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Résumé

Etude du pouvoir antioxydant des différents extraits des feuilles d’Olea

europaea L. de la région de Ghardaia

Olea europaea L. est un arbre qui appartient a la famille des Oléacées. C’est une plante
médicinale largement utilisée en médecine traditionnelle en Algérie. Dans le cadre de la valorisation
des ressources naturelles Algériennes, la présente étude vise a caractériser quatre extraits des
feuilles d’olivier de la région de Daia Bendahoua-Ghardaia, tout en déterminant leurs teneurs en

composés phénoliques ainsi que d’évaluer leurs activités antioxydantes in vitro.

Les feuilles d’olivier ont été¢ soumises a une extraction par macération dans des solvants aux
polarités croissantes : éther de pétrole, acétate d’éthyle, méthanol et 1’eau distillée. L’analyse
qualitative réalisée par un screening phytochimique a permis de mettre en évidence la présence des
flavonoides, coumarines, térpenoides et alcaloides, en quantité importante, il a en outre révélé des

quantités plus faibles des quinones et saponosides.

L’analyse quantitative des teneurs en phénols totaux et en flavonoides des différents extraits a
été déterminée par les méthodes de Folin-Ciocalteu et chlorure d’aluminium respectivement qui ont
indiqué la richesse de nos extraits en ces principes actifs. L’extrait d’acétate d’éthyle s’est révélé le

plus riche par rapport aux autres extraits (37.16 mg EAG/g MS et 13.16 mg ER/g MS).

L’¢évaluation du pouvoir antioxydant de nos extraits in vitro par deux tests chimiques, le test
du DPPHe et le test de FRAP, a révélé une activité antioxydante intéressante par rapport aux
antioxydants de synthese. L’extrait méthanolique des feuilles d’olivier expose un statut antioxydant

assez important par rapport aux autres extraits.

Mots clés: Olea europea L., phénols totaux, flavonoides, pouvoir antioxydant, DPPH, FRAP.



Abstract

Study of the antioxidant power of different extracts of Olea europaea L. leaves

from the Ghardaia region

Olea europaea L. is a tree that belongs to the family Oleaceae. It is a medicinal plant widely
used in traditional medicine in Algeria. Within the framework of the valorization of the Algerian
natural resources, the present study aims to characterize four extracts of the olive tree leaves from
the region of Daia Bendahoua-Ghardaia, while determining their contents in phenolic compounds as

well as evaluating their antioxidant activities in vitro.

The olive leaves were subjected to an extraction by maceration in solvents with increasing
polarities: petroleum ether, ethyl acetate, methanol and distilled water. The qualitative analysis
carried out by a phytochemical screening allowed to highlight the presence of flavonoids,
coumarins, terpenoids and alkaloids, in important quantity, it also revealed smaller quantities of

quinones and saponosides.

The quantitative analysis of the contents of total phenols and flavonoids of the different
extracts was determined by Folin-Ciocalteu and aluminum chloride methods respectively, which
indicated the richness of our extracts in these active principles. The ethyl acetate extract was found
to be the richest compared to the other extracts (37.16 mg EAG/g DM and 13.16 mg ER/g DM).

The evaluation of the antioxidant power of our extracts in vitro by two chemical tests, the
DPPHe and FRAP test, revealed an interesting antioxidant activity compared to synthetic
antioxidants. The methanolic extract of olive leaves exhibits a fairly high antioxidant status

compared to other extracts.

Key words: Olea europaea L., total phenols, flavonoids, antioxidant power, DPPH, FRAP.
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Introduction

L’oxygene est la source de vie pour les organismes aérobies car il produit de I'énergie en
oxydant la matiere organique. Néanmoins 1’oxygéne peut étre également une source d’agression
pour ces organismes si nos cellules transforment une partie de I'oxygene en métabolites toxiques :

les radicaux libres organiques (Meziti, 2007).

Un radical libre est un produit chimique, un atome ou une molécule qui contient un électron
non apparié. Cela lui confére une grande réactivité donc une demi-vie trés courte. En effet, ce
radical libre aura toujours tendance a remplir son orbitale en captant un électron pour devenir plus
stable (Goudable et Favier, 1997). L'ensemble des radicaux libres et de leurs précurseurs est

généralement appelé espéces réactives de I'oxygéene (ERO) (Favier, 2003).

Au niveau cellulaire, les espéces réactives de I’oxygéne implique les radicaux libres de
I’oxygene (radical superoxyde, radical hydroxyle, monoxyde d’azote, etc...) ainsi certains dérivés
réactives non radicalaires avec une toxicité plus importante tels que le peroxyde d’hydrogeéne
(H202) et le peroxynitrite (ONOO-) (Goudable et Favier, 1997 ; Halliwell et Whiteman,
2004 ;Muanda, 2010).

Ils sont trés utiles pour I’organisme et jouant des roles importants dans divers mécanismes
physiologiques vasculaires et cellulaires; tel que la transduction du signal et la phagocytose (Huet
et Duranteau, 2008). Aussi, ils participent a I’expression de certains génes et a leur régulation.
Cela leur confere un réle important dans les phénoménes de croissance et de mort cellulaire
(Shahin Sharif et al., 2008; Pastre, 2005). Cette production physiologique est parfaitement
maitrisée par des systemes de défense, antioxydant. Dans ces circonstances normales, on dit que la
balance antioxydants /pro-oxydants est en équilibre (Favier, 2003). Cependant, ce systeme de
défense est parfois débordé, surtout quand les agressions sont multipliées sous I'effet de la fumée du

tabac, de pollution, du soleil, d'un effort physique intense, etc (Medjoujda, 2012).

Le stress oxydant est le résultat d'un déséquilibre entre les oxydants ou les radicaux libres et le
systéeme de défense. Il pourra étre induit lors de la surproduction d'espéces réactives et /ou par suite
de l'inhibition des systemes antioxydants qui peuvent étre inactives, soit directement, soit par défaut
de synthése. Ce déséquilibre déclenche une cascade de réactions oxydatives peut entrainer des
destructions tissulaires et provoquer des Iésions au niveau des structures cellulaires (Gammoudia et
al., 2013).
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Le stress oxydant peut avoir diverses origines: mauvaise alimentation, phénoménes
inflammatoires chroniques ou aigus, habitudes de vie non adéquates (tabagisme, consommation
excessive d’alcool), exercice physique intense ou mal géré, exposition inconsidérée a de grandes
sources productrices d’ERO et aux radicaux ionisantes (exposition importante au soleil, irradiation
et radioactivite artificielle ou naturelle), la pollution, le contact avec certains pesticides et solvants,
la prise de certains médicaments, tout processus susceptible de surcharger les réactions de
détoxication hépatique, notamment une perte de poids importante (Pincemail et Defraigne, 2004 ;
Medart, 2009).

Les conséquences biologiques du stress oxydatif seront extrémement variables selon la dose
et le type cellulaire. De légers stress augmenteront la prolifération cellulaire et I'expression de
protéines d’adhésion ; des stress moyens faciliteront I'apoptose. Alors que de forts stress
provoqueront une nécrose et des stress violents désorganiseront la membrane cellulaire, entrainant
des lyses immédiates. Ainsi, d’autres anomalies biologiques sont induites par le stress oxydatif
comme la mutation, la carcinogenese, la malformation des feetus, le dép6t de protéines anormales,
la fibrose, la formation d'auto-anticorps, le dép6t de lipides oxydés, et I’immuno-suppression
(Favier, 2003).

La plupart des maladies induites par le stress oxydant apparaissent avec l'age, car le
vieillissement diminue les défenses anti-oxydantes et augmente la production mitochondriale de
radicaux. En faisant apparaitre des molécules biologiques anormales et en sur-exprimant certains
genes, le stress oxydant sera la principale cause initiale de plusieurs maladies : cancer, cataracte,
sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu,cedéme pulmonaire,
vieillissement accéléré. Aussi, le stress oxydant est un des facteurs potentialisant I'apparition de
maladies plurifactorielles tel que le diabéte, la maladie d'Alzheimer, les rhumatismes et les maladies

cardiovasculaires (Favier, 2003).

L’organisme est dot¢é d’un ensemble de systémes de défenses tres efficaces contre la
surproduction d’ERO, les antioxydants. Ces derniers peuvent étre definis comme un ensemble de
molécules ou d’¢léments susceptibles de prevenir le stress oxydatif cellulaire ou de lutter contre
I’extension de ses organiques. Par ailleurs, un antioxydant est défini comme une substance qui,
ajoutée a faible dose a un produit naturellement oxydable a I’air, est capable de ralentir ou d’inhiber
le phénoméne d’oxydation. Cette définition peut étre élargie et le terme "antioxydant” englobe ainsi

toutes les substances qui protegent les systéemes biologiques contre les effets délétéres potentiels des
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processus ou réactions qui engendrent une oxydation excessive (Shimizu, 2004). Le mode d’action
des antioxydants peut étre de pi¢ger directement les EROs, d’inhiber les enzymes responsables de la

production des EROs ou de protéger les systemes de défense antioxydants (Grandjean, 2005).

Les défenses antioxydantes reposent sur des systemes enzymatiques : superoxyde dismutases
SOD, catalases et glutathion peroxydases, ...etc; et non enzymatiques comme les vitamines C et E,
les composés phénoliques, les caroténoides, les ubiquinones, ...etc. Autant, le maintien de ces
systéemes enzymatiques nécessite la présence d'un certain nombre d'oligoéléments : cuivre,
manganese, zinc et sélénium en particulier (Goudable et Favier, 1997 ; Pincemail et al., 2002 ;
Shahin Sharif et al., 2008).

Une autre catégorie d’antioxydants selon leur origine, les antioxydants de synthése par
exemple butylhydroxytoluéne (BHT) et butylhydroxyanisol (BHA) (Lisu et al., 2003 ; Krishnaiah
et al., 2010) ou bien les antioxydants naturels qui sont représentés généralement en vitamine E
(tocophérol), les flavonoides et d'autres composés phénoliques (Pelli et Lyly, 2003 ; Shahin Sharif
et al., 2008). Egalement, la plupart des antioxydants utilisés commercialement dans I'industrie
alimentaire ont été suspecté de causer ou de favoriser des effets négatifs sur la santé tel le cancer et,
par consequent, certaines restrictions sont placées sur leurs applications et il y a une tendance a les

remplacer par des antioxydants naturels (Shahin Sharif et al., 2008; Krishnaiah et al., 2010)

Au cours des derniéres années, des études sur les activités antioxydantes des plantes
médicinales ont augmenté de facon remarquable due a un intérét accru pour leur potentiel d'étre
utilisé en tant que source d'antioxydants riche et naturel. Les antioxydants naturels proviennent
principalement de plantes sous forme de composés phénoliques (flavonoides, acides phénoliques,
stilbenes et tocophérols) 1’acide ascorbique et les caroténoides. Actuellement, les efforts visant a
acquérir des connaissances approfondies sur le pouvoir d’antioxydants a partir de plantes et

d’exploiter leurs potentiels sont donc en augmentation (Shahin Sharif et al., 2008).

A Torigine, la nature constituée d’étres végétaux, servait d’alimentation aux animaux et aux
hommes peuplant la terre. Mais a cOté de cette fonction nutritionnelle, ’homme découvrit bien
d’autres fonctions que pouvaient lui procurer les plantes, notamment le pouvoir de guérison. En
effet cette faculté de guérison des plantes fut connue longtemps de nos ancétres depuis les temps
reculés. Elle deviendra plus tard la médecine traditionnelle avec toutes les avancées notoires qu’on

peut lui attribuer (Iserin, 2001).
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Plus récemment, I'acceptation de la médecine traditionnelle comme forme alternative de soins
de santé et la résistance des micro-organismes aux antibiotiques disponibles ont conduit les auteurs
a étudier l'activité antimicrobienne des plantes médicinales (Nostro et al., 2000). De plus, les effets
secondaires induits par les médicaments inquiétent les utilisateurs, qui se tournent vers des soins

moins agressifs pour 1’organisme (Iserin, 2001).

L’usage des plantes médicinales se fait sous de nombreuses formes, telles que des tisanes, des
extraits ou des préparations complexes. Cependant, avant de pouvoir recommander 1’usage de telle
ou telle espece pour une maladie, il est nécessaire de valider 1’'usage traditionnel qui en est fait. En
d’autres termes, il convient d’évaluer scientifiquement 1’activit¢ pharmacologique de la plante
médicinale retenue, et apprécier si celle-ci confirme sa réputation. De plus, il est impératif de
vérifier également ’absence de toxicité des plantes employées. L’usage de plantes médicinales
locales, en réponse a des problemes de santé, peut-étre percu comme une alternative aux
médicaments conventionnels (Adlib et Youfi, 2001 ; Arab et al., 2013).

Une des originalités majeures des végétaux réside dans leur capacité a produire des substances
naturelles tres diversifiées. En effet, a c6té des métabolites primaires classiques (glucides, protides,
lipides, acides nucléiques), ils accumulent fréquemment des métabolites dits secondaires dont la
fonction physiologique n’est pas toujours évidente mais représente une source importante de
molécules utilisables par ’homme dans des domaines aussi différents que la pharmacologie ou

I’agroalimentaire (Guillaume et Charrouf, 2005 ; Jeaun et al., 2005).

Les métabolites secondaires des plantes constituent un groupe diversifié de composés
chimiques d’origine naturelle. Ils sont synthétisés par la plante en réaction a des stimuli extérieurs
et ont souvent une fonction régulatrice dans le cadre d’une série de réactions physiologiques et
métaboliques en cascade a la suite d’un stress environnemental ou d’une attaque par des ravageurs
(Benbrook, 2005). Ces molécules possedent des fonctions comme pigment, phytohormone,

précurseur de synthése ou des ardmes (Gravot, 2009 ; Scalbert et Williamson, 2000).

Les métabolites secondaires sont en revanche trés nombreux et variés (plus de 100.000) mais
produits souvent en trés faibles quantités. Généralement, ces métabolites sont classés en trois
grandes classes: les composés aromatique ou phénoliques (acides phénoliques, flavonoides,

anthocyanidines, tanins,.....), les terpénoides et leurs dérivés et enfin les alcaloides (Hopkins,

2003).
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Les composés phénoliques ou polyphénols sont largement distribués dans le regne végétal et
ils sont des plus importants groupes de composés presents dans les plantes (Bruneton, 1999 ;
Nawaz et al.,2006). Ils participent aux réactions de défense face a différents stress biotiques ou
abiotiques (pathogénes, rayonnements UV...) et contribuent a la qualité organoleptique des
aliments issus des végétaux (couleur, astringence, ardbme, amertume)(Kihnau, 1976). Leur
accumulation dans les plantes, varie quantitativement et qualitativement non seulement dans les
différentes parties de la plante (racines, tiges, feuilles, fleurs et fruits), mais aussi d’une espéce

végétale a I’autre (Raven et al., 2000).

Ils se caractérisent par la présence dans la structure d'au moins un noyau benzénique dans
lequel au moins un groupement hydroxyle est directement attaché, libre ou incorporé a une fonction
éther, ester ou hétéroside (Bruneton, 1999; Handique et Baruah, 2002). Egalement, ils
comprennent au moins 8000 différentes structures connues. En effet, on peut distinguer les
différentes classes des composés phénoliques en se basant d’une part, sur le nombre d’atomes
constitutifs et d’autre part, sur la structure de squelette de base (Macheix et al., 2006). On
distingue: les acides phénoliques (C6-C1 et C6-C3), les flavonoides (C6-C3-C6), les lignanes (C6-
C3-C3-C6), les tannins (C6-C3-C6)n et les stilbenes (C6-C2-C6) (Macheix et al., 2005).

Les éventuels avantages de la consommation de ces métabolites pour la santé ont été suggérés
de dériver de leurs propriétés antioxydantes, anti inflammatoires, antiallergique, anti-
artherogenique, hépato protective, antimicrobienne, anticarcinogénique, anti-thrombotique,

cardioprotective,...etc (Queen et Tollefsbol, 2010).

Les flavonoides sont le groupe le plus commun des composés phénoliques végétaux et I’un de
constituants naturels les plus nombreux et les plus répandus, avec plus de 4000 molécules
identifiées (Yao et al., 2004; Amedjoudj et al., 2017). Ils sont comptés parmi les pigments
végétaux aux cotés des chlorophylles et des caroténoides (Wichtl et Anton, 2009). lls sont présents
dans toutes les partie des végétaux supérieurs: racines, tiges, feuilles, fleurs, pollen, fruits, grains,
bois (Guignard, 2000). Les plus importantes sont les flavanols, les flavones, les flavanols, les
isoflavones, les flavanones, les anthocyaneset aurones (Havsteen, 2002; Edenharder et
Grunhage, 2003).

Les flavonoides sont des antioxydants puissants, des piégeurs de radicaux libres, des

chélateurs de métaux et inhibent la peroxydation des lipides. Les exigences structurelles pour les
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fonctions antioxydantes de flavonoides comprennent un groupe hydroxyle en position carbone trois,
une double liaison entre les positions de carbone deux et trois, un groupe carbonyle en position

carbone 4 et la polyhydroxylation des anneaux aromatiques A et B (Amedjoudj et al., 2017).

Ces dernieres années, beaucoup de recherches se sont orientées vers la valorisation de la
médecine traditionnelle en vue de vérifier la sureté et 1’efficacité des substances utilisées et d’établir
des régles scientifiques pour 1’'usage. Afin que d’orienter la recherche vers les nouveaux agents
thérapeutiques antioxydants qui présentent un minimum des effets indésirables, c’est la thérapie
naturelle basée sur les métabolites secondaires, tels que les composes phénoliques et les flavonoides

des fruits et des feuilles d’olivier.

L’Olea europaea L., appartenant a la famille des Oléacées, est 1’une des plantes médicinale
les plus utilisées en médicine traditionnelle (Bisignano et al., 1999). Dans la culture arabo-
musulmane, Olea europaea L., communément appelé olivier, est un arbre sacré et particulier, il fait
partie des arbres cités dans le Coran sourate EI-Noor verset : 35. 1l a été cultivé depuis 1’antiquité
dans tout le bassin méditerranéenne pour produire des olives de table et huile d'olive (Ben Ayed,
2017). De nos jours, les cultures d'O. europaea L. se trouvent dans différentes régions du monde et

existent dans différents cultivars, certains spécifiques a certaines régions (Di Donna et al., 2010).

L’ Algérie fait partie des principaux pays méditerranéens dont le climat est plus propice a la
culture de I’olivier. Elle se positionne aprés 1’Espagne, I’Italie, la Gréce, la Turquie, la Tunisie, le
Maroc et I’Egypte qui sont les plus importants pays producteurs des olives et d’huile d’olives, dont
représentant 80% de la production mondiale d'olives (Ogab et Zoudji, 2017). Généralement,
I'oléiculture algérienne est répartie sur trois importantes régions oléicoles dans le nord (ouest, centre
et est). Cependant, le sud algérien est actuellement représente une nouvelle aire oléicole comme
Biskra, EI-Oued, Laghouat et Ghardaia (Ogab et Zoudji, 2017 ; Hamel, 2018).

Par ailleurs, huile d’olive fournisse de innombrables bienfaits dans la prévention de plusieurs
maladies telles que 1’athérothrombose, le cancer, I’hypertension artérielle. Ses utilisations sont
nombreuses et reconnues: nourriture pour la préparation culinaire des plats délicieux, antigrippale
contre la toux et le rhume, combustible pour I'éclairage, en cosmétologie et en parfumerie pour le
soin de la peau, les cheveux et les dents et aussi pour la décoration (arbre ornementale, fabrication
des produits artisanales),... etc. Les propriétés médicinales de 1’olivier sont également attribuées a

ses feuilles qui font aujourd’hui 1’objet de nombreuses recherches scientifiques. En fait I'utilisation



Introduction

des feuilles d’olivier en phytothérapie remonte a trés loin dans I’histoire (Boudhrioua, 2008 ;
Manallah, 2012).

Cet arbre est considéré donc comme étant une plante aromatique et médicinale, réservoir de
composés naturels aux effets bénéfiques. La caractérisation biochimique basant sur les études
quantitatives et qualitatives des différents métabolites primaires et secondaires trouvés dans les
différents organes d’olivier permet d’identifier une large gamme des composés phytochimiques y
compris les glucides, les acides gras, les acides aminés, les protéines, les tanins, les composes

phénoliques, des terpénoides, des stérols et bien d’autres constituants (Himour, 2018).

Les composés phénoliques dans les feuilles et fruits de ’olivier sont trés divers, et leurs
structures sont trés variables. Globalement, les feuilles et les fruits de ’olivier contiennent des
monomeres et des polymeres phénoliques qui sont dotée des propriétés importantes et différentes
(Bisignano et al., 1999). Les principales classes de phénols dans I'olive sont des acides phénoliques
(gallique, p-hydroxybenzoique, protocatéchique, vanillique, les acides syringique, caffeique,
férulique, p-coumarique et sinapique) (Balasundram et al., 2006), des alcoolsphénoliques (Tyrosol
et hydroxytyrosol) (Alagna et al., 2012), des flavonoides (comprennent le flavonol glycosides tels
que lalutéoline-7-glucoside et la rutine ainsi que les anthocyanines, la cyanidine 3-O-glucoside et
lacyanidine 3-orutinoside) (Vinha et al., 2005). Ainsi, les secoiridoides tels que I’oleuropéine et le
verbascoside, sont exclusivement présent dans la famille Oleaceae. L'intérét croissant dans les
polyphénols d'olive est due au fait qu'ils peuvent jouer un réle important dans la santé humaine
(Silva et al., 2006).

L’industrie oléicole a engendrée une grande quantité des feuilles d’olivier durant la récolte
des olives. lls sont estimés a 10% de la masse globale des olives récoltés. Les feuilles d’olivier,
produites en grande quantité dans les pays méditerranés, ne doivent pas étre considérées comme un
déchet incommodant, mais comme une richesse qu’on doit utiliser. La valorisation de ces résidus
est devenue une nécessité pour ameliorer la rentabilité du secteur oléicole. Les feuilles d’olivier
sont connues par leurs vertus benéfiques pour la santé humaine, due a leur richesse en composés
phénoliques qui possedent un large éventail d’activités biologiques: pouvoirs antioxydant,
anticancéreux et antimicrobien qui les rendent tres importants pour la santé et I’industrie

agroalimentaire (Aouidi, 2012).
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Dans le cadre d’attribuer les effets biologiques a 1’olivier, la majorité des études sont faites
sur les propriétés pharmacologiques de 1’huile d’olive. Concernant les feuilles, elles font
actuellement 1’objet de recherches dans le vaste domaine de la médecine et de la pharmacologie.
Alors, ce travail entre dans le cadre de la valorisation et conservation des ressources biologiques.
C’¢était prévu que le présent travail vise a évaluer I’activité antioxydante de plusieurs types
d’extraits issus a partir des feuilles d’Olea europaea L. de la région de Daia Bendahoa-Ghardata.

Ce travail s’articule autour de trois parties :

¢ Nous avons présenté dans la premiére partie une introduction générale sur les concepts de base
relative a cette étude : le stress oxydatif et son effet, les antioxydants avec ces différents types, les
métabolites secondaires tels que les composés phénoliques, les flavonoides et 1’espéce Olea
europaea L.

¢ En deuxieme lieu, une étude expérimentale qui est subdivisée en deux parties,la premiére partie
présentera le matériel végétal étudié, les méthodes et les techniques utilisées pour la réalisation de
ce travail, a savoir : I’extraction et la quantification des composés phénoliques dans nos extraits, et
I’évaluation de I’activité antioxydante de ces extraits par deux tests chimiques (test de DPPH et
FRAP).

e La deuxiéme partie est consacré a la présentation des résultats obtenu lors le travail de cette

étude et leurs discussions en se référant aux études antérieures faites dans ce domaine.

eNotre travail a été achevé par une conclusion générale qui englobe les principaux résultats

obtenus. A la lumiere de ces résultats, différentes perspectives de recherche seront évoquées.
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Chapitre I : Matériel et Méthodes

. Matériel

I.1-Réactifs chimiques

Notre étude expérimentale est réalisée au sein du laboratoire d’analyse chimique du
département de Biologie, faculté des sciences de la nature et de la vie et sciences de la terre de
I'Université de Ghardaia.

Les réactifs chimiques utilisés dans cette étude ont été fournis par Université de Ghardaia
(département de biologie); sont achetés de Sigma Aldrish, Fluka analyticals et VWR Prolabo
Chemicals.

1.2- Présentation de la zone d’échantillonnage

Le matériel végétal qui est constitué des feuilles d’Olea europaea L. ont été fraichement
récoltées au niveau de la région d’Adaira-Daia Ben Dahoua (Wilaya de Ghardaia). Cette région est
localisée au niveau de 32°32'13"” de latitude Nord et 3°36'20" de longitude Est. Elle est située a 10

Km au nord-ouest de la wilaya de Ghardaia (Figure 01).
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Figure 01 : Situation géographique de la région d’étude (Adaira-Daia Ben Dahoua) par application
de Google Maps.

1.3- Matériel végétal

Le matériel végétal utilise au cours de 1’expérimentation est représenté par des feuilles
d’oliviers: Olea europaea. L. Les feuilles de I’olivier sont récoltées au niveau de la région D’Adaira

- Daia Ben Dahoua (Wilaya de Ghardaia), durant le mois de Décembre 2021.
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1.3.1- Choix du matériel végetal

L'Algérie posséde une flore végétale riche et diversifiée. Parmi les plantes médicinales qui
constituent le couvert végétal, se trouve le genre Olea europaea L., ce dernier est largement
distribué surtout dans le centre de I’ Algérie. Cette plante adaptogéne qualifiée « d’alicament » a fait
I’objet de plusieurs recherches, qui ont révélé sa richesse diversifiée en plusieurs composés
secondaires qui lui procurent des propriétés biologiques : antioxydante, antimicrobienne, anti-

inflammatoire et bien d’autres.

Durant la récolte, les feuilles d’olivier sont engendrées en grande quantité avec les olives. Ces
sous produits sont écartés des olives dans les oliveraies et les huileries. La valorisation de ces
résidus est devenue une nécessité pour améliorer la rentabilité du secteur oléicole. Les feuilles
d’olivier sont connues par leurs vertus bénéfiques pour la santé humaine, due a leur richesse en
composés phénoliques, qui ont un pouvoir antioxydant, anticancéreux et antimicrobien plus
puissants (Aouidi, 2012). Alors, I’objectif de ce travail vise a évaluer 1’activité antioxydante des

principes actifs extraits par des solvants de polarité différente des feuilles d’Olea europaea L..

1.3.2- Description botaniques et systématique d’Olea europaea L.

L'olivier est un arbre a feuillage persistant de longue vie, généralement plus de 500 ans, mais
des arbres plus ages de 2000 ans ont été enregistrés. Son systéme racinaire est tres large et se
compose principalement de racines adventices qui se développent dans les premiers centimétres du
sol. Le systeme racinaire s'adapte aux conditions de sol et n'émet de racines profondes que si les

conditions hydriques et minérales I'exigent (Himour, 2018).

L'olivier est un arbre de 3 a 10 métres, parfois un arbrisseau de 1,5 a 2 métres. Dans les pays
chauds, il peut arriver jusqu'a 10 metres de hauteur. Généralement noueux, écorce adulte gris et
craquelée, souvent couverte cicatrices. Le tronc des jeunes oliviers est droit et circulaire. En
vieillissant, il se déforme et acquiert son aspect tourmenté caractéristique, des zones successives de

dépression, les cordes, apparaissent (Bouabdellah, 2014).
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Figure 02 : Aspect morphologique de la plante Olea europaea L. et leurs parties (Bisset, 2018)

Les feuilles sont simples, lancéolées, pointues sur le rameau, elles sont opposées et le pétiole
est court, elles sont glabres et a bords révolutés. La nervure principale est seule apparente. La face
supérieure est luisante de couleur vert fonce, tandis que la face inférieure présente un aspect argenté
dd & une pruine, les feuilles de l'olivier mesurent de 2 & 8 centimétres de long et de 0.5 a 1.5

centimetres de large (figure 02) (Bendjaballah et al., 2021).

Dés le début du mois de mai, on peut voir fleurir les oliviers, cependant la floraison ne dure
qu'une huitaine de jours. Ce sont des fleurs hermaphrodites, tétrameres au cceur de la fleur, I’ovaire
a 2 loges se prolonge par un épais stigmate, et les 2 étamines saillantes s'attachent sur le tube de la
corolle. Les fleurs sont petites, blanches, odorantes, regroupées en grappes dressées a l'aisselle des
feuilles. Le fruit et le noyau sont de forme et de dimension variables, caractéristiques de la variété
qui leur donne naissance. La forme du fruit peut étre sphérique, ovoide ou allongée, la longueur du

fruit et celle du noyau sont le caractere le plus héréditaire (Himour, 2018).

L’espéce Olea europaea L. a été nommée par Linné en raison de son aire géographique.
L'olivier appartient a la famille des oléacées. Le genre est appelé "Olea" et comporte 30 espéces
différentes réparties sur la surface du globe. L'espece cultivee en Méditerranée est "Olea europaea”,
dans laquelle on trouve I'oléastre ou I’olivier sauvage, et l'olivier cultivé (Loussert et Brousse,

1978).
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Tableau 01 : Classification botanique de I’arbre de I’olivier selon Ghedira (2008) est la

suivante :
Embranchement Magnoliophyta
Sous-embranchement Magnoliophytina
Classe Magnoliopsida
Sous classe Asteridae
Ordre : Scrophulariales
Famille Oleaceae
Genre Olea
Espece Olea europaea L.

11.3- Répartition géographique

La culture d'olivier a une grande importance économique et sociale dans le secteur
méditerranéen. En fait, elle est l'une des plupart activités agricoles importantes dans les pays

méditerranéens, elle couvre 8 millions d’hectare, presque 98% de la récolte mondiale.

En Afrique, I’olivier est cultivé par ordre d’importance en Tunisie (56 millions), Maroc (50
millions), Algérie, Libye, Egypte, Afrique du Sud et Angola. Les pays d’Euro cultivent I’olivier
sont par ordre d’importance : L’Espagne (309 millions d’oliviers), I’Italie (238 millions), la Grece
(170 millions), le Portugal (72 millions) et la France (7 millions). Au Moyen Orient et en Asie, les
pays cultivateurs d’olivier Syrie, Palestine, Liban, Jordanie, Irak, Iran et Chine. En Amérique,
I’olivier est cultivé par ordre d’importance en Argentine, Mexique, Chili, Pérou, Uruguay, Brésil et
Etats Unis (Californie). L’ Australie fait partie des nouveaux producteurs. 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 (figure 03)

(Aouidi, 2012 ; Mirad et Badis, 2019).

L’ Algérie fait partie des principaux pays méditerranéens dont le climat est plus propice a la
culture de I’olivier. Selon Onfaa (2016), la superficie du verger oleicole au cours de la campagne
(2015/2016), s’est élevée a 471657 ha. Cette superficie a connu une augmentation de pres de 16%
comparativement a la campagne écoulée, ce qui correspond a la mise en place de plus de 64000 ha
de nouvelles plantations. Selon le Ministére de 1’agriculture (2005), cette surface est localisée au
Nord (Centre, Est et Ouest) avec un pourcentage de 99.6%, et le Sud avec 0.4% (Himour, 2018).
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1. Méthodes d’analyse

11.1- Préparation de la poudre végetale

La préparation des échantillons est d'une importance capitale pour toute analyse fiable. Dans
notre étude, nous sommes intéressés par les feuilles de 1’arbre. Apres la récolte, les feuilles sont
nettoyées a 1’eau de robinet puis a 1’eau distillée pour enlever la poussiére puis étalées et séches

dans une étuve a température 40°C pendant 48h.

&

Figure 03 : Préparation de la poudre végétale.

(a) : Nettoyage des feuilles d’olivier par 1’eau de robinet(Original).
(b) : Séchage des feuilles d’olivier par une étuve(Original).
(c) : Broyat des feuilles d’olivier (Original).

Par la suite, les feuilles ont été broyées a I’aide d’un broyeur électrique pour obtenir une

poudre de feuilles séchées, puis conservé a température ambiante jusqu’a I'utilisation.

11.2- Préparation des extraits

La méthode d’extraction des biomolécules utilisée au laboratoire est la macération, en raison
de sa simplicité d’exécution, une température ambiante ainsi que des quantités plus faibles de
solvant utilisé et une grande reproductibilité. En effet, la macération (extraction solide-liquide) est
une opération qui consiste a laisser séjourner la matiere végétale (broyat) dans un solvant pendant
une période donnée, pour extraire les principes actifs (comme les composés phénoliques et
flavonoides) (Hamia et al., 2014).

En revanche, les composés phénoliques sont majoritairement extraits par des solvants de

polaritt moyenne a forte. Ainsi, en raison d’obtenir une partielle séparation des molécules
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bioactives, les solvants qui ont été retenus pour notre étude sont des solvants aux polarités

croissantes.

Alors, une quantité de 1 g du matériel vegétal broyé est macéré dans un volume de 20 ml de
solvants aux polarités croissantes : éther de pétrole, acétate d’éthyle, méthanol et 1’cau distillée
pendant 48 h a ’obscurité et a température ambiante. Les quatre extraits obtenus ont été filtrés (la
filtration est réalisée sur papier Whatman). Le filtrat récupéré a été évaporé sous pression réduite a
I’aide d’un évaporateur rotatif (Heidolph) pour une élimination totale des solvants afin de
déterminer le rendement d’extraction. Apres, les résidus sont repris dans un volume déterminé de

chaque solvant et les conservés a 4°C jusqu'a leur étude.

11.3- Détermination du rendement d’extraction

Le rendement d’extraction désigne la masse de ’extrait déterminée aprés évaporation de
solvant, il est exprimé en pourcentage (%) par rapport a la masse initiale de la plante soumise a

I’extraction. Il est calculé selon la formule suivante: R(%) = (P1 - P2/P3) x100

P1: poids du ballon aprés évaporation ;
P2: poids du ballon vide;
P3: poids de la matiére végétale de départ (Mahmoudi et al., 2013).

11.4- Tests phytochimiques

Le screening phytochimique met en évidence la présence des familles des molécules actives.
Ces tests sont des études qualitatives utilisées pour connaitre la composition chimique globale des
extraits. lls sont basés sur des réactions de coloration et/ou de précipitation. Des observations sous

lampe UV peuvent étre aussi utiles.

Les molécules mises en évidence sont les composés phénoliques (tanins, flavonoides,
coumarines et quinones libres), les composeés terpéniques (terpénoides, stéroides et saponines), les
composés azotés (alcaloides) et les composés réducteurs. Le tableau 02 illustre les différents

groupes chimiques recherchés et les réactifs spécifiques utilisés ainsi que les résultats positifs.

Tableau 02 : Différents tests de criblage phytochimique

Groupes chimiques Protocol Résultats positifs
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Tanins

Flavonoides

Terpénoides

Coumarine

Quinones libre

Alcaloides

Composes
réducteurs

Saponosides :

Stéroides :

0,2 ml d’extrait

quelque goutes Fe Clz a (1%)
incubation pendant 15 min a
50°C

2 ml d’extrait
2mld HCL
2 mI(NH4OH)

1 ml d’extrait
0,4 ml chloroforme
0,2 ml d’acide sulfirique,

0,5 ml de l'infusé sont
révélées a partir a 5%
0,8 ml d'NaOH (10%)

0,5 ml d'extrait
quelque goutte de NaoH(1%)

5 ml de chaque extrait
0,5mldeHClal1%
chauffage pendant 20
minutes

refroidissement du mélange
1 ml de réactif de Mayer

0,25 ml de l'extrait

0,5 ml d'eau distillée

0,5 ml de la liqueur de
Fehling

chauffage au bain marie a
40C°

1 ml de chaque extrait
Quelques gouttes d'eau
distillée

Agitation de mélange

2,5 ml de chloroforme
2,5 ml de H,SO,

0,25 ml de chaque extrait.
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Présence des tanins est

indiqué par une coloration

verdatre ou bleu noir (Trease

et Evans, 1987)

Une coloration rouge en

milieu acide et bleue violacée

en milieu basique

(Mibindzou Mouellet, 2004)

Une couleur mauve ou

violette indique un test positif

Apparition d'une couleur
jaune indique la présence de
coumarines (Diallo,2000)

Développent une couleur qui
viré au jaune rouge ou
violette (Dohou, 2004)

Présence d'alcaloides dépend

de la formation de précipités

verts ou blanc cassé (Lerato
etal., 2017).

Un test positif est révélé par
la formation d'un précipité
rouge brique.

Apres 20 min: Pas de mousse
= Test négatif, mousse de 1-2

cm = Test positif (Trease et
Evans, 1987).

Changement de couleur du
violet au bleu ou au vert ou
par un anneau bleu/vert ou si

la couche supérieure devenait

rouge et la couche sulfurique
était jaune avec une
fluorescence verte (Lerato et
al, 2017).
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Anthocyanes e 0,5 ml de chaque extrait Présence d'anthocyanes est
e 05mldeHCI 2N déterminée par leur aspect
’ : . rose a violet bleuté (Lerato et
0,5 ml d'ammoniac al. 2017).

I1.5-Analyses quantitatives

11.5.1-Dosage des phénols totaux

Principe :

La dosage des phénols totaux dans les extraits de feuilles et fruits de Olea europaea L. a été
déterminée par une méthode colorimétrique a l'aide du réactif de Folin-Ciocalteu (Singleton et al.,
1999), puisqu’elle est considérée parmi les meilleures méthodes de quantification des phénols

totaux des extraits de plantes (Robards, 2003).

Ce dosage est basé sur la quantification de la concentration totale de groupements hydroxyles
présents dans l'extrait. Le réactif de Folin-Ciocalteau est un acide de couleur jaune, contenant un
mélange d’acide phospho tungestique (H3PW1,040) et d’acide phospho molybdique
(H3PMo012040).En milieu alcalin, le réactif de Folin-Ciocalteau est réduit lors de I’oxydation des
phénols en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe (WsO,3) et de molybdene (MogO,3). Cette
coloration bleue, I’intensité, est proportionnelle aux taux de composés phénoliques présents dans le

milieu dont donne un maximum d’absorption a 760 nm (Kaanin et Harfi, 2012).

Mode opératoire

Dans des tubes a essais, 100 pl de chaque extrait d’Olea europaea L. sont ajoutés a 500ul de
Folin-Ciocalteu dilué dix fois, bien mélanger et laisser dans l'obscurité a température ambiante
pendant 5 minutes. Ajouter ensuite 2 ml de carbonate de sodium Na,COj3 (2%), les tubes sont agitées
et incubés a température ambiante et a ’abri de la lumiere. Apres 30 minutes d'incubation, les
absorbances des mélanges sont mesurées a 760 nm a I’aide d’un spectrophotométre UV-VIS
(SpectroScan 40), contre un blanc qui comporte les mémes composants a 1’exception de 1’extrait
testé. Une courbe d’étalonnage est réalisée en paralléle dans les mémes conditions opératoires en
utilisant 1’acide gallique comme contrdle positif a différentes concentrations. Toutes les mesures

sont effectuées en duplicata.
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Les concentrations des phénols totaux contenus dans les extraits des feuilles d’olivier sont
calculées en se référant a la courbe d’étalonnage d’acide gallique. Les résultats sont exprimés en mg

équivalent acide gallique par 100 gramme de la matiére végétale séche (mg GAE/100g).

11.5.2-Dosage des flavonoides

Principe

La quantification des flavonoides a été effectuée par la méthode adaptée de Lamaison et
Carnat (1991) avec le trichlorure d'aluminium (AICl3) (Bahorun, 1997). En effet, Le chlorure
d’aluminium forme des complexes jaunatres avec les atomes d’oxygéne présents sur les carbones 4

et 5 des flavonoides qui possédant un groupement hydroxyle (OH) libre (Boulekbache, 2005).

Mode opératoire

Dans un tube a essai, 1 ml d’extrait est mélangé avecl ml de solution de chlorure
d’aluminium a 2 %. Aprés incubation pendante 20 min a tempeérature ambiante, 1’absorbance est lue

dans le méme spectrophotomeétre a une longueur d’onde de 409 nm contre un blanc.

On effectue la méme opération pour la rutine a différentes concentrations en
introduisant 1ml de ces derniéres dans une série de tubes et ajout de 1 ml d’AlCl; a 2%.Toutes les

opérations sont réalisées en duplicata.

Bri¢vement, 1 ml d’extrait est ajouté a 1 ml de solution de chlorure d’aluminium AIClI; a 2%,
le mélange est vigoureusement agité. Apres 20 min d’incubation, a température ambiante et a I’abri
de la lumiére, I’absorbance est lue dans le méme spectrophotométre a une longueur d’onde de 409
nm contre un blanc. La rutine est utilisée comme standard pour préparer une gamme étalon dans la
marge de concentration 0.03 - 1mg/ml en suivant le méme mode opération que les extraits étudiés.

Toutes les opérations sont réalisées en duplicata

Les concentrations des flavonoides contenus dans les différents extraits sont calculées, en se
référant a la courbe d’étalonnage de la rutine. Les résultats sont exprimés en mg équivalent la rutine

par un milligramme d’extrait de feuilles (mg ER/mg).

I11.6-Activité antioxydante
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L’évaluation de I’aptitude du composé (extrait) a pieger des radicaux libres consiste donc a
mesurer sa capacité a piéger les radicaux libres et donc a ralentir ou inhiber la création de radicaux
libres (Benlagha et Khelil, 2019). Les tests proposés pour la mise en évidence du pouvoir
antioxydant et anti-radicalaire des extraits phénoliques des feuilles d’olivier ont été réalisé par de
test DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) et test FRAP (Ferric Reducing Antioxydant Power).

11.6.1-Test du DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)
Principe

La mesure de I’activité anti-radicalaire des différents extraits a été testée selon la méthode de
Mansouri et al. (2005). Le principe de cette méthode est basé sur la mesure du piégeage des
radicaux libres de diphényl picryl hydrazyl (DPPH) en solution dans le méthanol. Le composé
chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle est un radical libre de couleur violacée qui absorbe dans
I’UV-visible a la longueur d’onde de 517nm (Wootton et al., 2011).

L’addition d’un antioxydant dans une solution de DPPH conduit a une décoloration et réduise
le radical DPPHe- ayant une couleur violette en un composé jaune DPPH-H (Diphénylpicryl-
hydrazine) dont l'intensité de la couleur est inversement proportionnelle a la capacité des
antioxydants présents dans le milieu a donner des protons. La décoloration de la solution, qui est
exprimée par une diminution de 1’absorbance, est représentative de la capacité des extraits a pieger
ces radicaux libres (Figure 04) (Sanchez-Moreno, 2002 ; Boubekri, 2014).

@ 2 N
/ \
‘C%m @ — | ~—§%}~oz + (R -
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DFPH DPPH-H

 Rose,St7am Jaune

‘, - H  represents antioxidant

Figure 04 : Réduction du radical libre DPPHe en présence d’antioxydant (Congo, 2012).

Mode opératoire
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Pratiqguement, un volume de 100 ul des solutions d’extraits et des antioxydants de réference,
qui ont été solubilisés dans du méthanol a différentes concentrations, sont ajoutés & 1 ml de DPPH
(250 puM). Le mélange est agité vigoureusement puis laissé a I'obscurité pendant 30 minutes pour
permettre a la réaction de se produire. La décoloration par rapport au contréle contenant
uniquement la solution de DPPH est lue a 517 nm a l'aide d'un spectrophotomeétre UV Visible
contre un blanc de méthanol. A titre de comparaison, la puissance anti-radicalaire standard (Tolox

et acide ascorbique) a été mesuree en utilisant la méme méthode que ci-dessus.

A partir des mesures de densité optique de chaque extrait ou antioxydant de référence a
différentes dilutions, le pourcentage d'inhibition du DPPH a été calculé a l'aide de la formule
suivante (Yu et al., 2004).

%d'inhibition = (A Temoin — A chantilon / A Témoin) *100

Ou : A temoin : désigne 1’absorbance de DPPHe seul sans antioxydant.
A Echantillon : Teprésente I’absorbance de DPPHe<en présence de I’antioxydant.

Ensuite, le tragage du pourcentage d’inhibition (%) en fonction de la concentration en des
extraits phénoliques ou antioxydants standards choisis a permis d’obtenir la concentration ICsg
qu’elle s’agit la concentration exigée pour donner une diminution de 50% de I'absorbance de la

solution controle constituée de méthanol et DPPH (Kroyer, 2004).

11.6.2-Test de FRAP (Ferric Reducing/Antioxidant Power)
Principe

Le pouvoir réducteur des extraits a été évalué en utilisant la méthode décrit par Benzie et
Strain (1996) avec quelque modification. La méthode FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)
est un essai simple, rapide, peu codteuse et ne nécessite aucun équipement particulier. Elle est
universelle, peut étre appliquer aussi chez des plantes que les plasmas et dans les extraits organique

et aqueux (Bougandora et Bendimerad, 2013).

Ce test est basé notamment sur la mesure de 1’aptitude des agents antioxydants en milieu
acide & réduire le complexe ferrique-triperidyltriazine (Fe*® — TPTZ) en un complexe ferreux-

triperidyltriazine (Fe*— TPTZ) de couleur bleu intense mesurable & 593 nm. Donc une absorbance
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¢élevée indique que I’extrait posséde un grand pouvoir réducteur (Ou et al., 2002 ; Ghaisas et al.,
2008). Le pouvoir réducteur d’un composé peut servir comme un indicateur significative de son

activité antioxydant potentielle (Gheffour et al., 2015).
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Figure 05 : Réduction dutripyridyl-triazine ferrique (Fe ** -TPTZ) en présence d’antioxydant (Al
Haimoud, 2017).

Mode opératoire

Brievement, 100 ul de chaque extrait est mélangé avec 1 ml de réactif FRAP qui est formé par
le mélange de 25 ml du tampon d’acétate (300 mM, pH 3.4) avec 2.5 ml de la solution du TPTZ (10
mM dans 40 mM HCI) et 2.5 ml de la solution du trichlorure de fer FeCl;.6H,O (20 mM). La

variation de 1’absorbance a 593nm est déterminée a un intervalle de temps régulier de 1 min a 7 min

Une courbe d’étalonnage est réalisée en parall¢le dans les mémes conditions opératoires en
utilisant le FeSO, comme étalona des concentrations comprises entre (0,1 et 1 g/l).Les résultats sont
exprimés en mg/ml de Fe (1) par l'utilisation de I'équation obtenue a partir de la courbe
d'étalonnage de FeSO,. Dans un souci de comparaison du pouvoir réducteur de nos extraits, nous
avons testé 1’acide ascorbique, I’acide caféique et le Trolox qui sont pris comme des antioxydants

de référence.

Ainsi, le paramétre EC1 (concentration équivalente 1), des extraits et les standards, est

calculé. Il est défini comme la concentration de I’antioxydant qui donne une réduction du TPTZ

équivalent a 1mM du FeSO,4.7H,0.
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|. Rendements d’extraction

L’extraction et la préparation des extraits des feuilles d’Olea europaea L. a été réalisée par la
méthode de macération a froid qui est tres positive pour conserver l'intégrité des molécules bioactifs
qui sont sensibles aux changements de température pour une durée déterminée (Lecheheb, 2010).
Cette macération a été effectuée par quatre solvants a une polarité croissante (éther de pétrole <
acétate d’¢éthyle < méthanol < ecau distillé) pour d’obtenir des extraits riches en différents

composants biochimiques.

Généralement, les quatre extraits obtenus présentent un aspect pateux pour tous les extraits
avec des couleurs différentes (vert foncé, marron, jaune, vert). La couleur des extraits est vert foncé
pour le méthanol, de marron pour I’eau distillé, jaune pour 1’éther de pétrole et vert pour 1’acétate

d’¢éthyle. La couleur et I’aspect de chaque extrait sont consignés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 03 : Aspect et couleur des extraits phénoliques.

Extrait Couleur Aspect
Ether de pétrole Jaune Pateux
Acétate d’éthyle Vert Pateux
Méthanol Vert foncé Pateux
Eau distillé Marron Pateux

La différence de la couleur entre les extraits est due a la présence des pigments de différentes
natures. Selon la littérature, ils peuvent étre des chlorophylles, caroténoides, des anthocyanes, des
flavones, des flavonoles, des lycopenes, des flavo-xanthine et des lutéines (NezamEI-Din et al.,
1982; Gross et al.,1983).

Les rendements d’extraction par macération ont été déterminés par rapport la masse initiale de
la poudre des feuilles de ’olivier, ils ont été exprimés en pourcentage. Les résultats de différents

extraits étudies sont reportés dans la figure 07.
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Rendement %
30 - 26,08
25 -
20 -
15 A 9,04

7,04
10 4 3,64
5 -
ED MeOH AE EP

Figure 06: Rendements en pourcentage des extraits des feuilles d’olivier Olea europaea L.

D’apres les résultats obtenus et qui sont résumeés dans 1’histogramme ci-dessus (Figure 07),
nous remarquons une variabilité des rendements entres les quatre extraits. Les pourcentages sont
variés entre 3,64% et 26,08%. Le rendement le plus élevé a été obtenu avec 1’extrait de méthanol
avec un pourcentage de 26,08%, tandis que le plus faible est celui de I’extrait d’eau distillé avec un

pourcentage de 3,64%.

Au regard I’histogramme, les teneurs d'extraction obtenues des deux extraits d’acétate
d’éthyle et d’éther de pétrole sont trés proches entre eux dont ils ont enregistré des pourcentages de
9,04% et 7,04% respectivement.

La macération de la poudre des feuilles d’olivier dans le méthanol s’accompagne d’une
augmentation du rendement d’extraction par rapport les autres solvants. Ce qui indique que les
molécules actives des feuilles d’Olea europaea L. sont plus solubles dans ce solvant. Ainsi, il peut

s’expliquer par le fait que les feuilles d’olivier contenant des composés bioactives trés polaires.

Dans 1’étude de Benalia et Naili (2020) qui ont travaillé sur la méme plante « Olea europaea
L.», ils ont obtenu un rendement d’extraction nettement supérieur a nos extraits, varié de 16.46% au
36.93%.Par contre, nos résultats sont supérieurs a ceux reportés par Bouabdallah (2014) qui a

obtenus un rendement d’extraction entre 15 % et 30%.

La nature chimique des composés phénoliques des végétaux varie des simples substances aux
trés polymeérisés qui incluent des proportions variables de composés phenoliques : acides, phényl

propanoides, anthocyanes et tannins, entre autres. Ils peuvent également exister sous forme de
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complexes avec des glucides, des protéines et d’autres composants, certains de haut poids
moléculaire de ce fait les composés phénoliques peuvent étre tout a fait insolubles (Naczk et
Shahidi, 2004). Généralement, les composes phénoliques sont classés comme des molécules plut6t
hydrosolubles. lls sont majoritairement extraits par des solvants de polarité moyenne a forte
(Lecheheb, 2010).

Par ailleurs, I’utilisation des solvants de différente polarité permet de séparer des composés
selon leur degré de solubilit¢ dans le solvant. Cette méthode d’extraction menée a température
ambiante et sous agitation continue, permet d’extraire le maximum des composants bioactifs et de
prévenir leur dénaturation ou modification probable (Djemai Zoughlache, 2009). Le rendement
d'extraction de notre étude reste faible, malgré 1’utilisation du méthanol qui peut aisément extraire
la plus part des composés phénoliques qui présents dans la vacuole ; mais ce n’est pas le cas pour
les phénols insolubles au niveau des parois pecto-cellulosiques qui peuvent étre les constituants

majoritaires de nos extraits (Machiex et al., 2005).

D’aprés la littérature, les résultats montrent la présence des composés phénoliques dans
I’espece d’olivier avec des proportions variables selon le solvant et la méthode d’extraction utilisée
(Bouabdallah, 2014; Mirad et Badis, 2019). Dans cette étude, la méthode d’extraction utilisée est
la maceération a froid qui est relativement peu colteuse, la plus simple et aussi permet de préserver
la bio-activité de ses principes actifs et de maximiser le temps de contact du solvant avec le matériel
végétal (Khenfer et Medjouel, 2016). Tandis que, le travail de Benlagha et Khelil (2019) sur les
feuilles d’olivier a montre que I’infusion a permis d’obtenir le meilleur rendement par rapport la

macération et la décoction.

Toutefois, il est difficile de comparer ces résultats avec ceux de la bibliographie, car le
rendement n’est que relative et semble étre lié aux propriétés génétiques du matériel végétal ainsi
qu’a l’origine géographique, & la période et le lieu de récolte, aux conditions et & la durée de

stockage et aussi aux méthodes d’extraction appliquées (Falleh, 2008).

Autant, cette différence est due aux plusieurs paramétres : la solubilité des composés bioactifs
dans un solvant d’extraction, le pH, la température, le temps d'extraction et la concentration en
soluté de 1’échantillon, la nature du solvant et la durée d’extraction (Spigno et al., 2007 ; Santos et
al., 2012).

I1. Tests phytochimiques
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La réalisation des tests phytochimiques a pour objectif de détecter les differentes familles de
substances bioactives existantes dans les feuilles de [D’olivier (polyphénols, saponosides,
flavonoides, composés réducteurs, alcaloides, tanins, coumarines...) en se servant des réactions
qualitatives de caractérisation. Ces derniéres basent sur des phénomenes de précipitation ou de
complication avec formation des complexes insolubles ou des colorations par des réactifs
specifiques a chaque catégorie des composés (Bioud et Hamidellou, 2019). Les résultats obtenus
sont représentes dans le tableau 04.

Tableau04 : Résultats des tests phytochimiques

Les extraits ED EP AE MeOH
Lostests
Flavonoide ++++ + + ++
Tanins - - - -
Terpénes - + n +
Coumarines ++ + + ++
Quinones +++ - + +
Alcaloides + + + +

Composés réeducteurs - - - -
Saponosides - +1cm ++2cm -
Steroides +++ + ++ ++
Anthocyanines - - - -
Tanins galliques - - - -
Tanins catechiques - - - -

Tanins stimulent = - - -

( +++) : Fortement présent ; (++) : Moyennement présent ; (+) : Faiblement présent ; (-) : absence.

D’apres les résultats obtenus dans le tableau 04, nous avons remarqué que I’Olea europaea L.
est tres riche en flavonoides et les stéroides et les quinones surtout pour I’extrait aqueux, de méme
nous avons enregistré une présence importante des coumarines dans I’extrait aqueux et 1’extrait

méthanolique.
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Pour les terpénes, ils sont faiblement présents dans 1’extrait méthanolique , éther de pétrole et
acétate d’éthyle et ils sont absents dans I’extrait aqueux et pour les alcaloides sont aussi faiblement
présents dans tous les quatre extraits (ED, EP, AE, MeOH). On peut conclure aussi, que les
composés réducteurs, les tanins et les anthocyanines n’ont pas déterminés (négatif) dans les quatre

extraits.

Une étude phytochimique sur les feuilles d’Olea europaea L. réalisé par Himour et al.,
(2016) mis en évidence la présence de flavonoides, en quantités importantes, les coumarines, les
quinones libres, les terpénoides, les saponosides et ces résultats sont en accord avec nos resultats.
Aussi, le travail de Kaskoos (2013) a indiqué la présence des alcaloides dans les feuilles ce qui

confirme notre résultat.

Ces résultats montrent la richesse des feuilles de 1’'Olea europaea L. en certains molécules
bioactifs qu’ils ont des effets bénéfique sur la santé tels que : antibactérienne, antioxydants, anti-

tumoral et prévention des maladies cardiovasculaires.

I11. Analyses quantitative

L’étude quantitative des différents extraits des feuilles de 1’olivier au moyen des dosages
spectrophotométriques, avait pour objectif la détermination de la teneur totale des phénols totaux et
flavonoides. La mesure d'une longueur d'onde bien précise a été réfléchie par spectrophotométrie
UV-Visible pour la molécule ou le complexe qu'elle forme avec un réactif ; I'intensité d'absorption
permettra de déterminer la quantité de la molécule présente dans un échantillon par rapport a un

témoin de concentration connue (Maisuthisakul et al., 2008).

Les quantités des phénols totaux et des flavonoides correspondantes ont été rapportées en
milligramme d’équivalents de 1’étalon utilisé par gramme de la matiére seche (mg EE/g MS) et
déterminées par 1’équation de type : y = a x +b. Pour cet objectif, deux droites d’étalonnages ont été

tracées qui sont réalisées avec des solutions d’étalons a différentes concentrations.

I11.1-Dosage des phénols totaux

Une courbe d’étalonnage figure (07) a été tracée pour cet objective, et réalisee avec ’acide

gallique a différentes concentration.
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Figure 07 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique

Les résultats obtenus pour le dosage des phénols totaux sont exprimés en mg équivalent acide
gallique par gramme de matiere seche (mg EAG/g MS). Les teneurs en phénols totaux des

différents extraits de 1'Olea europaea L. sont présentées dans la figure (08).

Teneur en phénol totaux mg/g

40,00 - 35,55 STl

35,00 -
30,00 -
25,00 -
20,00 -
15,00 -
10,00 -
5,00 -
0,00

22,52

(o]
Qo

ED MeOH AE EP

Figure 08 : Teneur en phénols totaux des différents extraits de |’'Olea europaea L.

L’analyse globale des résultats obtenus dans la figure (08) a dévoilé que les extraits des
feuilles de I’olivier possedent des teneurs en phénols totaux trés importantes et en relation avec le
solvant d’extraction utilisé. Les teneurs en phénols totaux des différents extraits varient entre 37,17
et 0,68mg EAG/g MS. La teneur la plus élevée des phénols totaux a été mesurée dans I’extrait

d’acétate d’éthyle, avec un taux de 37,17 mg EAG/g MS, par rapport aux extraits méthanolique, eau
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distillée et éther de pétrole ou nous avons enregistré des teneurs de I’ordre de 35,55 et 22,52 et 0,68

mg EAG/g MS respectivement.

En effet, les extraits organiques d’acétate d’éthyle et de méthanol comportent des taux
importants en phénols totaux par rapport aux autres extraits. Ceci, pourrait étre dd a la nature des
composés phénoliques extraits par ces deux solvants ; qu’ils possédent ainsi une polarité moyenne a
forte qui permettra de solubiliser la plupart des phénols comme les flavonoides aglycones et les
acides phénoliques. Les composés phénoliques de nature polaires, tels que les tanins et les
saponines, sont généralement plus extractibles par les solvants les plus polaires (Evans, 2006).
Puisque les tests phytochimiques détectent 1’absence des tanins et une présence assez faible des
saponines, cela peut-étre expliquer la faible teneur d’extrait d’eau distillée en phénols totaux. On
peut conclure que le contenu phénolique dans les extraits examinés, dépend de la polarité du solvant
utilisé pour I’extraction ainsi la nature chimique des composés majoritaires présents dans les

feuilles de I’olivier.

Egalement, les pourcentages du rendement d’extraction ne reflétent pas officiellement les
teneurs en phénols totaux, cette constatation est valable pratiquement pour la plus part des extraits.
Par exemple, I’extrait d’acétate d’éthyle qui a présenté la meilleure teneur en phénols totaux malgré
qu’il a noté une valeur peu faible en rendement d’extraction (9.04 %) et trés proche de I’extrait

d’éther de pétrole qu’il a enregistré la teneur la plus faible en phénols totaux.

La comparaison des teneurs en phénols totaux avec celles rapportées par la bibliographie, on
constate que les teneurs en phénols totaux de nos extraits sont supérieures par rapport a ceux
trouvées par Ali Rachedi et al. (2018) qui ont obtenus des teneurs en phénols totaux varient entre
0,475 et 1,303 mg EAG/g ES. Des résultats semblables ont été trouvé a 1’étude de Bouabdallah
(2014) dont les teneurs en composés phénoliques des feuilles sont de 338.04 mg GAE/100 g,

599.12 mg GAE/100 g pour les extraits aqueux et hydro-méthanolique respectivement.

Pourtant, le travail de Himour (2018) a déterminé le contenu en phénols totaux dans des
extraits méthanoliques des feuilles de quatre variétés d’Olea europaea L. de la wilaya de Mila. La
teneur marquée pour tous les extraits est assez supérieur a celle de nos extraits. La variation de la
teneur en composés phénoliques dans les feuilles de I’olivier semble étre liée a la période de

prélevement, la variété et la zone d’étude.

Plusieurs études se sont intéressées a la quantification des composes phénoliques dans les

extraits de I’olivier, elles ont montré que les feuilles de I’olivier sont plus riche en composés
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phénoliques bioactifs que les fruits et ’huile d’olive, également que la présence des composés

phénoliques est major dans les feuilles de 1’olivier par apport aux autres organes (Himour, 2018).

La synthése de ces différents résultats des teneurs en phénols totaux présente une variation,
cette variation inter-variétale des composés phénoliques de 1’olivier due a I’influence de divers
facteurs parmi lesquels : la méthode d’extraction choisie, les conditions dans lesquelles 1’extraction
a été effectuée, ainsi qu’a I’origine géographique de la plante, la variété, les condition climatique
(température, exposition au soleil, la sécheresse et la salinité...etc.), le régime d'irrigation, aussi que
le facteur génétique, I’organe de la plante utilisé. Ainsi que la variation de teneurs en polyphénols
semble étre liée ala zone geographique oléicole (Ksouri et al., 2009 ; Altiok, 2010 ; Himour,
2018 ; Meddour et Soualem, 2021).

Le dosage des phénols totaux se fait par 1'utilisation du réactif de Folin — Ciocalteu, parce
qu’il est simple a mettre en ceuvre et possede une grande longueur d'onde (760nm) d'absorption du
chromophore permet de minimiser les interférences avec la matrice d'échantillon qui est souvent
coloré (Huang et al., 2005). Néanmoins, la méthode de Folin-Ciocalteu est tres sensible et
n’indique pas toujours les valeurs précises des teneurs en phénols totaux puisque le réactif est
extrémement sensible & la réduction de tous les groupes d’hydroxyles non seulement celles des
composés phénoliques dont peut réagir avec les acides aminés : tyrosine et tryptophane des
protéines, les sucres réducteurs comme le glucose et le fructose, I’acide ascorbique, 1’acide tartrique
et les sulfites; ce qui provoque aprés des problémes d’interférence pendant toute évaluation

phénolique (Boizot et Charpentier, 2006).

En réalité, il n’existe aucune méthode permettant de doser de maniére satisfaisante et
simultanée 1’ensemble des composés phénoliques présents dans un extrait végétal non purifié
(Macheix et al., 2005). Toutefois, la quantification de ces composés par chromatographie en phase
gazeuse (GC) et la chromatographie liquide a haute performance (HPLC) permettront la séparation
et la quantification de composés phénoliques ainsi que la connaissance des principales classes de
composés phénoliques présentes dans chaque extrait ainsi que leurs quantités relatives.
L’élucidation de la structure est souvent réalisée en utilisant la combinaison de GC et HPLC avec

I’analyse par spectrométrie de masse, ainsi que d’autres techniques pertinentes.

I11.2-Dosage des flavonoides

Les flavonoides se sont des composes phénoliques naturels les plus importants, qu’ils ont
été identifies dans presque toutes les parties de la plante : les feuilles, les racines, les tiges, les
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fleurs, les graines et I’écorce (Lee et al., 1994). Ils sont considérés comme des micronutriments
importants puisqu’ils peuvent jouer des roles antioxydants et posséder des propriétés biologiques
diverses (Milane, 2004).

La quantification des flavonoides a été effectuée par la méthode de Lamaison et Carnat
(1991) en utilisant le trichlorure d’aluminium (AICls) comme réactif. Cette méthode est simple, peu
colteuse et elle est basée sur la formation d’un complexe jaunétre trés stable, entre le chlorure
d’aluminium et les atomes d’oxygene présent sur les carbones 4 et 5 des flavonoides. Ce complexe

absorbe la lumiére UV a une longueur d’onde de 409 nm (Lagnika, 2005).

L’estimation des teneurs des flavonoides dans nos extraits a été déterminée a 1’aide d’une

courbe d’étalonnage de la rutine (figure 9).
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Figure 9 : Courbe d’étalonnage de la rutine

D’aprés le tracage de la courbe d’étalonnage par mesure d’absorbance de différentes
concentrations de la rutine (figure 9), on détermine les teneurs en flavonoides des différents extraits
qui sont exprimées en milligrammes d’équivalents de la rutine par gramme de la matiere végétale

initiale (mg ER/g MS). Les résultats obtenus sont résumés dans la figure (10).
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Figure 10 : Teneur en flavonoides des différents extraits de | 'Olea europaea L.

L’analyse quantitative des flavonoides montre que les teneurs en flavonoides des différents
extraits varient entre 13,85 et 0,37 mg ER/g MS. La valeur maximale est obtenue avec 1’extrait de
méthanol (13,85 mg ER/g MS), tandis que la valeur la plus faible en flavonoides a été enregistrée
pour I’extrait d’éther de pétrole (0,37 mg ER/g MS).Alors que les extraits d’acétate d’éthyle et

d’eau distillé sont notés des teneurs de I’ordre de 13,17 et 2,96 mg ER/g MS respectivement.

Au regard de ces résultats, nous pouvons constater que 1’extrait de méthanol et d’acétate
d’éthyle des feuilles d’olivier sont plus riche en flavonoides par rapport aux autres extraits. Ceci, est
peut étre expliqué par la nature des composés flavonoidiques (le cas des isoflavones, flavanones et
flavonols) qui sont extraits préférentiellement par 1’acétate d’éthyle (Andersen et Markham,
2005). Egalement, le méthanol est le meilleur solvant permettant d’extraire le maximum des

composés phénoliques (Abdille et al., 2005).

En outre, les pourcentages des flavonoides par rapport le contenu en phénols totaux sont
compris entre 13.15 et 53.79 %. Il est clair que les teneurs en flavonoides sont inférieurs a ceux des
phénols totaux, mais aussi sont moins de la moitié de la quantité des extraits ce qu’indique que nos
extraits sont pauvre en ces composés et le reste pourrait étre d’autres composés phénoliques
possédant d’autres structures chimiques que celles des flavonoides (Acide phénoliques, coumarines,

stilbénnes..) présentent en quantités importantes.

A titre de comparaison de notre étude avec la littérature, le travail de Morzouglal et Rabouh

(2019) a montré des valeurs assez faibles par rapport nos résultats avec une teneur de 0,107 = 0,003
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mg EQ/g d’extrait. Ainsi, ce résultat vient corroborer avec ce de Bouabdellah (2014) :99.49 mg
CEQ/100 g pour les extraits hydro-méthanolique des feuilles d’olivier.

Par ailleurs, Madani (2017) a quantifié la teneur en flavonoides des extraits aqueux des
feuilles d’Olea europaea L., il a été trouvé un taux de flavonoides de 98,75 + 0,017ug EQ/mg MS.
De méme travail réalisé par Ben Salah et al. (2012) sur les extraits méthanolique des feuilles, ils
ont révélé la richesse de ces extraits en flavonoides avec une teneur égale 56.75 a 125.64 mg-CAT/g
MS. Ces resultats sont plus importants en comparaison avec nos résultats. Egalement, Abaza et al.

(2011) ont estimé des teneurs proches a notre résultat qui ont varié de 3.42 a21.47mg/g MS.

11 faut toutefois souligner qu’il ne s’agit ni de méme solvant ni de méme protocoles d’activité,
ni de matériel de départ (sec, fraiche), ni de méme durée de conservation et de température d’étude ;

ce qui pourrait expliquer 1’écart observé entre nos résultats et ceux de la bibliographie.

Les flavonoides constituent I'un des groupes les plus diverses et répandus des composés
naturels avec plus de 4000structures chimiques différentes (Djeridane et al., 2010). Les variations
des spectres d’absorption des flavonoides sont en fonction des modifications chimiques:
hydroxylation, méthylation, glycosylation, condensation avec d’autres molécules, phénoliques ou
non. De plus, la solubilité des flavonoides est dépendue a la polarité du solvant d'extraction et le
nombre et de la position des groupements hydroxyles libres, au poids moléculaire et méme du
nombre, du type et de la position de la liaison des glucides avec les flavonoides (Bourgou et al.,
2016 ;Telli, 2017).

D’une maniére générale, la teneur en composés phénoliques et en flavonoides des extraits
varie non seulement d’une plante a une autre de la méme famille (1ié aux propriétés génétiques des
plantes, a ’origine géographique, aux conditions et a la durée de stockage de la récolte), mais

également en fonction :

e La période de la récolte le stade de développement de la plante (Miliauskas et al., 2004).

el es conditions opératoires de I’expérimentation (solvant d’extraction polaire ou apolaire,
quantité de matiére vegétale, séche ou fraiche, température et temps d’extraction, et méme aux
techniques d’extraction) (Lee et al., 2003).

eLa distribution des meétabolites secondaires peut changer pendant le développement de la

plante. Ceci peut étre lié aux conditions climatiques dures (la température élevée, exposition solaire,
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sécheresse, salinité), qui stimulent la biosynthese des metabolites secondaires tels que les
polyphénols (Falleh et al., 2008).

Pour le but de chercher I’existence d’une corrélation entre les teneurs en phénols totaux et
flavonoides, nous avons tracé une courbe portant la variation de la teneur des phénols totaux en

fonction de la teneur en flavonoides (figure 11) .
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Figure 11 : Variation de la teneur en flavonoides en fonction de la teneur en phénols totaux.

D’apres le graphe représenté dans la figure ci-dessous, il existe une bonne corrélation de 84%
entre la teneur des extraits en phénol totaux et en flavonoides. Ce résultat peut étre traduit par le fait
que la quantité des flavonoides varie proportionnellement avec le contenu en phénols totaux pour
tous les extraits. A la lumiére de ces résultats, on montre la richesse de nos extraits en flavonoides
qui constituent une importante proportion du contenu phénoliques. Aussi, cette corrélation a montré

I'existence d'une méme classe de flavonoides dans ces extraits.

V. Evaluation du pouvoir antioxydant

Une grande partie de l'intérét des recherches actuelles porte sur 1’étude de molécules
antioxydantes naturelles qui agissent comme capteurs de radicaux libres. L’activité antioxydante
d’un composé correspond a sa capacité de prévenir ou ralentir 1’oxydation de substrat susceptible
d’étre oxydé (Pastrej et Priymenko, 2007).Les composés phénoliques sont connus pour leurs
différentes activités dont 1’activité antioxydante. Par conséquent, nous nous sommes intéresses au

pouvoir antioxydant des extraits bruts des feuilles d’Olea europea L..
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Actuellement une grande diversité des méthodes analytiques est disponible pour la
détermination de la capacité antioxydante par piégeage de différents radicaux (Benzid et Litim,
2016).Les plus couramment utilisés sont les composés chromogéniques qui impliquent des radicaux
libres naturels qui stimulent les espéces réductrices d'oxygene. Ces méthodes sont populaires en

raison de leur rapidité et de leur sensibilité (Shahin, 2008).

Dans ce présent travail, I’activité antioxydante des extraits de feuille d’olivier a étéévaluée in
vitro par deux méthodes différentes : balayage du radical DPPH et le pouvoir de réduction ferrique
(test FRAP).

IV.1-Test du DPPH (2,2'-Diphenyl-1-picrylhydrazyl)

Le test DPPH est un test colorimétrique basé sur une mesure spectrophotométrique de la
capacité d'une espece antioxydante a réduire les radicaux DPPH de couleur violette en solution de
couleur jaunatre (2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazine), lorsque leurs électrons non appariés sont
appariés avec I'hydrogéne de l'antioxydant. Le changement de la couleur peut étre suivi par
spectrophotométrie a 517nmdonc une faible absorbance indique une meilleure activité anti-
radicalaire. De cette facon le potentiel antioxydant d'une substance ou un extrait de plante peut étre
déterminé (Bougatef et al., 2009).

A partir la mesure de I’absorbance de chaque solution d’extrait a différentes dilutions, nous
avons calculé les pourcentages d’inhibition du radical DPPHeen utilisant la formule donnée
auparavant. Les valeurs obtenues sont permis de tracer les courbes qui représentent la variation du
pourcentage d’inhibition en fonction des concentrations des extraits des feuilles d’olivier. Ainsi,
nous avons déterminé la concentration correspondante a 50 % d’inhibition (ICsp), qui constitue
’activité antioxydante de I’extrait étudié en utilisant la courbe de régression linéaire : y=ax + b
(Markowicz Bastos et al.,2007).

La valeur ICsy est inversement proportionnelle a la capacité du composé a résister aux
radicaux libres (taux d’inhibition 1%), car elle reflete la quantité d'antioxydant nécessaire pour
neutraliser 50% de la concentration initiale de radicaux libres dans le milieu. Plus la valeur ICsq est

faible, plus I'activité anti-radicalaire du composé est importante (Markowicz Bastos etal., 2007).
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Le pouvoir anti-radicalaire des extraits a été comparé généralement par certains antioxydants
standards connus pour leurs propriétés antioxydantes puissantes comme contréles positifs. Les plus
populaires étant la vitamine C, et le BHA et le Trolox (Liang-Liangetal., 2010).Les antioxydants
utilisés comme référence dans cette étude, en basant sur leur disponibilité dans le laboratoire, sont
le Trolox et I’acide ascorbique qui ont été mesurés dans les mémes conditions que les échantillons

et pour chague concentration.

La variation du pourcentage d’inhibition% en fonction les différentes concentrations
(mg/ml) des différents extraits des feuilles de 1’olivier ou les antioxydants standards choisis est

présentée dans les figures 13 et 14.
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Figure 12 : Courbes représentant la variation du pourcentage d’inhibition 1% du radical

DPPH?e en fonction de la concentration des différents extraits de | 'Olea europaea L.
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Figure 13 : Courbes représentants la variation du pourcentage d’inhibition 1% en fonction de la

concentration des antioxydants standards

Les pourcentages d’inhibition ainsi déterminés a partir des tracées précédents, nous ont
permis de déterminer la concentration d’inhibition a 50% des antioxydants présents dans les extraits
phénoliques exprimés en mg/ml. De méme, nous avons calculé les ICsy de 1’acide ascorbique et du
Trolox afin de les comparer avec ceux des extraits phénoliques. Les valeurs d’ICsy obtenues sont

résumées dans le tableau 05.

Tableau 05 : Les valeurs d’ICso en (mg/ml) des différents extraits de /’Olea europaea L. et

les antioxydants standards.

Extrait I1Cs0 en (ma/ml)

Ether de pétrole 1,1491 + 0,0067
Acétate d’éthyle /

Méthanol 0,03509 + 0,0037

Eau distillé 0,03830 + 0,0331

Trolox 0.0059 + 0,0001

Acide ascorbique 0.1120 £ 0,0013

La capacité antioxydante des différents extraits déterminée a partir les valeurs d’ICs qui sont
inversement proportionnelles a ’activité antioxydante. De tel sorte, plus la valeur d’ICsq est petite,
plus I’activité est puissante (Boubekri, 2014). D’apres les résultats du test de piégeage du radical
libre DPPH, notre plante a montré une activité importante. Nous notons des valeurs d’ICso des
différents extraits des feuilles d’olivier varient globalement entre 0,03509 et 1.1491mg/ml.
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Ainsi, nos résultats montrent que le pouvoir antioxydant des extraits etudiés était classé dans
I'ordre décroissant suivant : méthanol > eau distillée > éther de pétrole. Donc, I'extrait de méthanol a
présenté la meilleure activité anti-radicalaire avec une ICsq égale a 0,03509 mg/ml, suivi de I'extrait
d'eau distillée avec une valeur de 0,03830 mg/ml, puis I'extrait d’éther de pétrole avec une valeur de
1,1491 mg/ml. Cette différence pourrait étre attribuée aux divers composés extraits par les solvants

de polarité différente.

On remarque ainsi que les deux extraits de méthanol et d’eau distillé représentant des valeurs
d’ICsetrés proche, ce qui peut expliquer par la présence des mémes molécules spécifiques et actifs
chez les deux extraits. Bien que I’extrait d’eau distillé ait montré une teneur en COmposés
phénoliques trés faible par rapport I’extrait de méthanol. De plus, nous observons que les deux
extraits enregistrés les valeurs d’ICsples plus faibles, ce qui peut étre expliqué par leurs richesses en
tanins et en flavonoides dont I’activité anti-radicalaire a été largement documentée (Chahma,
2006 ; Meddour, et al., 2013).

On remarque que I’extrait d’acétate d’éthyle est révéelé pas actifs vis - a - vis du DPPHe
comparativement aux autres extraits. Deux hypothéses pourraient étre émises pour expliquer son
effet négatif : soit que les feuilles d’olivier ne contiennent pas assez de composés phénoliques
solubles dans I’acétate d’éthyle; soit que les composés phénoliques présents ne correspondent pas a
ceux possédant des propriétés anitoxydantes intéressantes. D’apres les résultats de la quantification
des phénols totaux et flavonoides qui ont été montré la richesse de cet extrait en ces composés par
rapport les autres extraits, alors nous avons confirmé la deuxiéme hypothése et que les extraits
d’acétate d’éthyle ne possédent pas des substances puissantes agissant comme des scavengers des

radicaux libres ou donateurs d’hydrogenes.

Cette différence peut étre aussi expliquée par le fait qu’elle s’agit de 1’action combinée des
différents composés a activité anti-radicalaire qu’ils peuvent contenir (les polyphénols glycosides,
les peptides, les acides organiques....). Ainsi, on peut dire que la variation de la capacité
antioxydante de nos extraits entre eux pourrait étre due a la teneur et/ou la présence de certaines

molécules potentiellement actives de flavonoides et /ou phénoliques dans les extraits.

L’¢évaluation de l'activité anti-radicalaire des extraits de 1'Olea europaea L. a été faite en
comparaison avec celles déterminées pour le Trolox et I’acide ascorbique, comme antioxydants de
réference. En effet, le Trolox et I’acide ascorbique ont révélé un pouvoir de pieger le radical libre

DPPHe tres puissant avec des valeurs d’ICsy de 0,0059 mg/ml et 0,1120 mg/ml respectivement.

40



Chapitre 11 : Résultats et Discussion

D’apreés ces résultats, on s’apercoit que nos extraits testés ont dévoilé des activités anti-radicalaires
intéressantes a celles déterminées pour les antioxydants standards. Puisqu’ils agissent a des faibles
doses pour certains extraits que I’acide ascorbique, mais reste significativement inférieure a celle de

Trolox.

Néanmoins, les antioxydants de référence choisis dans notre étude sont utilisés actuellement
en thérapie et en industric alimentaire, mais se sont accusés d’étre dangereux pour la santé en
particulier le BHA (Shahin, 2008). Les résultats suggerent que certains extraits peuvent remplacer
les antioxydants de synthése puisqu’ils présentent un potentiel inhibiteur des radicaux libres tres

puissant a celui observé pour I’acide ascorbique.

A titre comparatif avec des autres travaux, les extraits des feuilles d’olivier ont montré une
activité anti-radicalaire significative importante contre le radical libre DPPHe.. Tant, ces résultats
sont en accord avec ceux obtenus par Bouabdallah (2014). Les résultats de son travail sur feuilles
de I’olivier sauvage a confirmé le potentiel pouvoir anti-radicalaire de 1’extrait hydro-méthanolique
qui a présenté I’activité la plus élevée avec une ICso de 12 pg/ml par rapport aux extraits hydro-
acétonique et aqueux qui ont noté des valeurs d’ICsy égales de 16.96 ug/ml et 19.5 ug/ml

respectivement.

Egalement, I’activité anti-radicalaire des extraits méthanoliques des feuilles de deux variétes
d’olivier, chemlal Constantine et blanquette de Guelma Skikda, a été investiguee par Bendjaballah
(2021)en utilisant le radical libre DPPHe. Les valeurs enregistrées sont comprises entre
15.70+£0.64pg/ml et 74.51+£0.12pg/ml correspondant aux variétés chemlal Constantine et blanquette
de Guelma Skikda respectivement. Alors, on constate que notre extrait méthanolique a montré un
pouvoir antioxydant plus puissant a celui de D’extrait de blanquette de Guelma Skikda. En
conséquence, ’activité anti-radicalaire des extraits des feuilles d’olives évaluée par le test de

DPPH?e est significativement influencée par les variétés.

Une autre étude menée par Benlagha et Khelil (2019) a montré que la concentration d’extrait
nécessaire pour réduire 50% du radical DPPHe. est egalel89,2 ug/ml lorsque I’extraction a été

menée par 1’eau distillée, cette valeur est nettement supeérieure a celle trouvee par notre étude.

Autant, on note que les activités anti-radicalaires de nos extraits ont été plus hautes que ceux
trouvés par I’é¢tude de Meddour et Soualem (2021) qu’ils ont constaté que 1’extrait méthanolique
semble étre le plus actif avec une valeur d’ICs égale a 0,56 mg/ml suivi de I’extrait éthanolique

avec une valeur de 0,60 mg/ml puis I’extrait acétonique avec une ICso de 0,61 mg/ml. La différence
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des résultats est probablement liée a la différence dans la composition chimique, des facteurs

saisonniers ou la région ou ils sont cultivés.

Selon Houdjedje et Mehimmedetsi, (2018), les molécules antioxydantes telles que 1’acide
ascorbique, flavonoides et les tanins réduisent et décolorent le DPPHe en raison de leur capacité a
céder I’hydrogéne. Le mécanisme de la réaction entre 1’antioxydant et le DPPHe dépend de la
conformation structurale de 1’antioxydant. En effet, quelques composés phénoliques se réagissent
trés vite avec le DPPHe en réduisant un nombre de molécules de DPPHe égal a celui des

groupements hydroxyles de 1’antioxydant.

Le test du radical libre DPPHe est largement utilisé dans 1’étude des échantillons en raison de
leur facilité de mise en ceuvre et de sa rapidité. Aussi, il est caractérisé par son adaptation a
plusieurs échantillons dans une courte durée et il est assez sensible pour détecter les ingrédients
actifs a des basses concentrations (Khenfer et Medjouel, 2016).De plus, les conditions utilisées
(solvants organiques et faible température) permettent d’éviter 1’auto oxydation des molécules
testées (Yi et al., 2008 ; Khenfer et Medjouel, 2016).Toutefois, le radical DPPH* pose le probleme
de son instabilité a la lumiére vu que son absorbance a 517 nm décroit sans I’intervention de
quelconque antioxydant. C’est pourquoi les tests réalisés avec le DPPHe doivent impérativement se
faire a I’obscurité (Tolba, 2016).

De nombreuses études ont établi des relations entre les structures chimiques des composés
phénoliques en particulier les flavonoides et leur capacité antioxydante. Afin de bien analyser la
relation entre la quantité des composés phénoliques existant dans nos extraits et la capacité anti-
radicalaire qui évoquée par ces extraits, nous avons étudié la corrélation entre les valeurs d’ICsq et

le contenu en phénols totaux et en flavonoides (Figure 14).
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Figurel4 :Variation des valeurs d’ICso du test DPPH en fonction des teneurs en phénols totaux et

flavonoides des extraits étudiés.

L’examen de ces résultats (figure 14) permet de mettre en évidence des corrélations linéaires
positive entre la teneur des extraits en composés phénoliques et en flavonoides avec le pouvoir anti-

radicalaire.

L’analyse du premier graphe qui élucidé la relation entre les valeurs I1Csq et le contenu phénol
totaux, indiqgue un ensemble des extraits ayant une activité anti-radicalaire varie

proportionnellement avec le contenu en phénols totaux avec un coefficient de corrélation R* = 0,86.

Par conséquent, la suite des résultats du deuxieme graphique montre qu'il existe une bonne
corrélation entre la teneur des extraits en flavonoides et le pouvoir anti-radicalaire vis-a-vis le
radical DPPHe de sorte que les flavonoides interviennent par un pourcentage de 42% de ’activité

anti-radicalaire de nos extraits.

Ces résultats montrent qu’il y a une influence de la concentration en phénols totaux et en
flavonoides sur I’activité. Toutefois, les extraits qui renferment des teneurs en phénols totaux et
flavonoides élevées présentent des pouvoirs antioxydants les plus forts. En effet, les composés
phénoliques et plus particulierement les flavonoides sont reconnus comme des substances
potentiellement antioxydantes ayant la capacité de piéger les especes radicalaires et les formes

réactives de I’oxygene.

Généralement, 1’activité anti-radicalaire dépend du nombre et de la position des groupements
hydroxyles par rapport aux groupements carboxyles fonctionnels. La structure des composés

phénoliques est un facteur déterminant de leur piegeage des radicaux libres qui sont des pathogenes
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dans de nombreuses maladies. Certains de ces composés sont capable de chélater le fer, et donc de

réduire son exces (Hayes et al., 2011).

Les flavonoides sont reconnus pour leurs nombreuses activités biologiques, ces activités sont
attribuées en partie aux propriétés antioxydantes de ces composés naturels. L’action antioxydante
de ces phyto-nutriments ne s’exerce pas seulement par I’inhibition et la désactivation des radicaux
libres, mais elle se manifeste aussi par la neutralisation d’enzymes oxydantes et par la chélation des

traces d’ions métalliques responsables de la production de ROS (Halliwell, 1994).

De nombreuses études ont établi des relations entre les structures chimiques des flavonoides
et leur capacité antioxydante, les flavonoides les plus actifs sont ceux qui renferment des g
roupements 3’- 4’ dihydroxy sur le cycle B et/ou un groupement3 OH sur le cycle C (Marfak,
2003). L’effet scavenger des flavonoides est fait par un transfert d’atome d’hydrogéne a partir des
groupements hydroxyle, cette réaction a rendu la molécule radicalaire plus stable (Javanovic et al.,
1994).

IVV.2- Mesure du pouvoir réducteur ferrique (test FRAP)

L’évaluation du pouvoir réducteur du fer des extraits d 'Olea europaea sont représentée dans
la Figure ci-dessous (figure 15). Les valeurs obtenues sont comparées aux celui des témoins qui
sont : I’acide ascorbique, 1’acide caféique et le trolox. L’augmentation de 1’absorbance correspond a

une augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés.

1]
Trolox 19 } 0,844
acide caféique | J 1,135
acide ascorbique _ } 1,140
EP 1 0,021
AE 1 0,029
MeOH 1 0,045
ED 1 0,029

0 02 04 06 08 1 1,2
Valeur de FEAC (mM)

Figure 15 : Valeurs de FEAC des extraits étudiés et les antioxydants standards.
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D’aprés ce résultat, on peut considérer que les extraits des feuilles d’Olea europaea L.
possedent un pouvoir de réduction ferrigue moyen par rapport les antioxydants standards.
Généralement, I’ensemble des valeurs de FEAC varient globalement entre 0.021 et 0.045
mM. L’extrait de méthanol exerce la meilleure capacité a réduire le fer ferrique (Fe3*) en fer ferreux
(Fe2*) (0.045 mM), alors que I’extrait d’éther de pétrole a un pouvoir réducteur le plus inférieur par

rapport aux autres extraits avec une valeur de FEAC égale 0.021 mM.

Ainsi, on remarque que les extraits d’acétate d’éthyle et d’eau distillé sont signés la méme
valeur de FEAC égale 0.029 mM. Ce qui peut expliquer par la présence des mémes molécules

actives dans les deux extraits.

L’acide ascorbique, 1’acide caféique et le trolox qui sont employés dans cette méthode comme
des contréles positifs, ont montré un pouvoir réducteur plus élevé avec les mémes concentrations
utilisées (1.140, 1.135 et 0.844 mM respectivement).

En conséquent, nos résultats montrent clairement que les différents extraits des feuilles
d’olivier étudiés possédent un potentiel antioxydant important, mais relativement faible que celui

des antioxydants de référence utilisés dans ce test.

D’autre part, Pulido et al., (2000) proposent le paramétre EC1 qui peut étre défini comme la
concentration de I’antioxydant ayant un pouvoir réducteur du TPTZ équivalent a celui de 1 mM du
FeSO,4.7H,0). Ce paramétre a été calculé a partir de la courbe d’étalonnage de FeSO, pour les
extraits et les références. Sachant qu’il y a une relation inversement proportionnel entre le
parametre EC1 et I’activité antioxydante, puisque plus la valeur d’EC1 est faible, plus le pouvoir

antioxydant des extraits est important (tableau 06).

Tableau 06 : Les valeurs d’EC1 des extraits étudiés et des antioxydants standards.

Extraits EC 1 (mg/ml)
ED 8,527+ 0.108
MeOH 5,539+ 0.133
AE 8,372+ 0.001
EP 11,520+ 0.001

Antioxydants standards

Acide ascorbique 0,219+ 0.010
Acide caféique 0,220+ 0.007
Trolox 0,295+ 0.03
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D’apres les résultats obtenus (Tableau 06), nous remarquons que 1’ensemble des extraits des
feuilles d’olivier montrent une capacité réductrice importante mais corrélativement inférieure a
celle des antioxydants de référence, qui se traduite par des faibles valeurs EC1. Globalement, les
valeurs d’EC1 varient entre 5.539 et 11.520 mg /ml.

Généralement, les valeurs EC1 révélent que I’extrait de méthanol présente le meilleur pouvoir
réducteur de fer que les autres extraits, dont il est marqué une valeur EC1 la plus faible (5,539
mg/ml). Autant, la faible capacité réductrice est enregistrée pour I’extrait d’éther de pétrole avec

une valeur d’EC1 plus élevée, égale 11.520 mg /ml.

Ainsi, nous remarquons que les valeurs d’EC1 prennent la méme tendance que les valeurs de
FEAC, dont le pouvoir réducteur de I’extrait de méthanol est plus puissant parmi les différents
extraits testés avec une valeur d’EC1 égale a 5,539mg/ml, alors que I’extrait d’éther de pétrole a

présenté un pouvoir réducteur inférieur par rapport aux autres extraits.

Autant, les extraits d’acétate d’éthyle et d’eau distillé ont marqué des valeurs tres proches
d’EC1 : 8,372 mg/ml et 8,527mg/ml successivement. Ce qui confirme les valeurs de FEAC et peut
étre expliqué par la distribution égale des substances réductrices dans les deux extraits. Ces résultats
sont bien confirme I’effet de type de solvant d’extraction sur la propriété antioxydante des extraits

et la nature chimique des substances bioactives extraites.

Ces résultats pourront étre expliqués par le fait que 1’extrait de méthanol est riche en des
substances de nature chimique polaire ayant une propriété antioxydante puissante représentée par un
potentiel réducteur donneur d’électron plus fort, tandis que les autres extraits qui ont montrés un
pouvoir réducteur moins important pourrait renfermer des molécules a un potentiel réducteur

donneur d’électron moins fort (Fethoun et Saheb, 2015).

Comparativement a d’autres études, nos résultats concordent avec ceux obtenus par (Hayes et
al., 2011) sur les feuilles de I’olivier, dont les résultats du test de FRAP ont montré une activité trés
élevée pour I’extrait méthanolique. Pareillement, les travaux obtenus par (Bouabdallah, 2014)
confirment nos résultats ou ils ont enregistré un meilleur pouvoir réducteur pour I’extrait hydro-
méthanolique par rapport les extraits hydro-acétonique et aqueux avec des densités optiques de

1.57, 1.38 et 1.24 respectivement a la concentration de 1 mg/ml.

Autant, le travail de Meddour et Soualem, (2021) sur les extraits méthanol, acétone et

éthanol des feuilles d’olivier de Tlemcen et leurs capacité a restaurer le fer en fer ferreux a montré
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une forte capacité réductrice avec des valeurs d’ICsy égales 0,83mg/ml, 1,47mg/ml, 2,16mg/ml
respectivement. Ces résultats sont plus forts que les résultats de notre travail cela peut étre attribué a
la concentration des extraits, la présence des substances spécifiques a des propriétés antioxydantes

puissantes et la région de collecte des échantillons.

Ainsi, le choix de la méthode d’extraction a une grande influence sur la nature des molécules
a extraire et la capacité réductrice induite par ces molécules. Selon Benlagha et Khelil (2019)
qu’ils ont évalué le pouvoir réducteur d’extrait aqueux obtenu par trois méthode d’extraction :
infusion, décoction et macération a partir les feuilles d’olivier de la wilaya du Biskra. Les résultats
de ce travail ont montré que ’extrait d’infusion représente le pouvoir le plus élevé pour réduire le
fer, suivi par D’extrait de décoction, alors que I’extrait de macération a présenté un pouvoir

réducteur inférieur par rapport aux autres extraits.

Le puissant pouvoir réducteur des feuilles d’Olea europaea L. est probablement di a la
présence de groupement hydroxyle dans les composés phénoliques qui peuvent servir comme
donneur d’électron et provoque la réduction de complexe ferrique (Fe**) en complexe ferreux
(Fe?"). Par conséquent, les antioxydants sont considérés comme des réducteurs et inactivateurs des
oxydants. Quelques études antérieures ont également montré que le pouvoir réducteur d’un
composé peut servir comme un indicateur significatif de son activité antioxydante potentielle

(Bougandoura et Bendimerad, 2013).

Bien que le fer soit essentiel pour le transport d'oxygene pour la respiration et I'activité des
enzymes, il s'agit d'un métal réactif qui catalyse des dommages oxydatifs dans les tissus vivants et
les cellules. Alors, la présence de réducteurs (comme antioxydants) provoque la conversion du

complexe Fe** ferricyanure & la forme ferreuse Fe?* (Bourgou et al., 2008).

De plus, nous avons tracé les courbes (figure 16) qui relient le paramétre EC1 du test FRAP
avec la teneur en phénols totaux et en flavonoides afin de clarifier la relation entre le contenu en

composés phenoliques et le pouvoir réducteur des extraits des feuilles d’olivier.
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Figure 16 : Variation des valeurs d’EC1 du test FRAP en fonction des teneurs en phénols totaux et

flavonoides des extraits étudiés.

D’ailleurs, une corrélation importante a été constatée entre le pouvoir réducteur des extraits
des feuilles d’Olea europaea L. et leur contenu en phénols totaux et les flavonoides. Ainsi, ces
tracés refletent un ensemble des extraits ayant une activité antioxydante varie proportionnellement
avec le taux en phénols totaux et en flavonoides, ¢’est-a-dire les extraits qui renferment des teneurs
phénoliques et flavonoidiques élevées, présentant des pouvoirs antioxydants les plus fortes. Cela,

implique qu’il y a une influence de la concentration sur 1’activité antioxydante.

De méme, les graphes de la variation d’EC1 en fonction du contenu de composés phénoliques
et en flavonoides confirme que ces composés interviennent de plus 74 % dans le pouvoir de
réduction ferrique parmi lesquels les flavonoides contribués par plus 65 %. Ces résultats suggeérent
que le pouvoir de réduction ferrique est corrélé avec la présence des composés phénoliques et

particulierement les flavonoides qui sont les antioxydants dominants dans ces extraits.

Le niveau de corrélation entre le contenu phénolique et I'activité antioxydante est un aspect
qui ne peut étre négligé, car il faut considérer que les composés phénoliques réagissent
difféeremment dans I'analyse, selon le nombre de groupes phénoliques et que la teneur en phénol
totaux ne reflete pas nécessairement tous les antioxydants qui peuvent étre présents dans un extrait
(Athamena et al., 2010).D’autre part, le pouvoir de réduire le fer ferrique (Fes+) en fer ferreux
(Fe2+) est dd a la complexité de nos extraits par les composés phénoliques et la synergie entre eux

pour une meilleure activité antioxydante (Vermerris et Nicholson, 2006).

La détermination de la capacité antioxydante de nos extraits a été évaluée par la méthode de
pouvoir réducteur du fer (FRAP), les avantages de cette méthode sont qu’elle est simple, rapide,

peu colteuse et robuste (Tiffany, 2012).1l est universel et peut étre appliqué aussi bien chez les
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plantes que les plasmas et dans les extraits organiques et aqueux (Bougandoura et Bendimerad,
2013).

En conséquent, une combinaison de différentes méthodes est nécessaire puisque le suivi d’un
test unique n’est capable de fournir une image compléte du profil d’un échantillon antioxydant
étudié et ne permet pas a apercu tous les modes d'actions des composés; parce que chaque molécule
a un mécanisme d'action spécifique selon sa conformation structural.
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La diversité des plantes en propriétés biologiques est attribuée a un groupe de molécules
bioactives synthétisées par les plantes comme des agents médicinaux tels que les composés
phénoliques. Ces molécules naturelles sont trés recherchées vue les effets indésirables des
médicaments chimiques on les utilise aussi bien en médecine classique qu’en phytothérapie. De ce

fait, de nombreuses études s’intéressent, de plus en plus, aux effets antioxydants d’origine naturelle.

Dans ce contexte, nous avons évalué le pouvoir antioxydant de différents extraits des feuilles
d’Olea europea L., une plante utilisée par la population locale, récoltée de la région Adaira - Daia
Bendahoua-Ghardaia. De ce raison, nous nous sommes intéressés principalement, a la
détermination par spectrophotométrie les teneurs de certaines molécules bioactives telles que les
phénols totaux et les flavonoides; aprés 1’évaluation in vitro I’activité antioxydante des extraits des

feuilles de polarité différente.

L’extraction par macération & froid des feuilles d’olivier d’Olea europaea L. dans des
solvants a une polarité différente a montré de bons rendements, qui étaient variés entre 26,08 % et
3,64%. Le résultat obtenu montre que 1’extrait méthanolique a présenté le rendement le plus élevé
suivi de I’extrait acétate d’éthyle suivi de I’extrait éther de pétrole. Alors que I’extrait aqueux a

montré le rendement le plus faible.

L’analyse qualitative réalisée par un screening phytochimique a montré la présence de
plusieurs familles des composés naturelles, comme les flavonoides, les coumarines, les tanins, les
terpénoides et les alcaloides en quantités importantes. 1l a en outre révélé des quantités plus faibles
des quinones et saponosides. Par contre, les tests de recherche des anthocyanines et des composées
réducteurs ont été négatifs.

Le contenue en phénols totaux et en flavonoides a été évalués par la méthode de Folin-
Ciocalteue et la méthode de trichlorure d’aluminium AlCl;. Cette analyse quantitative nous a
montre la richesse de différents extraits des feuilles d’Olea europaea L. en ces composés avec des
teneurs qui varient de 0,68 et 37,17 mg EAG/g MS et 0,37 et 13,85 mg ER/g MS pour les phénols
totaux et les flavonoides respectivement. En outre, les résultats d’analyse quantitative montre que
I’extrait methanolique posséde la capacité la plus importante a extraire les phénols totaux en

particulier les flavonoides.
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La variation de la teneur en flavonoides en fonction de la teneur en phénols totaux des
différents extraits a révélé I’existence d’une bonne corrélation avec un coefficient de corrélation
R?= 0.84, dont la quantité des flavonoides est variée proportionnellement avec le contenu en
phénols totaux. Alors, nos extraits sont trés riche en composés phénoliques spécifiquement les

flavonoides qui constituent une importante proportion de ces composes.

L’activité antioxydante des feuilles d’olivier a €té évaluée in vitro par deux testes chimiques:
le test du DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) et le test du complexe de FRAP (Ferric Reducing/

Antioxidant Power).

L’estimation du pouvoir de piéger le radical DPPHe par nos extraits a révélé quela plus part
des extraits étudiés manifestent une activité anti-radicalaire importante et comparable a celle
déterminée par I’antioxydant standard, acide ascorbique, qui est enregistré une valeurd’ICso égale
0,1120 £ 0,0013 mg/ml. Tandis que, elle reste significativement inférieure a celle du control positif
Trolox qui présente une valeur trés faible d’ICsp égale 0,0059 + 0,0001mg/ml. Ainsi, une forte
activité anti-radicalaire a eté constatée par I’extrait de méthanol avec une valeur d’ICsy égale
0,0350+ 0,0037 mg/ml. Par contre, I’extrait d’acétate d’éthyle ne présente aucun effet de balayage
contre le radical DPPHe.

Une corrélation importante a été constatée entre le pouvoir anti-radicalaire des extraits d’Olea
europaea L. et leur contenu en phénols totaux et flavonoides avec un coefficient de corrélation R
égale 0,8649 pour les phénols totaux et 0,4234 pour les flavonoides. Ces résultats confirment que
I’activité anti-radicalaire de nos différents extraits dépend du contenu de ces extraits en composes

phénoliques.

Pareillement, I’activité antioxydante a ét¢ €évaluée par la technique de réduction du fer FRAP,
qui représente un indicateur significatif du pouvoir antioxydant des plantes. Les résultats montrent
que les extraits des feuilles d’olivier présentent une capacité réductrice intéressante mais
relativement inférieur a celle des antioxydants de référence. En effet, I’activité réductrice de
I’extrait méthanolique est plus élevée avec une valeur de FEAC égal a 0.045 mM par rapport les

autres extraits.

Ainsi, la contribution des phénols totaux et flavonoides dans le pouvoir de réduction ferrique
est confirmée par les corrélations positives (R*= 0,7409 et R?= 0.6586 respectivement) entre les

valeurs d’ECldes extraits et le taux de ces composés. Ces résultats confirment que 1’activité
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Ainsi, les tracés de la variation des valeurs EC1 en fonction le contenu en phénols totaux et
flavonoides refletent un ensemble des extraits ayant une activité antioxydante variée
proportionnellement avec le taux en ces composés. Cela, confirme la dépendance de I’activité

antioxydante de nos extraits par la présence des composés phénoliques.

A T’heure actuelle, les plantes médicinales restent encore le premier réservoir de nouveaux
médicaments. Lors de la présente étude, la caractérisation quantitative des extraits phénoliques des
feuilles de la plante O.europaeade la région d’Adaira-Daia Bendahoua — Ghardaia a révélé un
contenu important des feuilles de 1’olivier en composés phénoliques a un fort pouvoir de piéger les

radicaux libres qui sont a 1’origine de nombreux effets nocifs pour 1’organisme.

En fin, nous pouvons dire que cette étude est la premiére étape dans la recherche aux
antioxydants naturels et notamment qui extraits d’olivier. Comme perspective a ce travail, il serait
intéressant de le compléter pour la détermination des molécules d’origine naturel responsables a
I’activité antioxydante, et par 1’étude de chaque extrait séparément puis isoler et identifier les
différents composés qui existent pour une meilleure compréhension du mode d'action des dérives

phénoliques. Ainsi, de nombreuses perspectives peuvent étre envisageées :

*Etudier d’autres activités biologiques in vitro et in vivo comme anti tumorale, anti

cancéreux, anti inflammatoire, anti diabétique, antibactériennes, anti coagulant et autres.

*Continuer ces études sur les feuille, fruits, noyaux également les rameaux, tout en incluant
différents variables (tel que : le temps de collecte des organes d’olivier, 1’4ge des organes et des

arbres, I’age des, les conditions climatiques, 1’origine géographique...).

*Elargir I’éventail des variétés d’olivier, d’établir leurs profils phénoliques, de purifier leurs
constituants et d’étudier leurs structures en utilisant des techniques plus performantes (HPLC,
RMN...).
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