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Introduction :

Depuis des siécles, les produits naturels constituent une source importante pour la
recherche de nouveaux composés actifs utiliséspour soigner de nombreuses maladies
(MPIANA ET AL., 2009 ; SALOUFOU ET AL., 2017). Nombre de travaux ont été
réaliséssur des propriétés biologiques d’extraits de certaines plantes et ont permis la
découverte de nombreux principes actifs utilisés en médecine moderne pour la synthese
desmédicaments (GBENOU ET AL. 2011) Récemment, [I’intérét a  augmenté
considérablement avec la découverte des antioxydants pour les utiliser dans I’alimentation ou
les applications pharmaceutiques, qui peuvent protéger le corps humain contre les radicaux libres
et retarder la progression des maladies chroniques. En effet, plusieurs composés antioxydants
extraits des plantes ont éé identifiées comme un chélateur des radicaux libres ou de
I’oxygeéne actif (GUIMARAES ET AL., 2010).

Les feuilles d’Oliver, en particulier, sont une source riche en phénols et contiennent une
grande quantité de flavonoides naturels en comparant avec la portion comestible(Ma et al.,
2009).

L’olivier (Olea europaea L.) est une espece largement cultivée dans le bassin
méditerranéen depuis la plus haute antiquité. L’utilisation la plus courante de I’olivier est sans
doute la production de I’huile d’olive utilisée a des fins alimentaires, cosmétiques et
thérapeutiques (BISIGNANO ET AL.,1999). Par ailleurs, les propriétés meédicindes de
I’olivier sont également attribuees a ses feuilles qui font aujourd’hui I’objet de nombreuses
recherches scientifiques.

En effet, I'utilisation des feuilles d’olivier en phytothérapie remonte a tres loin dans
I’histoire. L’olivier est considéré donc comme étant une plante aromatique et médicinale,
réservoir de composés naturels aux effets bénéfiques (BISIGNANO ET AL.,1999). Certains
composés identifiés dans les extraits de feuilles d’olivier, tels que les composes phénoliques sont
doués d’activités biologiques extrémement importantes (BISIGNANO ET AL.,1999) .

Ce présent travail, consiste en une contribution a I’évaluation de la teneur en polyphénols
totaux et en flavonoides contenus dans I’extrait éthanolique des feuilles d’olivier (Olea europaea
sylvestris) obtenus par macération et & I’évaluation de I’activité antioxydante de cet extrait par
évaluation du pouvoir piégeur vis-a-vis d’un radical libre relativement stable (DPPH).

Notre travail est organisé en deux parties ;



Lapremiere est une synthese bibliographique qui comporte deux chapitres;
Chapitre | : Feuille d’olivier,
Chapitre 11 : Lesradicaux libres et les antioxydants.
La deuxieme partie est une étude expérimentale qui consiste au dosage des polyphénols
totaux et flavonoides et a I’évaluation de I’activité antioxydante de I’extrait des feuilles de

I’olivier.



synthese
bibliographique



Chapitrel:
Feullle d’olivier



| -1-L’olivier
|-1-1- Définition

L’olivier est un arbre polymorphe, de taille moyenne, trés rameux, au tronc noueux,
au bois dur et dense, a I'écorce brune crevassee, il peut atteindre quinze a vingt
metres de hauteur, et vivre tres longtemps. Il s’adapte aux conditions extrémes de
I'environnement, mais exige une intensité lumineuse importante et un sol aéré (GHEDIRA,
2008).
L’olivier, arbre typiquement méditerranéen, se caractérise par un fruit, I’olive, dont
I’huile est un composant essentiel du régime méditerranéen (GHEDIRA, 2008).
|-1-2- Classe botanique

L olivier est un arbre cultivé pour son fruit, I'olive, qui donne une huile recherchée
« I’huile d’olive ». Cette derniére, mais aussi les olives de table, sont des ééments
importants de la diete méditerranéenne et sont consommeées en grande quantité dans le
monde entier.

La classification botanique de I’arbre de I’olivier selon CRONQUIST (1981) est

lasuivante :
Regne: Plantae
Sous-régne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Asteridae
Ordre : Scrophulariales
Famille : Oleaceae
Genre:Olea
Espece: Olea europaea

Sous-éspéce: europaea



Figure. 1. Oliver delarégion de Dar Chioukh (Original)

[-1-3- Situation de I’oléiculture dans le monde

La zone naturelle de répartition géographique de I’olivier dans le monde se
Situe principalement entre le 26 ° et le 45 ° degré de latitude nord et sud (Figure 2), ce qui
explique son introduction avec succes en Chine, au Japon, aux Etats Unis (Californie) et au
Mexique pour I’hémisphere nord et en Australie, en Afrique du Sud et dans divers pays de
I”’Amérique du Sud pour I’hémisphére Sud. (VERDIER,2003).
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Figure. 2. Zone de répartition géographique de la culture de I’olivier dans le monde
(PAGNOL, 1996).
En Afrique, I’olivier est cultivé par ordre d’importance en Tunisie, Maroc,
Algérie, Libye, Egypte, Afrique du Sud et Angola (VERDIER, 2003).. Les pays d’Europequi
cultivent I’olivier sont par ordre d’importance : L’Espagne, I’Italie, la Gréce, le Portugal,
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I’Albanie, Chypre, la France, la Solvénie et Malte (VERDIER, 2003).. Au Moyen Orient et
en Asie, les pays cultivateurs d’olivier sont par ordre d’importance Turquie, Syrie,
Palestine, Liban, Israél, 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) (VERDIER, 2003).. L’Australie fait
partie des nouveaux producteurs. Cependant, environ 97% des 850 millions d’oliviers,qui
couvrent une superficie de 9500000 hectares, dans le monde poussent en région
meéditerranéenne (VERDIER, 2003).

Le bassin méditerranéen reste une zone privilégiée par rapport au reste du
monde pour la culture de I’olivier grace a son climat adéquat tant au niveaude la

température mais aussi au niveau de I’hydrométrie (Figure 3).

(e Sl
[ |

CHiwter culiivge

Figure. 3. Zones de repartition géographique de la culture de I’olivier
dans |e bassin Méditerranéen (GHEDIRA, 2008)

I-1-3- Situation de I’oléiculture en Algérie :

L’oléiculture en Algérie s’étend sur une superficie de 383 443 ha, avec un nombre de
50 369 990 d’oliviers dont 44 664 333 en masse et 5 705 657 en isolés. Le nombre d’oliviers
en production est de 30 527 175 arbres soit 61% du nombre total d’oliviers (DSASI, 2014).
Le verger olécole national représente 4,54 % de la surface agricole utile (8 465 040
ha). L’oléiculture est concentrée dans la région Centre avec 160 515 ha suivie de la région Est
avec 132 439 ha, larégion Ouest avec 73 032 ha soit 41,86%, 34,54%, 19,05%
respectivement de la superficie complantée en olivier. Le Sud est la partie prenante du
développement de I’oléiculture qui a un impact sur le développement de I’oléiculture
au niveau national, il occupe un taux de 4,55% avec 17 457 ha (DSASI, 2014)



| -1-4-. Description botanique:

L'olivier est un arbre vivace au feuilles persistantes, dur, gris-vert et ayant une
forme allongée (METZIDAKIS, 1997). Les fleurs sont déposées en grappes sur une
longue tige (I'olivier produit deux sortes de fleurs, une parfaite qui contient les deux sexes
male et femelle et une staminée) (Bernie et a., 2006). Le tronc est gris-vert et lisse jusgu'a sa
dixieme année, il prend une couleur gris foncé (RUGINI et a. 1998). Le systéme
racinaire sadapte a la structure des sols, il reste a une profondeur de 500 & 700 cm et se
localise principalement sous le tronc (Maillard, 1975 ; (LOUSSERT ET BROUSSE , 1978).
| -2- Feuille d’olivier :
| -2-Description :

Les feuilles sont opposées, coriaces, simples, entiéres, subsessiles avec un
pétiole court. Le limbe est lancéolé et se termine par un mucron. Les bords du limbe
s’enroulent sur eux- mémes. La face supérieure de la feuille est vert- grisétre, lisse et
brillante (ARGENSON ET
al., 1999).
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figure4.Feuille d’olivier

| -2- Composition chimique de la feuille d’olivier

La composition chimique des feuilles d’olivier varie en fonction de nombreux
facteurs : la variété, Les conditions climatiques, de I’age des plantations ainsi que I’époque
de récolte (Nefzaoui, 1995).
| -2-1- Composition chimique globale desfeuilles d’olivier:

les différentscomposés chimiques sont regroupés dans le tableau ci-dessous.



Tableau | : Composition chimique global des feuilles d’olivier (exprimé en g/ 100g).

Composition en | GARCIA- MARTIN- BOUDHRIOUA | BOUDHRIOUA
% GOMEZ GARCIA ET et et

et al. (2003). al. (2006) al. (2009). al. (2009).
Eau Nd 41,4 46,2- 49,7 a 49,8 a
Proténes Nd Nd 50-7,6a 70b
Lipides 6,2b 32b 1,0-1,3a 6,5a
Minéraux 26,6 b 16,2b 28 44a 36b
Glucides Nd Nd 37,1-425a 275a
Fibres brutes Nd Nd nd 70a
Cellulose 19,3b Nd nd Nd
Hémicellulose 254D Nd nd Nd
Lignine 304D Nd nd Nd
Polyphénols Nd 25b 1,3-2,3b Nd
totaux
Tannins solubles | Nd Nd nd Nd
Tannins Nd 08b nd Nd
condensés

a: correspond aux valeurs exprimees par rapport a la masse fraiche des feuilles d’olivier.
b : correspond aux valeurs exprimées par rapport a la masse seche des feuilles d’olivier.
nd : valeur non déterminée
| -2-2- Composés phénoliques

Les composés phénoliques sont définis comme des métabolites secondaires trés
intéressants pour la santé humaine a cause de leurs propriétés antioxydants (Talhaoui et
al., 2015). Les feuilles contiennent plusieurs classes comme les flavonoides, secoiridoides,
hydroxytyrosol (TALHAOUI et a., 2015). La teneur en composes phénoliques dans les
feuilles d’olivier est tres variable ; elle varie de 2,8 mg/g MS (ALTIOK et al., 2008) a
250 mg/g MS (MY LONAKI et al., 2008).
| -2-2-1- Monomer es phénoliques.

Selon Altiok et a, ( 2008), les monomeres phénoliques sont représentés par :

- Acides phénoliques tels que : acide caféque, acide vanillique et acide syringique.
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- Alcools phénoliques tels que : tyrosol et hydroxytyrosol.
- Desflavonoides tels que : apigénine, lutéoline, rutine.
| -2-2-2- Polymér es phénoliques
Les polymeres phénoliques sont représenteés par :
- Lestannins: sont des composes naturel s des végétaux, ayant une capacité de se
complexer fortement avec les hydrocarbures et |es protéines. Les tannins sont classés en deux
groupes majeurs : les tannins solubles et les tannins condensés (GARRO-GALVEZ et dl.,
1997).
Selon FERGEROS et a. (1995), ces deux groups représentent, respectivement 0,3 et 1% /MS.
- Lalignine: lesteneursen lignine varient de 14,2% /MS a
30,4% /MS (FERGEROS et al., 1995 ;GARCIA-GOMEZ ET 4., 2003).
| -2-2-3- L’ oleuropéine

Oleuropéine , un composé Secoiridoides, est présent dans I’ensemble Olea
europaeal. L’ olivier et ses produits dérivés (huile d'olive, margines et grignons). Il est le plus
abondant biophénols et e composé bioactif majeur dans feuilles d'olivier. Plusieurs auteurs
ont rapporté que les feuilles dolivier sont source utile pour I’extraction de I’oléuropéine
(SAVOURNIN et al., 2001;. Bouaziz et Sayadi, 2003; Japon-Lujan et a., 2006).
L'oleuropéine posséde de nombreuses effets bénéfique sur la santé humaine. Ainsi cette
molécules est utilisée pour ces propriétés antioxydants (BENAVENTE- GARCIA ET AL.,
2000), antimicrobiens (PEREIRA et a., 2007), antiviraux (MICOL et a., 2005), et
antiinflammatoires (VISIOLI et a., 1998). En outre, [l'oleuropéine possede un
effetcardioprotecteur (Andreadou et al., 2006) et neuroprotectrice (Omar S.H., 2010).
Desétudes in vitro ont demontré que I’oleuropéine agit comme un composé anti-tumoral
(Hamdi et Castellon, 2005), inhibe l'activité du facteur d'activation des plaguettes
(ANDRIKOPOQULOS et d., 2002) et peut-étre un modulateur du métabolisme. llaméiore
auss le métabolisme des lipides pour se protéger contre les problemes d'obésité
(POLZONETTI et al., 2004).
I-3- Les feuilles d’olivier et la santé humaine

Les différents effets des feuilles d’olivier sont rapportés dans le tableau suivant.



Tableau 2 : Les mécanismes d’action et indications cliniques des extraits des feuilles

d’olivier.

Meécanismes d’action et o _

indications dliniques Références bibliographiques

Activité vasodilatateur ZARZUELO et d., 1991.

Activité antioxydante BENAVENTE-GARCIA e d. 2000 ;
BRIANTE et al., 2002 ;
ALTIOK et al., 2008 ; HAYES et d., 2010.

Action antivieillissement AKEMI et a., 2001 (brevet) ; TADASHI, 2006
(brevet).

Activité antivira (contre HIV) LEE-HANG et al., 2003 ; BAO et d., 2007.

Activité antimicrobienne MARKIN et al., 2003 ; PEREIRA et al., 2007

Activité antivirale (contre VHSV) MICOL et al., 2005.

Activité antiallergique MASATAKaet a., 2007.

Activité antifongique KORUKLUOGLU et al., 2008.

Activité anti-cardiovasculaire SCHEFFLER et al.,2008 ;SINGH et al., 2008 ;
FONOLLA et dl., 2010

Activité gastro-protective DEKANSKI et a., 20009.

Activité anti-cancérigene Kimura et Sumiyoshi, 2009 ; BOUALLAGUI et
a., 2011

Activité anti-inflammatoire MILIKOVIC et al., 2009.

Activité neuro-protective MOHAGHEGHI et a., 2011.

| -4- Valorisation des feuilles d’olivier

Les feuilles d’olivier doivent étre valorisees et considérees comme une richesse et ne
doit pas étre utiliser comme un sous produits.
| -4-1- Domaines d’utilisations des feuilles d’olivier
|-4-1-1-Domaine de I’alimentation animale

Les feuilles sont utilistes dans [I’alimentation des moutons et chévres
(DELGADO-PERTINEZ €t al., 2000 ; (MARTIN-GARCIA et d., 2003). Elle sont
également utilisées dans I’alimentation des dindes pour améliorer la qualité de leurs viandes
(BOTSOGLOWU et ., 2010).




|-4-1-2-Domaine thérapeutique

La consommation humaine d’infusion des feuilles d’olivier est bénéfique pour la santé
(GIAO et al., 2007). Les feuilles d’olivier sont dotées d’un pouvoir anti- inflammatoire,
antifongique et antimicrobien (TALHAQUI et al., 2015).
|-4-1-3- Domaine pharmaceutique

La valorisation concerne I’extraction des tocophérols et de I’oleuropéine, ainsi que
la production de I’hydroxytyrosol (DE LUCAS et a., 2002 ; BOUAZIZ e SAYADI,
2003). D’autres substances extraite des feuilles d’oliviers sont également aussi valorisée,
tels que les flavonoides (Yuhong et al., 2006 ), le mannitol (GHOREISHI et a., 2009),
les stérols et les acools gras (OROZCO-SOLANO et a., 2010).
| -4-1-4- Domaine cosmétologique

les feuilles d’olivier sont largement utilisées dans la formulation des produits
cosmétiques (TADASHI, 2006 ; THOMAS et al., 2006). Avec leur diversité structurale
remargquable, ces derniers, égaement appelés polyphénols, constituent une richesse déja
largement exploitée par des produits cosmeétiques
| -4-1-5- Industries Alimentaires

Les feuilles peuvent étre utilisées comme ingrédients dans la formulation d’aliments
pour les hyper-glycémiques (KOMAKI, 2003). Stabilisant de I’huile de tournesol (FARAG
et al.2007), et de I’huile d’olive (BOUAZIZ et al., 2008).
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Chapitrell :

Radicaux libres et
antioxydants



Lesradicaux libres
11.1.1.Définition

Unradical libre est défini comme toute molécule possédant un ou plusieurs éectrons
non apparies (JACQUES et ANDRE., 2004), cette molécule est tresinstable et réagie
rapidement avec d’autres composants, essayant de capturer I’électron nécessaire pour
acquérir la stabilite, une réaction en chaine débute lorsqu’un radical libre attaque la molécule
stable la plus proche en lui arrachant son électron, et lamolécule attaquée devient elle-
méme un radical libre(MARTINEZ-CAYUELA, 1995).

11.1.2. Production desradicaux libres

La production des espéces oxydantes est une consegquence inévitable du métabolisme
aérobie. En effet, I’organisme a besoin d’O2 pour produire de I’énergie au cours des réactions
dites de respiration oxydative. Cependant, une faible partie de I’oxygéne échappe a sa
réduction en eau au niveau de la mitochondrie, elle peut alors étre a I’origine de la product ion
de radicaux libres oxygenés (RLO). (Chu et d., 2010)

Les autres sources de production de radicaux libres sont classées en deux catégories;;
les sources endogeénes ou les RL sont des produits des réactions de I’organisme, et les sources
exogenes tel que le tabagisme, les radiations UV, les médicaments, les réactif chimiques, les
solvants industriels et la pollution (PASTRE, 2005).

L e stress oxydant

Le stress oxydatif, appelé aussi stress oxydant, se défini comme étant le déséquilibre
entre la génération des especes réactives de I’oxygeéne et la capacité du corps a neutraliser et a
réparer les dommages oxydatifs (BOYD et al., 2003).

Conséguences du stress oxydant

Des concentrations élevées en ERO peuvent étre un important médiateur de
dommages des structures cellulaires, des acides nucléiques, des lipides et des protéines
(VALKO et al., 2006).

stress oxydant sera la principale cause initiale de plusieurs maladies comme le cancer,
syndrome de détresse respiratoire aigue, cedéme pulmonaire, vieillissement acceléré...etc. Est
aussi I’un des facteurs potentialisant I'apparition des maladies plurifactorielles tel que
le diabéte, la maladie d'Alzheimer, les rhumatismes et les maadies cardiovasculaires
(FAVIER, 2003).



L es antioxydants
Définition

Un antioxydant est défini comme toute substance ayant la capacité de retarder,
prévenir ou inhiber la génération d’un oxydant toxique, d’arréter ceux qui sont déja
produits et de les inactiver, bloguer de ce fait la réaction en chaines de propagation produite
par ces oxydants (TANG et HALLIWELL, 2010).

Selon (VALKO et a. 2006), un antioxydant devrait alafois:
- Agir spécifiquement sur lesradicaux libres ;
- Chélater les métaux de transition ;
- Agir en synergie avec d’autres antioxydants pour se regénérer ;
-Agir ades concentrations physiol ogiques rel ativement faibles.

Classification des antioxydants

I1.2.2.1.L es antioxydants endogenes
[1.2.2.1.1. L es antioxydantsenzymatiques

L’organisme posséde des enzymes qui peuvent metaboliser les ERO (MORENA et

al.,2002) . Les plus connues sont:

- La superoxydedismutase (SOD)
Elle catayse la dismutation de I’anion superoxyde en hydrogene peroxyde (H.O,) et
en oxygene.

20" +2H" » H:0:+0:

- Ladglutathion peroxydase

Une enzyme a cofacteur de sdénium se localise dans le cytosol et la matrice
mitochondriale. Elle a pour activité la dégradation des peroxydes organiques (ROOH)
et du peroxyde d’hydrogéne (H202) (VALKO et al., 2006).

GPx
2GSH (réduit) + H:0: £&=5S5G (oxydé) + 2H:0

GPx
2GSH (réduin + ROOH » GSSG (oxyde) + ROH + H20




- Lacatalase
Cette enzyme est |ocalisée essentiellement dans les peroxysomes (VALKO et a., 2006).
Elle permet de convertir deux molécules de H,0, en H,0 et O..

H:0:+ H20: »2 H:20 + O:

11.2.2.1.2.L es protéines antioxydantes

Latransferring, laferritine et la céruléoplasmine jouent un réle antioxydant par
chélation desions (CURTAY et ROBIN, 2000; PINCEMAIL et al., 2002). Ces chélateurs
forment des complexes ou des composeés de coordination avec les métaux. Ilsinhibent ainsi le
cycleredox du métal ont construisent des complexes métalliques insolubles (CILLARD
et CILLARD, 2006).
11.2.2.2. L es antioxydants exogenes
11.2.2.2.1. Lesoligo-éléments

Les oligo-éléments interviennent comme co-facteurs d’enzymes indispensables dans la
lutte contre les radicaux libres. Parmi ces oligo-éléments on cite ; le zinc, le sélénium et le
manganese (PASTRE, 2005).

L esvitamines

Les vitamines sont des mol écul es organiques requises en faible quantité indispensable
pour le fonctionnement des voies métaboliques des étres vivants. Elles réagissent sous forme
de coenzyme (BARATI ELBAZ et Le MARECHAL, 2008).

Les composées  phénoliques

11.2.2.2.3.1. Définition

Les polyphénols constituent le groupe de métabolites le plus large et le plus répandu
du regne vegétal et font partie intégrante de [I’alimentation humaine et animale
(MARTIN et ANDRIANTSITOHAINA, 2002). L’elément structural fondamental qui les
caractérise est la présence d’au moins un noyau benzoique au quel est directement lié au
moins un groupement hydroxyle libre ou engagé dans une autre fonction : éther, ester,
hétéroside (BRUNETO, 1999).

Classification
L esacides phénoliques
Les acides phénoliques sont constitués de deux sous-groupes : Les acides

hydroxybenzoiques, qui ont en commun la structure en C6-C1 et les acides



hydroxycinnamiques, des composes aromatiques avec une chaine latérale a trois
carbones (C6-C3) (BALASUNDRAM et d., 2006).

Lestannins

Le terme « tannin » a été utilise a l'origine pour décrire des substances
vegétales capables de transformer des peaux d’animaux en cuirs (COWAN, 1999;
KHANBABAEE et REE, 2001; BENNICK, 2002; KOIVIKKO, 2008; RAHIM et KASSIM,
2008). Aujourdhui, le terme est largement utilisé pour décrire un sous-groupe de composés
phénoliques qui sont produits sous forme de métabolites secondaires, par une multitude
d'especes végétales diversifiées. Leur poids moléculaire est de plus de 500 Daltons, ils sont
solubles dans I'eau avec la capacité de précipiter les protéines (HAGERMAN et al., 1998;
COWAN, 1999; TOTH et PAVIA, 2001, BENNICK, 2002; KOIVIKKO et al., 2005;
KOIVIKKO, 2008).
a) Lestannins hydrolysables

Les tannins hydrolysables sont des esters d’un sucre simple (glucose ou xylose
principalement) et d’acides phénoliques. Ils peuvent étre dégradés par hydrolyse
chimique (acide ou alcaline) ou enzymatique. Les acides phénoliques libérés sont I’acide
gallique dans le cas des gallotannins et I’acide ellagique dans le cas des ellagitannins
(figures) (ZIMMER et CORDESSE, 1996 ; DERBEL et GHEDIRA, 2005).

A : acide gallique B : pentagalloylglucose (acide tannique) C : acide ellagique

Figure 5: Structure de I’acide gallique (A), d’un exemple de tannins hydrolysables (B) et de
Iacide ellagique (C) (DERBEL et GHEDIRA, 2005 ; NICHOLSON et VERMERRIS, 2006).
b) Lestannins condensés

Les tannins condensés sont des polymeéres d’unités flavaniques, le plus souvent liées
entre elles par des liaisons C4-C8. Les précurseurs sont des flavan-3-ols et et des

flavan- 3,4 diols (ZIMMER et CORDESSE, 1996)

Lesflavonoides



Les flavonoides constituent un groupe de plus de 6000 composés naturels du
regne végetal (GHEDIRA , 2005), qui possedent un squelette de base a 15 atomes de
carbone constitués de deux cycles phényles, les cycles A et B, reliés par une chaine a trois
carbones (structure en C6-C3-C6). La chaine en C3 entre les cycles A et B est communément
cyclisé pour former le cycle C (figure 5) (BRUNETON, 1999)

Figure 6 : Structure de base des flavonoides (SARAF et al., 2007).
Propriétés biologiques des composés phénoliques

Les polyphénols ont une multitude d’activités biologiques dépendant de leur
structurechimique. Ils constituent une importante famille d’antioxydants dans les plantes, les
fruits et les légumes puisqu’elles comprennent plus de 6000 molécules. Contrairement
aux antioxydantes synthétiques comme le butylhydroxyanisole (BHA) et le
butylhydroxytoluéne(BHT). Les polyphénols n’ont aucun effet nuisible sur la santé humaine
(BOUNATIROU et d., 2007).

Les polyphénols ont également un réle dans le contrdle de la croissance et
ledéveloppement des plantes en interagissant avec les diverses hormones veégétales
decroissance. |ls permettent aux veégétaux de se défendre contre les rayons ultraviolets.
Certains d’entre eux jouent le réle de phytoalexines comme les isoflavonols permettant de
lutter contreles infections causées par les champignons, ou par les bactéries (MAKOI et
NDAKIDEMI, 2007).

Les pigments non azotés sont impliqués dans le processus de pollinisation. Ils
attirentn I’attention des insectes pollinisateurs, ou servent au contraire a dessiner les
formes pouréloigner les prédateurs. D’autres sont des inhibiteurs d’enzymes et
interviennent dans laProtection de I’homme vis-avis de certaines maladies (BRUNETON,
1999).

Les polyphénols sont également utilisés dans I’industrie agro-alimentaire comme
additif, colorant, ardme ou agent de conservation (BRUNETON, 1999)



Tableau 3: Principales classes des flavonoides avec quelques exemples (ARUOMA et

a., 2003).
Classes Structure chimique R3' | R4’ RS' | Exemples
T H | OH H | Apigénine

Flavones e ©"l © OH | OH H | Lutéoline

8 OH |OCH: |H Diosmétine

i H |OH H | Kaempférol

Flavonols : S & . |ou|lon |H |oQuercétine

CH OH | OH OH | Myrecétine

Flavanols OH | OH H | Catéchine
H OH H | Naringénine
Flavanones
OH | OH H | Eriodictyol
H OH H Pelargonidine
Anthocyanidines OH | OH H Cyanidine
OH | OH OH | Delphénidine
R5 | R7 R4’
Isoflavones OH | OH OH | Genisteine
RS © R4 |H | O-Glu] OH | Daidzeine

Propriétés biologiques des composes flavonoides
Les flavonoides ont suscité I'intérét scientifique depuis plusieurs décennies. D'abord a
cause de leur importance dans la physiologie des plantes et de leurs réles dans la
pigmentation, mais aussi parce qu'ils sont impliqués dans la croissance et |a reproduction des
plantes (MANACH et a. ,2004). lls ont égaement pour fonction de protéger ces
derniéres contre les pathogénes d'origine virale ou bactérienne, les prédateurs comme
lesinsectes(BRAVO, 1998).



Les flavonoides, en particulier, sont impliqués chez les plantes dans le transport
d'électrons lors de la photosynthese, et ils jouent un rdle de protection contre les
effets néfastes des rayons ultraviol ets en agissant comme antioxydant (HAV STEEN, 2002).

Les flavonoides parviennent a capturer les especes réactives de |'oxygene associées au
stress oxydatif, les empéchant ainsi de créer des dommages cellulaires. En effet, ils sont
capables dinactiver et de stabiliser les radicaux libres gréce a leur groupement
hydroxyle fortement réactif. Ils inhibent aussi I'oxydation des LDL et, de ce fait, peuvent
prévenir |'athérosclérose et diminuer les risques de maladies cardiovasculaires (TU et .,
2007).

Les flavonoides sont capables d'exercer en plus des propriétés antioxydantes, des
propriétés anti-inflammatoires, antiallergiques et antiulcérogenes(DlI CARLO et a., 1999).

Meéthodes d’évaluation de la présence d’antioxydants dans les plantes

Les antioxydants présentent une grande diversité moléculaire agissant contre les
processus d’oxydation de différentes manieres. Ainsi, afin de mesurer [I’activité
antioxydante d’une molécule, on peut coupler plusieurs tests. Par exemple, on retrouve le test
au radical libre DPPHe (2,2-DiPhényl-1-PicrylHydrazyle) ains que le test au radical libre
ABTSe qui est obtenu a partir de ’ABTS (sel d’ammonium de I’Acide 2,2’-azinobis-(3-
éthylBenzoT hiazoline-6-Sulfonique)). Ces deux tests sont les plus utilisés mais on peut
également retrouver d’autres méthodes d’évaluation du pouvoir antioxydant : ORAC (Oxygen
Radical Absorbance Capacity), TRAP (Total Radical-Trapping Antioxidant Parameter) et
FRAP (Ferric ion Reducing Antioxidant Parameter). Dans cette these, pour étudier |a capacité
d’antioxydant des extraits des plantes, le test au DPPH a été utilisé. (ABDULMAJED K et
al.,2005)

Présentation du test au DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle)

Le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle est un radica libre stable qui agit en se
combinant avec d’autres radicaux libres. Ce composé a été I’'un des premiers radicaux
libres utilisés pour étudier la relation structure-activité des composés phénoliques. Il s’agit
d’un test largement utilisé car il est simple et relativement reproductible.

Le radical possede un électron libre sur un atome du pont d’azote. La délocalisation de
cet électron se traduit par la coloration bleue-violette caractéristique du réactif Cette
délocalisation permet également au DPPHse de rester sous forme de monomeres et d’étre
stable a température ambiante.

L’évaluation de [I’activité antioxydante peut étre exprimée ensuite soit par la

détermination de laréduction relative du radical DPPHe & un temps donné



(pourcentage de DPPH consommeé) en mesurant I’absorbance du mélange réactionnel par
rapport a un témoin, soit par la quantité d’antioxydant nécessaire pour réduire 50% de
DPPH (CE50). Egalement, les mesures de la cinétique de la réduction du radical DPPHe
(diminution de [I’absorbance DPPH) permettent d’évaluer la vitesse de transfert de
I’hydrogéne de I’antioxydant vers le radical DPPH et de le neutraliser. Ainsi, les études de
la cinétique nous permettent de calculer le temps nécessaire pour diminuer la concentration
initiale de DPPH de 50% (T CE 50) La capacité antioxydante est rapportée par rapport a
un antioxydant de référence comme I’acide ascorbique, le BHT (butyl-hydroxy-toluéne)
ou le Trolox (acide-6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylique), correspond a
I’analogue de la vitamine E soluble en milieu aqueux. Dans cette these, la comparaison se
fait par rapport au Trolox (AHMAD N et a .,2012).



Etude expérimentale



Chapitrelll
Matériel et méthodes



Matériel et méthodes:

Notre étude a été réalisé dans la période s’étalant du début du mois Avril a la fin du mois
de Mai 2019 au sein du laboratoire Projet Fin d’Etude (PFE) du département de biologie,
Université Ziane Achour — Djelfa.

Elle se divise en deux parties:
Lapartie : dosages quantitatifs des polyphénols totaux et des flavonoides.
LaZémepartie : évaluation de I’activité antioxydante de I’extrait en utilisant la technique :
piégeage du radical libre DPPH.
1l .1.Matériels
[11.1.1.Appareillages utilisés :

En plus du matériel réguliérement utilise dans le laboratoire (verrerie, balance

électronique, agitateur, .....) nous avons utilisé un appareillage résumé dans le tableau suivant.

Tableau 4 : Appareillage utilisé dans notre étude.

Appareillage utilisé Marque
Moulin Moulinex
Rotavapeur Bushi
Etuve Memmert
Spectrophotométre UV Beckman
Réfrigérateur Iris

[11 .1.2.Produits et réactifs utilisés:
L’ensemble des produits et réactifs utilisés lors des expériences est récapitulé dans le
ci-dessus.
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Tableau 5 : Produits et réactifs utilisés

Produit ou réactif Formule chimique
Eau distillée H.O

Méthanol CH3OH
Ethanol C2H60
Acétone, C3H60
Chlorure d’hydrogéne HCI
Magnésium Mg
Chlorured’Aluminium AICI3
Carbonate de sodium Na2CO3
DPPH (2,2-diphenyle-1-picrylhydrazyle) C18H12N506
Reéactif de Folin-Ciocalteu /

Acide ascorbique C6H806
Acide gallique C7H605
Quercétine C15H1007

11 .1.3.Matériel végétale:
Le matériel végétal est constitué des parties aériennes (feuilles) d’olivier (figure 7).
L’identification botanique a été réalisée par Dr. GUIT. B. spécialiste en botanique
Faculté des Sciences Naturelles et delaVie - Université de Ziane Achour, Djelfa
La récolte des feuilles d’olivier nouvellement récoltées a été effectuée au mois de mars

2019 au niveau de laferme pilote Naas Hassan, Dar Chioukh - Wilaya de Djelfa
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Figure7? : Olivier« Olea europaea L. »de larégion de Dar Chioukh

(original)

[11.1.3.1. Préparation du matériel vegétal
a-Séchage:

Apres lavage des feuilles d’olivier, afin de les débarrasser de la poussiere et d’autres
impuretés, elles sont aussitot séchées a température ambiante et a I'abri de la lumiere et de
I’humidité.
b-Broyage et tamisage:

Une fois sechées, les feuilles d’olivier subissent un broyage a I’aide d’un broyeur
électrique jusqu’a I’obtention d’une poudre fine, puis elle est rendue homogéne par tamisage
(0.5mm de diamétre) (Figure 8).
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La poudre ains obtenue a é&é
conservée soigneusement dans un endroit sec

et a I’abri de la lumiére jusqu’a son utilisation.

Figure 8: Broyats de feuilles d’olivier

acération (extraction solide/liquide) :

La macération (extraction solide-liquide) est une opération qui consiste a laisser
s§ourner la matiére végétale (broyat) dans un solvant pendant une période donnée, pour
extraire les principes actifs (composés phénoliques et flavonoides) (HAMIA et al., 2014).

Le protocole utilisé pour la macération des feuilles d’olivier est celui de ROSS et
RAIN (1977) rapportée par HARBORNE (1998) avec quelques modifications ;

10g de broyat de feuilles d’olivier sont repris dans un erlenmeyer avec 100ml
d’éthanol pure ;

Le mélange subi une macération et une agitation magnétique pendant 24 h &
I’obscurité et a température ambiante ;

Aprés 24h, une filtration est réalisée sur papier Whatman n°1 (Figue 9) ;

Figure 9 :filtration sur papier Whatman n°1
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d- Evapor ation
Le filtrat récupéré est évaporé a l’aide d’un évaporateur rotatif Bushi (figurel0)

quipermet d’éliminé le solvant sous vide.

FigurelO : évaporateur rotatif Bushi
Le protocole utilisé pour I’évaporation des filtrats est celui décrit par MICHIELS et al.
(2012)
Placer le filtrat dans le ballon d’évaporation ;
Procéder a I’évaporation jusqu'a disparition compléte du solvant (T° = 45 °C) ;
Retirer le ballon du rota-vapeur et attendre qu’il soit froid ;
Peser e ballon afin de calculer le rendement d’extraction ;
Recueillir les extraits de chaque échantillon dans un flacon en verre marron,
fermer hermétiqguement et conserver au froid (+4°C) jusqu’a leurs analyses.
111.2. Méthode d’analyse
11 .2.1. Déermination du rendement :

Le rendement d’extraction a été calculé selon la formule suivante :

- Forraan
Tl Ton

n(%) = -F2—r=_% 100

=

Ou:

R : le rendement en (%);

P1 : le poids de I’extrait apres évaporation du solvant en (g) ;
P2 : le poids du ballon vide en (g);

E : le poids du I’échantillon initial en (g).
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Figurell :I’extrait de feuille d’Oliver

Dosage des polyphénols:

Le dosage des polyphénols contenus dans I’extrait a été réalisé selon la méthode décrite par
VERMERRIS et NICHOL SON (2006) :

Préparation de la solution de référence d'acide Gallique :5g d'‘Acide Gallique + 10ml
éthanol +100ml eau distillée.

La solution standardisée d'acide Gallique a été diluée de maniére a avoir les différentes
concentrations (0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 et 1.0ml).

200 pl de la solution de référence et de I’extrait (1g/ml) ont été mélangés avec 500 pl
du réactifFolinCiocalteu (FC). Le mélange a été agité et incubé a I’obscurité et a température
ambiante pendant dix (10) minutes.

Puis 300pl de la solution saturée de NapNo3 a 20% ont été gjoutés. Le mélange subi
une agitation puis laisse reposer 120mn a I’obscurité et a température ambiante.

L absorbance a été mesurée a 750 nm par un spectrophotomeétre UV.

Les concentrations des polyphénols totaux contenus dans I’extrait de feuilles d’olivier
sont calculées en se référant a la courbe d’étalonnage obtenue en utilisant I’acide gallique
comme standard.

Les résultats sont exprimés en mg équivalent d’acide galligue par gramme de

la matiére végétale seche (mg GAE/g).
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Dosage des flavonoides :

L e dosage des flavonoides de nos extraits est réalisé par la méthode colorimétrique
décrite par ZHISHEN et al.,(1999).

Une solution de référence de quercétine a été préparée (0,1mg/ml). Puis différente s
concentrations ont été réalisées (0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 et 1.0ml).

200ul de chaque dilution et de I’extrait ont été dilués avec 800ul d’eau distillée ;

Puis 100ul de NaNos a 5% ont été gjoutés. Le mélange a subi une agitation puis laissé
reposer 5 minutes a I’obscurité. ;

Par la suite, 100pl de Chlorure d’aluminium AICl; a 10% ont été goutés. Apres
agitation, le mélange a subi un repos de 6 minutes a I’obscurité et a température ambiante ;

En fin, 500ul d’Hydroxyde de sodium NaoH a 1M ont été ajoutés suivi
immediatement de 300ul d’eau distillé ;

L absorbance a été mesurée a 510 nm par un spectrophotomeétre UV.
Une courbe d’étalonnage est réalisée en paralléle dans les mémes conditions opératoires en
utilisant la quercétine comme référence.

Les résultats sont exprimésen mg équivalent quercétine par gramme de la
matiere végétale seche (mg QE/Q).

Activité antioxydante (Piégeage du radical libre DPPH) :

500ul d’une solution de DPPH (3,0mg/100mla vérifier de méthanol) fraichement préparée
dans le méthanol est gjouté a 2000u!l des différentes concentrations réalisés par dilution de
I’extraitdans I’éthanol (31. 25 — 1000ug/ml). Le contrble négatif est prépare, en paralléle, en
mélangeant 2000pul de méthanol avec 500ul de la solution méthanolique de DPPH. Apres
agitation et incubation a I’abri de la lumiére et a température ambiante pendant 30 minutes,
I’absorbance a été mesurée a 517 nm par un spectrophotométre UV )ATOUI et al., 2005(.

Le pourcentage d’inhibition PI est calculé selon la formule suivante :

::::::

AVEC :
A C: absorbance du controle;
A E: absorbance de I’extrait.

25



Chapitrel V:

Résultats et discussion



Résultats et discussion
L erendement d’extraction

Les extraits éthanoiques obtenus apres évaporation éaient de couleur vert foncé avec
une consistance péateuse. Ces extraits ont été pesés pour déterminer le rendement moyen
d’extraction.
Le rendement désigne la masse de I’extrait déterminée aprés évaporation du solvant, il est
exprimé en pourcentage par apport a la masse initial de la plante soumise a I’extraction
(HARBORNE ,1998).

Les résultats du rendement d'extraction par macération des composés phénoliques
rapportés en pourcentage (g d'extrait pour 100 g de plantes séchées) ont montrés que les
extraits organique des feuilles d’Oliver représentés par la moyenne de trois mesure, été de
21,32 + 4,23% (poids/poids).

Nos résultats sont inférieurs a ceux reportés par ALBANO et MIGUEL (2010) et
VERMERIEUS et NICHOLSON (2006) qui ont obtenus un rendement d’extraction de 25 et
30 % , respectivement. Par contre, nos résultats sont supérieures a ceux reportés par ALTIOK

et al. (2008) qui ont obtenus un rendement d’extraction de 13,5 %.

Cette variation dans les valeurs du rendement d'extraction est probablement due a la
methode et la condition d’extraction telle que la température ( 40°C) et le solvant utilisé

(Hydroacétone).

Composition chimique
Teneur en polyphénolstotaux :

Les polyphénols sont des mol écules synthétiseée par les végétaux et qui appartiennent a
leur métabolisme secondaire (HE et al.,2008).

La figure représente la droite de la courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le
dosage des polyphénols totaux contenus dans notre extrait de feuilles d'olivier. Laformule de
la régression linéaire de cette courbe est y = 1,036x + 0,309 avec un coefficient R? égal &
0,978.
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Figurel2: Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des polyphénols.

Le résultat obtenu pour le dosage des pol yphénols est exprimés en mg équivalent acide
galique par gramme de matiere séche (mg EAG/Qg),

Différents auteurs ont reportés des teneurs en polyphénol des extraits de feuilles
dolivier; MADANI YOUSFI (2017) ont obtenus des teneurs en polyphénols de 124 mg
EAG/ g, KARIM et TOUATI (2016) ont obtenus des teneurs en polyphénols de 10,2 mg
EAG/ g extraits de feuilles dolivier, alors que BOUABDALLAH (2014) et Faten et al. 2013
ont reportés des teneurs en polyphénols des extraits de feuilles d'olivier de 3,38 et 2,20 mg
EAG/ g, respectivement,

Cependant, la teneur en polyphénols totaux contenu dans notre extrait été de 0,425 +
0,008 mg EAG/g d’extrait.

Les teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides varient qualitativement et
guantitativement d'une plante a une autre, cela peut étre attribué a plusieurs facteurs. Facteurs
climatiques et environnementaux ...etc. (Ebrahimi et al., 2008) ; Le patrimoine genétique
(Miliauskas et a., 2004) ; la période de larécolte (Miliauskas et al., 2004) ; le stade de
développement de la plante (Miliauskas et al., 2004) ; la méthode d’extraction (Lee et al.,
2003). Lamethode de quantification peut également influencer I’estimation de la teneur des
phénols totaux et flavonoides (Lee et al., 2003)
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Teneur en flavonoides totaux
Les flavonoides sont les composés les plus abondants parmi tous |es composés
phénolique. Ils interviennent dans la pigmentation des fleurs.
La quercétine a été utilisée comme standard dans cette courbe avec une équation de la

régression linéaire dey = 0,077 x et un coefficient de détermination R? égal 40,986

0,06 -
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o /
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Figurel3: Courbe d’étalonnage de quercétine pour le dosage des flavonoides.

La quantités des flavonoides totaux dans notre extraits est une rapportées en
milligramme d’équivalents quercétine par gramme de matiére séche (mg EQ/g d’extrait).
Notre résultats d'extrait éthanolique de feuilles d'olivier montre une concentrations de 0,107 +
0,003 mg EQ/g d’extrait.

Nos résultats sont inferieurs a ceux reportés par MADANI YOUSFI (2017). qui a
obtenu une concentrations en flavonoides de 98,75 g EQ/g d’extrait, aussi nos résultats sont
inferieurs & ceux reportés par KARIM et TOUATI (2016) et BOUABDALLAH (2014) qui

ont obtenus des teneurs en flavonoides de 0,46 et 0,65 mg EQ/g d’extrait, respectivement .

Cette déférences entre entre le nos resultat et le résulats de ( BOUABDELLAH,2014)
peu expligue par la période de la récolte le stade de développement de la plante (Miliauskas
eta., 2004) ;
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IV.2.3.. Activité antioxydante:

L activité antiradicalaire de I’extrait de feuille d’Oliver vis-avis du radica DPPH a
été évaluée par spectrophotométrie a 517 nm, en suivant la réduction de ce radica
qui s’accompagne par son passage, de la couleur violette a la couleur jaune.

Le DPPH est caractérisé par son adaptation a plusieurs échantillons dans une courte
durée, auss il est assez sensible pour détecter des substances actives a des basses
concentrations.

A cet effet, il a été employe pour le criblage des activités antiradicalaire de I’extrait
(Yl et a., 2008). les résultats sont exprimeés en pourcentage d'inhibition (YOSHIDA et al.,
1989).

Les valeurs de I’activité antioxydante d’extrait brut de feuilles d’olivier ont été
étudiées et comparees avec celles de I’acide ascorbique.

La figure 15 représente la courbe de I’activité antioxydante de I’extrait de feuilles
d’olivier et I’acide ascorbique.

D'apres |a figure nous constatons que | e pourcentage d'inhibition augmente avec la
concentration.

Le pourcentage dinhibition de |'acide ascorbique est superieur au pourcentage
d'inhibition de I'extrait de feuilles d'olivier. L'IC 50 diminue avec |'augmentation de I'activité
anti oxydante. Les valeurs IC 50 obtenus dans notre travail étéaient de 625 et 125 pg/ml pour
I'extrait et |'acide ascorbique, respectivement . Nous notons que I'lC 50 de |'acide ascorbique
est inferieur a I'IC 50 de l'extrait. Ce qui signifie que I’acide ascorbique présenté la
meilleure activité antioxydante par rapport aux extrait des feuilles de I’oliviers. Cependant,
ce ci ne permet pas d'exclure la présence d'une activité antioxydante relativement bonne pour

notre extrait.
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Figure.14.Comparaison entre I’activité antioxydante de I’extrait brut de feuilles d’olivier et

de I’acide ascorbique

30



Conclusion



Conclusion
Le présent travail est axé sur le dosage des composés phénoliques et des flavonoides

ainsi sur I’évaluer de l'activité antioxydante des I'extrait obtenu par macération a partir des
feuilles d’olivier dans la région de Djelfa.
Les propriétés antioxydants des extraits obtenus a partir des feuilles d’olivier a
différentes concentrations ont été déterminées par techniques d'activité anti-radicalaire.
les résultats obtenus sont les suivantes :
Un rendement d'extraction de 21,32 %
Une teneur en composés phénoliques de 0,425 mg EAG/g
Une teneur en flavonoides de 0,107 mg EQ/g
Une activité antioxydante présentée par le IC 50 égale a 625 pg/ml qui est inférieur
gue l'acide ascorbigue mais cela n'empéche pas que notre extrait a une activité
antioxydante notable.
Comme conclusion générale, on peut dire que les feuilles d'olivier peuvent étre utiliser en

bioindustrie, notamment en bio-agroalimentaire, comme antioxydant de bonne qualité.
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Résume:

Letravail présenté dans ce mémoire vise a définir une méthode simple pour
I’extraction des composés phénoliques totaux des feuilles d’oliviers et étudier leur pouvoir
antioxydant.

Une analyse quantitative des polyphénols et des flavonoides de extrait ethanolique est
réalisée, montrant des teneurs en polyphénols totaux et flavonoides

Le rendement d’extraction obtenue de 21,32 % .et le teste de I’activité antioxydant
effectue par la méthode de piégeage de radicale libre DPPH ,est montre que I’extrait de feuille
d’Oliver posséde une activité antioxydant par le 1C 50 égale a 625 pg/ml.

les feuilles d'olivier peuvent étre utiliser en bioindustrie, notamment en bio-
agroalimentaire, comme antioxydant de bonne qualite.

Lesmot clés: feuillesd'olivier , activité antioxidant , flavonoides, polyphénols
Summary :

The work presented in this thesis aims to define a simple method for the extraction
of total phenolic compounds from olive leaves and to study their antioxidant capacity.

A quantitative analysis of the polyphenols and flavonoids of ethanolic extract is carried out,
showing contents of total polyphenols and flavonoids

The extraction yield obtained of 21.32% and the test of the antioxidant activity
carried out by the free radical scavenging method DPPH, is shown that the Oliver leaf extract
has an antioxidant activity by the IC 50 equal to 625 ug/ ml.

olive leaves can be used in bioindustry, especially in bio-agribusiness, as a good quality
antioxidant.
Keywords: olive leaves, antioxydants activit , flavonides, polyphenol
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