1,55 £ 0,05

Ces résultats sont inferieur a celle enregistré par Mezouar et al., (2021), ces auteurs ont
obtenus une Clso de 7,95 £+ 0,16 pg/mL pour I’extrait hydroacétonique des feuilles d’olivier
sauvage et 13,14 = 0,18 pg/mL pour I’extrait hydrométhanolique des feuilles d’olivier
sauvage (Mezouar et al., 2021).

De méme ces résultat sont supérieur a celle trouvé par Zairi et al., (2020), ils ont obtenus une
Clso de 0,19 £ 0,01 pug/mL pour I’extrait aqueux des feuilles d’olivier cultivé. (Zairi et al.,
2020).

Selon nos résultats obtenus, nous pouvons suggérer que I’activité antioxydante des extraits est
relativement dépendante de la teneur en composés phenoligques ainsi qu’en flavonoides.
2. Réduction du Fer ou FRAP :

Les résultats obtenus pour cette technique sont présentes sous forme de graphes représentant
les absorbances en fonction des différentes concentrations des extraits et de 1’acide ascorbique

(molécule de référence).

D’apres la figure 24, nous remarquons que ’extrait hydrométhanolique a présenté le plus
d’activité pour réduire le fer par rapport aux autres extraits bruts de I’olivier. A une
concentration de 1mg/ml, I’extrait hydrométhanolique présente une absorbance de 1,13 + 0,15
et a cette méme concentration, les deux extraits hydroacétonique et aqueux présentent des
absorbances de 0,98 + 0,16 et 0,89 + 0,09, respectivement.

L’acide ascorbique, I’antioxydant de référence utilisé dans ce test, a présenté 1’activité la plus
élevé pour réduire le fer par rapport aux extraits de I’olivier, aux mémes concentrations
testees.

De méme, nous remarquons que 1’augmentation de la réduction du fer est proportionnelle

avec I’augmentation de la concentration de 1’extrait.
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Figure 24 : Pouvoir réducteur des extraits des feuilles d’olivier et de I’acide ascorbique testés
par la méthode FRAP

A partir des équations des régressions linéaires des graphes représentés dans la figure 24, nous
avons déterminés pour chaque extrait, les concentrations a laquelle 1’absorbance est égal a 0,5
ou CEsp(concentration efficace pour réduire le fer). Les valeurs des CEsp sont représentées
dans le tableau 08.

Tableau 8 : Valeurs des CEso des extraits bruts d’Olea europaea et de 1’acide ascorbique

Extraits ) )
. i — Acide ascorbique
Agueux Hydrométhanolique Hydroacetonique
CEso
0,54 £ 0,05 0,42 £0,07 0,52 £0,08 0,32+0,11
(mg/mL)

Les résultats révelent que 1’extrait hydrométhanolique, avec une CEso de 0,42 £ 0,07, posséde
un pouvoir réducteur supérieur a celui des extraits hydroacétonique et aqueux, qui ont exhibés
des CEsode I’ordre de 0,52 + 0,08 et 0,54 + 0,05 mg/mL, respectivement. Ces valeurs restent

relativement inférieures a celle de 1’acide ascorbique qui est de I’ordre de 0.32 + 0.1 mg/mL.

Ces résultats sont en accord avec ceux trouvés par Mezouar et al., (2021), qui ont montré que
I’extrait hydrométhanolique des feuilles d’olivier sauvage a le pouvoir le plus élevée pour
réduire le fer, suivi par ’extrait hydroacétonique, ou les CEso sont de I’ordre de 0,29 + 0,64

mg/mL et 0,37 £ 0,66 mg/mL, respectivement. (Mezouar et al., 2021).
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Aussi notre résultat est inférieur a celle trouvé par Lahmadi et al., en 2019 qui obtenu une
CEso de 89,44 + 0,22 ug/ml de I’extrait méthanolique des feuilles d'Olea europeae L.
(Lahmadi et al., 2019)

La capacité réductrice d'un composé peut servir donc, comme indicateur de Il'activité du

potentiel antioxydant (Bougandoura et Bendimerad, 2012).
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Conclusion générale
Le présent travail a pour objectif, 1’étude phytochimique et 1’évaluation des propriétés
antioxydantes des extraits des feuilles de I’olivier cultivé (Olea europaea L).
L’extraction sous reflux des feuilles d’olivier cultivé a montré que 1’extrait aqueux donne le
meilleur rendement, suivi par 1’extrait hydrométhanolique et I’extrait hydroacétonique.
L’analyse phytochimique qualitative a mis en évidence la présence des quantités trés
importants en tanins, terpénoides, saponosides et des sucres réducteurs dans les trois extrait
des feuilles d’olivier et des quantité plus faible en flavonoides et des glycosides cardiaques
dans I’extrait hydrométhanolique.
L’analyse quantitative des extraits a montré des résultats importants en polyphénols totaux et
en flavonoides. L’extrait hydrométhanolique obtenu par extraction sous reflux présent des
taux plus élevé en ces constituants par rapport aux autres extraits ou les teneurs sont de 1’ordre
de (192 + 0,03mg Eq AG/g d’extrait et 253 + 0,0lmg Eq C/g d’extrait), suivi par 1’extrait
hydroacétonique (128 + 0,05mg Eq AG/g d’extrait et 181 + 0,08 mg Eq C/g d’extrait) et enfin
I’extrait aqueux (80 = 0,01mg Eq AG/g d’extrait et 145 £+ 0,06 mg Eq C/g d’extrait).
L’activité antioxydante de nos extrait a été évaluer en utilisent deux méthode : piégeage de
radical libre DPPH" et la réduction du fer FRAP.
Pour le test de piégeage de radical libre DPPH*, I’extrait hydroacétonique des feuilles
d’olivier a montré une activité antioxydante la plus élevé avec un Clso de I’ordre de 5,69 +
0,09 pg/mL, suivi par les extraits hydromethanolique et aqueux ou les Clso obtenu sont de
I’ordre de 7,09 = 0.11 et 15,18 = 0.07 pg/mL, respectivement.
Les résultats de test FRAP révelent que 1’extrait hydrométhanolique des feuilles d’olivier a
présenté I’activité la plus élevé pour réduire le fer avec un CEso de I’ordre de 0.42 + 0.07
mg/mL, suivi par les extraits hydroacétonique et aqueux ou les CEso obtenu sont de 1’ordre de
0.52 £ 0.08 et 0.54 + 0.05 mg/mL respectivement.
Perspective :

v' Réaliser d’autres méthodes d‘extraction par changement du solvant et le temps

d‘extraction ;
v L’étude in vivo de I’activité antioxydante ;
v' L’isolement et [I’identification des principes actifs responsables de I’activité
antioxydante en utilisent des techniques chromatographiques et spectrales ;
v Evaluation d’autres activités biologique comme D’activité hémolytique, 1’activité

antidiabétique et I’activité antimicrobienne ;
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v’ L’évaluation in vitro de I’activité antioxydante par d’autre méthode : ABTS (Activité
du Piégeage du Cation Radical), CUPRAC (Cupric Reducing Antioxidant Capacity),
CAT (Total Antioxidant Capacity).
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