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Introduction

A travers les siécles, les traditions humaines ont su développer la connaissance et
’utilisation des plantes médicinales pour objectif de vaincre la souffrance et d’améliorer la
santé des hommes. Les deux tiers de la pharmacopée ont recours aux propriétés curatives
des plantes et que les traitements a base de ces dernieres reviennent au premier lieu car
I’efficacité des médicaments décroit vue leurs effets secondaires sur la santé publique

(Iserin, 2001).

L’Algérie posséde une flore riche et diversifiée, parmi les plantes médicinales qui
constituent le couvert végétal, se trouve 1’espéce Olea europea L, ce dernier est largement
distribu¢ surtout dans le centre de 1’ Algérie. Cette plante adaptogene qualifiée « d’alicament

» a fait I’objet de plusieurs recherches (Mezouar et al., 2021).

L’olivier est un arbre typiquement méditerranéen (Breton et al., 2012), de 6 a 8m de
hauteur a tronc tortueux a écore grisatre, crevassee peut atteindre 15 m de haut (Hans et
Kothe, 2007), sa longévité multiséculaire est Iégendaire, la température demeure a plusieurs
jours a 16 C° (Ghedira, 2008), est un arbre facilement identifiable a son port a feuilles
blanches a 4 pétales soudé en tube a la base (Claude et Francoise, 2007). Les feuilles,
blanches argentées a la face inférieure, vertes grisatres a la face supérieure, opposées,
persistantes, coriaces, lancéolées. Pour les fruits, olives, sont des drupes ovoides, vert puis
noires & maturité, & noyau dur fusiforme (Ghedira, 2008). L’olivier exige un climat
ensoleillé doux et sec, craint, I’exces de ’humidité, Il s’adapte aux conditions extrémes de
I'environnement, mais exige une intensité lumineuse importante (Claude et Francoise,
2007).

Les feuilles d’olivier, cette biomasse produite en grande quantité dans les pays
méditerranéens, ne doivent pas étre considérées comme un déchet encombrant, mais comme
une richesse qu’on doit utiliser, car ils sont connus par leurs vertus bénéfiques pour la santé
humaine, due a leur richesse en composés phénoliques, pouvoirs antioxydant, anticancéreux
et antimicrobien qui les rendent trés importants pour la santé et 1’industrie agroalimentaire

(Aouidi, 2012).

Elles ont éte largement utilisées dans les remédes traditionnels dans les pays européens
et méditerranéens comme des extraits, des tisanes, et des poudres. Ils contiennent plusieurs

composés potentiellement bioactifs (Wainstein et al., 2013).

Aussi, elles sont des diurétiques et préconisées dans 1I’hypertension artérielle modérée.

L’extrait de feuilles est utilisé comme adjuvant dans les formes 1égeres de diabéte (au cours
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de la grossesse ou en cas d’obésité) (Ghedira, 2008). Elles sont aussi largement utilisées en
tant que remede pour le traitement de la fievre et d’autres maladies comme le paludisme,
consommé sous forme d’un extrait, poudre ou tisane. Les feuilles possédent également des
propriétés antimicrobiennes contre certains micro-organismes tels que des bactéries, des

champignons et mycoplasmes (Ghanbari et al., 2012).

La perturbation de I’équilibre endogene entre radicaux libres et antioxydants de courte
ou longue durée, provoque des effets déléteres dus, soit a une défense antioxydante
défaillante, soit a un état pro-oxydant accru, nommeé le stress oxydant (Camille et Mireille,
2011).

La source principale des espéces réactives de 1’oxygeéne dans les cellules des
mammiféres est d’origine enzymatique parmi ces enzymes la NADPH oxydase, les
peroxydases la xanthine oxydase, les cyclooxygénases et les lipoxygénases, les
mitochondries, éléments essentiels au fonctionnement cellulaire puisqu’elles métabolisent le

dioxygene et produisent également en permanence des ERO (Camille et Mireille, 2011).

Un antioxydant est par définition une espéce chimique plus ou moins complexe
diminuant le stress oxydant au sein de 1’organisme. Un antioxydant peut donc : prévenir la
synthése de radicaux libres en inhibant I’initiation des chaines réactionnelles ou désactiver
directement les ROS. Les antioxydants peuvent étre classés selon leurs modes d’actions :
systemes enzymatiques, inhibiteurs d’enzymes oxydantes, chélateurs de métaux et piégeurs

de radicaux libres (Higdon et al., 2004).

Les antioxydants enzymatiques (le superoxyde dismutase, la glutathion réductase) sont
considérés comme la premiere ligne de défense de notre organisme contre les différentes
especes oxydantes. Leur réle principal est de diminuer la quantité des ROS dans la cellule
(Lardon, 1988). Parfois, ces enzymes nécessitent des cofacteurs comme les oligoéléments
(Zn, Cu, Mn, Se, Fe) pour exercer leur activité enzymatique (Pelzer et al., 1998).

Ils existent de nombreux reducteurs endogénes participant a la protection de
I’organisme contre les EROs, les plus importants étant le glutathion, la bilirubine, 1’acide
urique, le coenzyme Q, les cestrogeénes, la mélanine, la mélatonine et 1’acide lipoique

(Yamamura et al., 1998).

La principale source d’approvisionnement de 1’organisme en antioxydants exogenes
sont les aliments soit d’origine animale, soit d’origine végétale. Les plus connus sont la

vitamine E, la vitamine C et les polyphénols (Yamamura et al., 1998).
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Les polyphénols, particulierement abondants dans une alimentation riche en produits
végétaux, pourraient jouer un role protecteur important, certains auteurs invoquent I'activité
pro-oxydante de ces composés in vitro (Fukumoto et Mazza, 2000). Seuls les polyphénols
les plus réducteurs peuvent manifester cet effet en entrant dans des cycles redox qui générent
des ERO.

Les flavonoides constituent un groupe de plus de 6000 composés naturels qui sont
quasiment universels chez les plantes vasculaires. 1ls constituent des pigments responsables
des colorations jaune, orange, et rouge de différents organes veégétaux (Ghedira, 2005).
Tous les flavonoides possedent la méme structure de base (C6-C3-C6), ils contiennent
quinze atomes de carbone dans leur structure de base : deux cycles aromatiques A et B a six
atomes de carbones liés avec une unité de trois atomes de carbone qui peut ou non étre une

partie d'un troisieme cycle C (Tapas et al., 2008).

Les tanins sont des polyphénols que I'on trouve dans de nombreux végétaux tels que
les écorces d'arbre et les fruits (raisin, datte, café, cacao...). Leur structure complexe est
formée d'unités répétitives monomériques qui varient par leurs centres asymeétriques, leur
degré d'oxydation (Naumann et al., 2017). Les tanins condensés sont des oligoméres ou
polymeres de flavan-3-ols qui ont la propriété de libérer des anthocyanes en milieu acide a
chaud par rupture de la liaison inter monomérique (Porter et al., 1986). Ils ne s’hydrolysent
pas sous l'action des acides minéraux dilués mais forment a I'ébullition des composés

insolubles appelés phlobaphénes ou rouge de tanins (Smeriglio et al., 2017).

Les caroténoides sont des pigments rouges ou jaunes, possedant un chromophore
caractéristique (au moins 10 doubles liaisons conjuguées) expliquant leur couleur jaune-
orangée et leur sensibilité a l'oxydation. Pour cela, les caroténoides sont employés en
industrie agro-alimentaire principalement pour leur pouvoir colorant. lls sont également
préconisés en cas de photo dermatose puisqu’ils interférent avec les processus de photo-

oxydation (Takashi, 2020)

La présente étude, vise a étudier les propriétés physicochimiques et phytochimique des
feuilles de la plante Olea europaea L. var. sylvestris (zebbouj) récoltée de la région Tefreg
de la wilaya de Bordj Bou Arreridj et I'évaluation de I’activité antioxydante des trois extraits

de la plante.
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Cette étude est subdivisée en deux parties essentielles, la premiére présente une
introduction qui est consacré a une étude bibliographique de la plante étudié et de stress

oxydant ainsi que les antioxydants.

La deuxiéme partie, expérimentale, répartie en deux chapitres dans ce mémoire, le

premier chapitre décrit le matériel et les méthodes utilisées lors du travail expérimental.

e Etude physico-chimique de la poudre de la plante Olea europaea L.

(taux d’humidité, de cendre et de matiére grasse).

e Préparation des extraits : Acétonique, éthanolique et méthanolique des

feuilles de la plante.

e Analyse phyto-chimique des différents extraits (teneur en polyphénols

totaux, flavonoides, tanins, pigments chlorophylliens et caroténoides).

e Evaluation de I’activité antioxydante de la plante par I’appréciation de
la capacité antioxydant total, le test de DPPH et le pouvoir réducteur du fer

ferrique.

Le deuxieéme chapitre expose I’ensemble des résultats obtenus et leur discussion. Et

enfin, nous finirons par une conclusion et perspectives.
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Matériel et méthodes

1. Matériel végetal

Cette étude a été réalisée sur les feuilles de 1’olivier sauvage (Olea europaea L.)

(figure 01) qui appartient & la famille des Oleaceae.

Classification systématique de la plante (Ghedira, 2008)

Régne : Plantae

Sous régne :  Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe :  Asteridae
Ordre : Scrophulariales
Famille : Oleaceae
Genre : Olea

Espéce : Olea europaea

Olea europaea subsp. europaea

VR var. sylvestris (L.)

Figure 1 Olea europaea L. var. sylvestris

5|Page
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La collecte de la plante a été effectuée dans la région de Tefreg dans la wilaya de
Bordj Bou Arreridj, durant le mois de février 2021.

Les feuilles de I’olivier sauvage ont été nettoyées, séche a I'obscurité puis ont été réduit
en poudre et stocké dans des flacons en verre hermétiquement fermés pour les préserver de

la lumiére, et de I’humidité jusqu'a son utilisation.
2. Analyses physicochimiques

2.1. Détermination du taux d’humidité

L'humidité de la poudre a été déterminée par la méthode de séchage a I'étuve. Une
quantité de 2g de poudre de feuilles de I’olivier sauvage est met dans un creuset en porcelaine
préalablement taré. Le creuset et son contenu sont ensuite placés dans une étuve universelle
(Memmert type-ONE 7, Schutzart DIN EN 60529-1P 20. Germany) a 105 °C pendant 24h.
Aprés refroidissement dans un dessiccateur renfermant un desséchant (gel de silice), les
creusets ont été pesés (Hernandez et al., 1999). Le pourcentage d’humidité relative au poids

est calculé par la formule suivante :

H% = (m - m) /m’ x 100
Ou;
m : masse de 1’échantillon avant le séchage ;

m’: masse de 1’échantillon aprés le séchage = masse (creuset + échantillon) — masse du

creuset vide.

2.2. Détermination du taux de cendre (Tc)

Les cendres totales sont le résidu de composés minéraux qui reste aprés 1’incinération
d’un échantillon contenant des substances organiques d’origine animale, végétale ou
synthétique. Les cendres représentent environ 1 a 5% de la masse d’un aliment sur une base

humide.

Le taux de cendre est déterminé apres minéralisation par voie seche, dans un creuset
en porcelaine, préalablement taré. On introduit 2g de poudre végétale dans un four a moufle
de type memmert a une température de 800C° pendant 10 heures jusqu'a I'obtention des
cendres blanches (toute la matiere organique brile et on ne récupére que la partie inorganique

de I’échantillon), on laisse refroidir dans un dessiccateur et on pese (Keller, 1994).
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Le taux de cendre est calculé suivant la formule :
T=(M-M")/E x 100
Ou;
M : masse finale (creuset + cendres totales)

M?’: masse du creuset vide

E : prises d’essais de la maticre
2.3. Détermination de la teneur en matiere lipidique

Les lipides sont des molécules insolubles dans 1’cau et trés solubles dans les solvants
organiques, tel I’éther de pétrole. La plupart des méthodes de dosage des lipides exploitent
ces propriétés physiques pour extraire les lipides des aliments ou végétaux dans le but de

mesurer leur concentration.

La méthode Soxhlet est la méthode de référence utilisée pour la détermination de la
concentration de la matiére grasse dans les aliments ou végétaux solides déshydratés. C’est
une méthode gravimétrique, puisqu’on pese I’échantillon au début et on pese la matiére

grasse a la fin de I’extraction.

L’échantillon solide (poudre de la plante) est pesé (9.93 g) et placé dans une capsule
de cellulose. L’échantillon est extrait en continu par 300ml de 1’éther de pétrole a ébullition
(P.E. 35°C) qui dissout graduellement la matiére grasse. Le solvant contenant la matiere
grasse retourne dans le ballon par déversements successifs causés par un effet de siphon dans
le coude latéral. Comme seul le solvant peut s’évaporer de nouveau, la matiere grasse
s’accumule dans le ballon jusqu’a ce que I’extraction soit compléte. Une fois 1’extraction
terminée, 1’éther est évaporé, généralement sur un évaporateur rotatif, et la matiére grasse
est pesée (AOCS, 1990).

Les capsules de cellulose sont perméables au solvant et a la matiere grasse qui y est
dissoute. Ces capsules sont jetables. La teneur en matiere grasse dans notre échantillon est

calculée selon la formule suivante :
ML (%) = (P1 — P2) / ME x100.
Ou;
P2 : poids du ballon vide.
P1 : poids du ballon aprés évaporation.

ME : masse de la prise d’essai.

ML : taux de la matiére lipidique.
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3.Préparation des extraits

5 g de la poudre des feuilles de Olea europaea L. var. sylvestris est macéré dans un
volume de 75 ml de trois solvants de différente polarité (acétone 70%, éthanol 70% et
méthanol 70%). Aprés 1.5 h, le mélange a été filtré sur papier filtre. Le filtrat est récupéré et
le méme volume de solvant est ajouté au filtré pour faire une deuxieme macération dans les
mémes conditions. Apres la deuxiéme filtration, les deux filtras sont mélanges et évaporés a
40°C a I’aide d’un rotavapeur de type BUCHI. Les extraits obtenus ont été séchés dans une
étuve a une température de 40° pendant trois jours. Les extraits bruts obtenus ont éteé
conservés dans des boites pétries en verre étiquetés au réfrigérateur jusqu'a son utilisation
(figure 02) (Yaye et al., 2011).
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/ Préparation des extraits par 3 solvants \
Aceétone70%
Ethanol 70%

Méthanol 70%

U
4 ™

5¢ de poudre seche des feuilles de plante est macéré dans
75 ml de solvant

Agitation pendant 1h et 30 min

Filtration

2°Me macération de filtré dans les mémes conditions

2™ Filtration

N Y
U

4 N

v' Les deux filtrats sont mélangés
v Rotavapeurés a 40°C
v
v

<\

ANANENRN

Séchés dans I’étuve a 40 °C pendant 3 jours
Conservés a (-5°C)

o J

/ Etude phytochimique \ f Etude de Dactivité antioxydante
v Polyphénols totaux. v' DPPH
v Flavonoides totaux. v TAC
v" Tanins condense. v" FRAP
v Caroténoides
v Pigments chlorophylliens.

\_ / - J

Figure 2 Protocole de préparation des extraits
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4. Analyses phytochimique quantitatives

4.1. Dosage des polyphénols totaux

Les polyphénols représentent une classe de métabolites secondaires. lls sont tres
largement représentés dans le régne végétal et donc dans notre alimentation. Nous les
consommons sous forme de fruits ou de légumes par exemple. Leur structure comporte un

ou plusieurs groupes phénoliques (e.g., un groupement OH greffé sur un noyau aromatique).

Leur étude a été croissante ces dernieres décennies en raison de leurs bienfaits sur la
santé, notamment grace a leur pouvoir antioxydant mais aussi dans la prévention ou le
traitement de nombreuses pathologies comme les cancers, les maladies cardiovasculaires ou
dégénératives (Orgogozo et al., 1997 ; Chen et al., 2004). lls sont également utilisés en
agroalimentaire, en cosmétique ou dans 1’industrie pharmaceutique comme additifs (Velu et

al., 2008 ; Kosinova et al., 2011).

La teneur totale en phénol des extraits a été estimée en utilisant une méthode de Folin-

Ciocalteu, légerement modifiée décrite par (Singleton et Rossi, 1965).

La méthode est basée sur la réduction en milieux alcalin de la mixture
phosphotungsyique-phosphomolybdique de réactif de Folin par les groupements oxydables
des composeés phénolique, conduisant a la formation de produit de réduction de couleur bleue
qui absorbe la lumiére a 765nm dont I’intensité de la couleur est proportionnellement a la

quantité de polyphénols présents dans 1’échantillon (Georgé et al., 2005).

Briévement, Iml de réactif de Folin (10 fois dilu€) est ajouté a 200 pl d’échantillon ou
standard (préparés dans le méthanol) avec des dilutions convenables, Aprés 4 min, 800 pl
de carbonate de sodium (75 mg/ml) sont additionnés au milieu réactionnel. Aprés 2h

d’incubation a température ambiante 1’absorbance est mesurée a 765nm (L. et al., 2007).

Les teneurs des polyphénols totaux ont été exprimées en microgramme d’équivalent

d’acide gallique / mg d’extrait sec (Ug EAG / mg ES).
4.2. Dosage des flavonoides

Les flavonoides sont des métabolites secondaires de plantes possédant une structure
similaire avec deux cycles aromatiques liés par trois atomes de carbone (figure 03). Ils se

présentent la plupart du temps sous forme d’hétérosides (Thomas, 2016).
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Figure 3 Structure chimique de base des flavonoides (Thomas, 2016).

Les flavonoides sont tres largement étudiés en raison de leurs multiples propriétes
biologiques (Nijveldt et al., 2001) exploitées dans I’industrie. Le premier effet attribué a ces
molécules a été le caractere veinotonique en renforcant la résistance des capillaires (Jean et
al., 2009).

La méthode du trichlorure d’aluminium est utilisée pour quantifier la teneur des
flavonoides dans les extraits des feuilles Olea europaea L. var. sylvestris. A 1 ml
d’échantillon ou standard (préparés dans le méthanol) est ajouté 1 ml d’AlCls (2% dans le
méthanol). Aprés 10 minutes de réaction, I’absorbance est lue a 430 nm (Bahorun et al.,
1996).

La concentration des flavonoides est déduite a partir d’'une gamme d’étalonnage
établie avec la quercétine et est exprimée en microgramme d’équivalent de quercétine par

milligramme d’extrait (ug EQr/mg de ES).
4.3. Dosage des pigments chlorophylliens

Les teneurs en B-carotene, lycopéne et chlorophylle des différents extraits ont été
déterminées selon (Nagata et Yamashita., 1992). Brievement, 100 mg de chaque extrait
sont ajoutés a 10 ml d’un mélange acétone-hexane (4 :6 V/V) puis agités vigoureusement
pendant 1 min, ensuite le tous est filtré a travers un papier Whatman N°4. L absorbance
des filtrats est mesurée a différentes langueurs d’ondes : 453 nm, 505 nm, 645 nm et 663
nm. La teneur en Pigments est calculée suivants les équations indiquées ci-dessous et les

résultats sont exprimes en g de chlorophylle, caroténoides ou B-caroténe /mg d’extrait sec.

v' B-carotene (mg/100 ml) = 0.216 x A663 - 1.22 x A645 — 0.304 x A505 + 0.452 x A453

v" Lycopéne (mg/100 ml) = - 0.0458 x A663 + 0.204 x A645 — 0.372 x A505 + 0.0806 x
A453

v" Chlorophylle a (mg/100 ml) = 0.999 x A663 - 0.0989 x A645

v" Chlorophylle b (mg/100 ml) = - 0.328 x A663 + 1.77 x A645
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4.4. Dosage des caroténoides

Les caroténoides contiennent plusieurs doubles liaisons conjuguées dans leur
structure, ces doubles liaisons sont responsables de l'absorption dans la lumiére par

excitation des électrons des liaisons « (Rodriguez-Amaya, 2001).

Pour extraire et doser les caroténoides dans les feuilles d’Olea europaea L. var.
sylvestris la technique de Sass-Kiss et al., (2005) est suivie avec quelques modifications.
Pour cela, 50 mg de la poudre est additionné a 10 ml d'un mélange de solvant (hexane,
acetone, éthanol) (2:1:1, V/V/V). Aprés agitation pendant 15 min, le mélange est centrifugé
a 4500 tours/min pendant 15 min. La phase supérieure (hexadique) contenant les pigments,
est récupérée et le culot a subi une deuxiéme extraction dans les mémes conditions. Les deux
phases hexadiques sont mélangées puis l'absorbance du mélange est mesurée par
spectrophotomeétre UV-VIS a 450 nm. Les résultats sont exprimés en microgramme
équivalant de p-caroténe par milligramme de matiére végétale séche en se référant a la

courbe d'étalonnage de la B-caroténe (ug E p-C /mg MS).
4.5. Dosage des tanins condensée pro-anthocyanidine

Les tanins se définissent comme des composes polyphénoliques ayant la propriété de
tanner la peau, c'est-a-dire de la rendre imputrescible. Ceci s’explique par la création de
liaisons entre les molécules de tanin et les fibres de collagéne de la peau. Ces molécules
présentent de nombreuses fonctions hydroxyles et phénoliques qui vont leur permettre de se
complexer avec de nombreuses macromolécules telles que les protéines (Bravo, 1998). lls

ont également le pouvoir de chélater les ions ferriques et cuivriques (Hagerman, 1988).

La teneur en pro-anthocyanidines est mesurée en suivant le protocole de Sun et al.
(1998) modifié par Oyedmi et Afolayan, (2011).

Il est basé sur la capacité de la vanilline a réagir avec les unités des tanins condensés
en présence d'acide pour produire un complexe coloré (figure 04). La réactivité de la

vanilline avec les tanins n'implique que la premiére unité du polymeére (Ba et al., 2010).
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Figure 4 Mécanisme de la réaction de la vanilline avec les tanins condensés (Schofield et
al., 2001).

Un volume de 0.5 ml de la solution d'extrait (1 mg/ml) est mélangé avec 3 ml de la
solution de vanilline (4%, P/V), préalablement préparée dans le méthanol et 1.5 ml d'HCI
(37%). Le mélange est bien agité, puis incubé pendant 15 min a température ambiante.
L'absorbance est lue a 500 nm. Un témoin est préparé en mélangeant 0.5 ml d'extrait avec 3
ml de méthanol et 1.5 ml d'HCI.

Une courbe d'étalonnage est réalisée dans les mémes conditions, en utilisant la
catéchine comme standard et la concentration est exprimée en microgramme équivalent

catéchine par milligramme de matiére seche (ug EC/mg ES).
5. Activité antioxydante in-vitro

Dans la présente étude, la mise en évidence de 1’activité antioxydante in vitro de nos
extraits a été réalisée par des techniques chimiques a savoir : la capacité antioxydante totale

(TAC), le piégeage du radical libre DPPH, le pouvoir réducteur du fer.
5.1. Capacité antioxydante totale (TAC)

La capacité antioxydante totale (TAC) des extraits de feuilles de 1’olivier sauvage est
évaluée par la méthode de phosphomolybdéne de Prieto et al., (1999). Cette technique est
basée sur la réduction de molybdéne Mo (V1) présent sous la forme d’ions molybdate MoO4s>
a molybdéne Mo (V) MoO?" en présence de I’extrait pour former un complexe vert de
phosphate/ Mo (V) a pH acide (Benhammou, 2012).

Un volume de 0.3 ml de I’extrait est introduite dans les tubes & essais, puis 3 ml de
solution a préparer sont additionnés (la solution contient de I’acide sulfurique 0.6 M, du

phosphate de sodium 28 mM et du molybdate d’ammonium 4 mM). Les tubes sont agités et
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incubés au bain-marie a 95°C pendant 90 minutes. Apres refroidissement 1’absorbance est
mesurée a 695 nm. Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes

conditions opératoires en utilisant I’acide ascorbique comme contréle positif.

Les résultats sont exprimés en microgrammes (J1g) équivalent d’acide ascorbique par

milligramme d’extrait séche (ug EAA/mg ES).
5.2. Piégeage du radical libre DPPH

Le DPPH est 1un des premiers radicaux libres utilisé pour étudier la relation structure-

activité antioxydant des composes phénoliques des extraits (Popovici et al., 2010).

Dans ce test les antioxydants réduisent le diphénylpicryl-hydrazyle ayant une couleur
violette en un composé jaune, le diphénylpicryl-hydrazine (figure 05), dont I’intensité de la
coloration est inversement proportionnelle & la concentration des antioxydants présents dans
le milieu (Adida et al., 2016).

\ S
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+ Antioxydant -OH —————————> l + Antioxydant-Os
Ne NH
NO, \I/L 2 NO, NO, ~_ TL\ _~NO;
':l‘;-;/” S
DPPH (Violet) DPPHH (Jaune)

Figure 5 Réaction de réduction de radical DPPH (Talbi et al., 2015).

La solution DPPH est préparée par solubilisation de 0.025 mg de DPPH dans 1 ml
du méthanol. Un volume de 100 ul des solutions des extraits ou de standard (acide
ascorbique, la quercétine et le BHA) de différentes concentrations sont mélangés avec 2.5
ml de la solution méthanolique de DPPH. Aprés 30 minutes d’incubation a 1’obscurité et a
température ambiante, 1’absorbance du milieu réactionnel est mesurée a 517 nm. Le contrle
négatif est préparé en remplagant I’¢chantillon par le méthanol, le blanc contient le méthanol

et I’échantillon (Sanchez et al., 1998).

L’IC50 est la concentration de I’acide ascorbique ou de I’extrait qui peut réduire 50%
du DPPH, selon Mansouri et al., (2005) I’'IC 50 est calculé a partir des courbes de la
variation du pourcentage d’inhibition (I %) en fonction de la concentration de chaque extrait.

Cette valeur est comparée a celle trouvée pour le composé de référence.
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L’activité antioxydants est déterminée selon I’équation suivante :

[ % d’activité antioxydant = [Abs Contrdle — Abs Echantillon / Abs controle] x 100.]

Oou:
Abs Controle : est I’absorbance de 1a solution de DPPH en ’absence de 1’extrait.

Abs Echantillon : est I’absorbance de la solution de DPPH en présence de ’extrait.

5.3. Pouvoir réduction du fer : FRAP

Cette méthode est basée sur I’aptitude d’un antioxydant donné a réduire le fer ferrique
(Fe**) présent dans le complexe ferrocyanure de potassium (KsFe(CN)s) en fer ferreux
(Fe?*). La réaction est révélée par le virement de la couleur jaune du fer ferrique a la couleur
bleu-vert du fer ferreux. L’intensité de cette coloration est mesurée par spectrophotométrie

a 700 nm (Karagozler et al., 2008).

200 pl de I’échantillon a différentes concentrations est mélangé avec 500 ul de
tampon phosphate 0.2 M (pH 6.6) et 2.5 ml de KsFe(CN)s a 1%. Le tout est incubé a 50°C
pendant 20 minutes, puis refroidi a la température ambiante. Ensuite, 2.5 ml d’acide
trichloracétique a 10 % sont ajoutés pour arréter la réaction. Apres, centrifugation des tubes
43000 rpm pendant 10 minutes, 2.5 ml du surnageant sont ajoutés a 2.5 ml d’cau distillée et
500 pl d’une solution de (FeCls, 6H20) a 0.1%.

La lecture des absorbances se fait contre un blanc & 700 nm. L’acide ascorbique est
utilisé comme contréles positifs dans les mémes conditions expérimentales (Pan et al.,
2008).

Pour explorer les résultats obtenus, on a tracé le graphe des absorbances obtenues en
fonction des différentes concentrations utilisées. L’augmentation de [’absorbance

correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des fractions testées.

Les donnees sont exprimées sous forme de valeurs EC 50, Une EC 50 est une
estimation statistique de la concentration d’une substance dans le milieu ambiant nécessaire
pour produire un effet particulier dans 50 % d’une tres grande population dans des conditions

spécifiées (Karl et al., 2010).
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6. Analyse statistique des résultats
Les résultats ont été présentés sous forme des moyennes avec leur écart-type (moyenne
+ écart-type), les moyennes sont comparées par un test T de student gréce au logiciel Excel

(version 2019). Les différences sont considérées comme :
e Significatives lorsque (*p < 0,05) ;
e Hautement significatives lorsque (**p <0,01) ;

e Trés hautement significatives lorsque (***p < 0,001).

Avec p : degré de signification.
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Résultats et discussion

1. Analyses physicochimiques

1.1. Taux d’humidité

La figure 06 représente le taux d’humidité de la poudre des feuilles d’Olea europaea
L. var. sylvestris , dont le taux est faible (H% = 8,23%).

B humidité

Figure 6 Taux d’humidité d’Olea europaea L. var. sylvestris

1.2. Taux de cendre (Tc)

Le taux de cendre est déterminé aprés minéralisation par voie seche de 2g d'échantillon
en poudre dans un four a moufle a une température de 800C° pendant 10 heures jusqu'a

I'obtention des cendres blanche qui pése 1,93g soit Tc= 3,5 % (figure 07).

M sels et minéraux

Figure 7 Taux de cendres de Olea europaea L. var. sylvestris

Dans la présente étude, 1’analyse des parameétres physicochimiques de O.europeae a

montré un taux d’humidité de 8.23% et un taux de cendres de 3.55%. Ce dernier est inférieur
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a celui de Bahloul et al. (2014) qui a rapporté des valeurs de 6,60 & 9,82% pour le taux de

cendres.

Il est important de noter que les valeurs obtenues ne dépassent pas les normes décrites
dans la pharmacopée européenne i.e. le taux d’humidité ne dépasse pas 10 % et la teneur en
cendres totales est inférieure a 14%, ceci confere a la poudre étudiée une meilleure
conservation a long terme (Fettah., 2019).

1.3. Teneur en matiere lipidique

L’analyse physico-chimique de la poudre de notre échantillon montre que le taux en
matiere lipidique des feuilles de I’olivier sauvage étudié ne représente que (MG= 2,81%) du
poids total (figure 08).

B Matiére grasse

Figure 8 Teneur en matiere lipidique de Olea europaea L. var. sylvestris
2.Rendement d’extraction

L’extraction par macération de 5g de feuilles broyées de 1’Olea europaea L. var.
sylvestris par trois solvants (Acétone 70%, Ethanol 70% et Méthanol 70%) a permis de
récupérer des résidus bruts sous forme poudre de couleur marron, avec des rendements

variables de 35 a environ 38%.

Les résultats obtenus montrent que le rendement d’extraction varie en fonction du

solvant utilisé ; le rendement le plus élevé a été détecté pour 1’extrait éthanolique (37,65
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mg/g), suivi par I’extrait acétonique (36,98 mg/g), puis I’extrait méthanolique (35 mg/g)
(tableau I).

Tableau I : Rendement et caracteristiques des différents extraits obtenus

Masse (g) | Rendement (%) | Aspect Couleur
Acétone 70% 1,86 36,98 Poudre Marron
Ethanol 70% 1,89 37,65 Poudre Marron
Méthanol 70% | 1,75 35 Poudre Marron

Nos résultats de rendement sont nettement supérieurs a ceux obtenus par Mezouar
etal., (2021) qui a reculé un rendement d’extraction de 12,33 a 21,41 % du poids des feuilles

de 1I’Olea europaea L.

Le calcul de rendement d’extraction repose sur plusieurs parametres ; la nature et la
concentration de solvant, la température, le temps d'extraction et la composition de
I’échantillon (Santos et al., 2012). La période et le lieu de récolte influent sur le rendement
d’extraction (Touaibia et al., 2014).

3. Analyse phytochimique quantitatives

3.1. Polyphénols totaux

La teneur en phénols totaux des différents extraits a été estimée par la méthode de
Folin-Ciocalteu a partir d’une gamme d’étalonnage établie avec différentes concentrations
d’acide gallique (annexe). Les résultats obtenus sont exprimés en microgramme équivalent

d’acide gallique par milligramme de I’extrait séché (ug EAG/mg ES).

Les résultats montrent que les teneurs en polyphénols varient entre 129,09 + 1,75 ug
EAG/mg ES et 150,20 £ 0,72 ug EAG/mg ES. Ainsi que, la teneur la plus élevée a été
enregistrée avec 1’extrait méthanolique (150,20 + 0,72 pg EAG/mg ES) suivi de I’extrait
acetonique (139,36 + 0,75 pg EAG/mg ES) et I’extrait éthanolique (129,09 = 1,75 pg
EAG/mg ES) (figure 09).
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Figure 9 Teneurs en polyphénoles totaux des différents extraits de Olea europaea L.var .

sylvestris .
(a) Différence hautement significative par rapport a 1’extrait méthanolique (p <0,01).

Comparativement a d’autres travaux effectués sur la méme plante, la teneur en
composés phénoliques qu’on a dosés est moins importante par rapport a celle trouvé par
Addab et al., (2020). Les teneurs en composés phénoliques et surtout le Polyphénol,
changent de fagon considérable d’une espéce a une autre et a I’intérieur de la méme espéce,
a cause des facteurs extrinséques (température, climat...), génétiques (la variété et I’origine
d’espéces), physiologiques (le degré de maturation des plantes, les organes utilisés) et de la

durée de stockage (Ksouri et al., 2009).
3.2. Flavonoides

Les concentrations des flavonoides dans les extraits des feuilles Olea europaea L.
var. sylvestris ont été calculées a partir de 1’équation de régression de courbe d’étalonnage
établie avec la quercétine (annexe). Les teneurs en flavonoides correspondantes sont
rapportées en microgramme d’équivalents de quercétine par microgramme d’extrait (ug
EAG/ mg d’extrait).

D’aprés nos résultats, il apparait la aussi que les teneurs en flavonoides des extraits
varient en fonction du solvant d’extraction. L’extrait méthanolique présente la plus élevée
concentration en flavonoides avec une valeur moyenne de (16,74 £ 0,64 ug EAG/mg ES),
suivi de I’acétone avec une concentration de (12,36 + 0,39 pug EQ/mg ES), puis ’extrait

éthanolique (10,21 + 0,80 ug EQ/mg ES) (figure 10).
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Figure 10 Teneurs en flavonoides des différents extraits de Olea europaea L. var.
sylvestris.

(a) Difference significative par rapport a I’extrait acétonique (p < 0,05).

(b)Différence trés hautement significative par rapport a I’extrait acétonique (p < 0,001).

(c) Différence trés hautement significative par rapport a I’extrait éthanolique (p < 0,001).
Selon Abdille et al., (2005), le méthanol est le meilleur solvant utilisé pour extraire

les composés phénoliques.

Certains auteurs ont montré que la feuille d'olivier est caractérisée par sa richesse en
composés bioactifs : les polyphénols totaux (Gracia et al., 2000), flavonoides (Lee et al.,
2009). La composition des feuilles d'oliviers en molécules bioactives change selon son
origine, les conditions climatiques, le mode de séchage, le temps, les types de solvants

d'extraction et les conditions de stockage (Altiok, 2010).
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3.3. Pigments chlorophylliens

D’apres la figure 11, I’extrait acétonique de notre plante est riche en pigments
chlorophylliens, en particulier la chlorophylle a et b et le p—carotene, mais ne contient pas
de Lycopéne. Cependant les extraits éthanolique et méthanolique possede des teneurs moins
importantes de chlorophylle a (7,55 et 18,70 pug /mg d'ES), respectivement et de chlorophylle
b (8,74 pg /mg d'ES) pour I’extrait éthanolique et (7,55 pg /mg d'ES) pour I’extrait
méthanolique et ne possede pas de p—caroténe et de Lycopene.

60
50
40
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20

10

a,b
a a a'b
0 |

Teneur en pigments chlorophyliens (ug/mg d'ES)

chla chlb lycopene B- caroténe
M Ethanol 70% 7,55 8,74 0 0
B Methanol 70% 18,7 7,55 0 0
W Acétone 70% 49,32 14,82 0 13,45

Pigments chlorophyliens

Figure 11 Teneur en pigments chlorophyliens des differents extraits de Olea europaea L.
var. sylvestris

Chlorophyle a

(a) : Différence treés hautement significative par rapport a 1’extrait acétonique (p < 0.001).
(b) : Différence trés hautement significative par rapport a 1’extrait éthanolique (p < 0.001).

Chlorophyle b

(a) : Différence treés hautement significative par rapport a 1’extrait acétonique (p < 0.001).
(b) : Différence trés hautement significative par rapport a 1’extrait éthanolique (p < 0.001).
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3.4. Caroténoides

L’analyse quantitative des caroténoides dans nos extraits est déterminée a partir de
I’équation de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage établie avec la B-caroténe
(annexe). Les résultats sont exprimés en microgramme équivalent de P-caroténe par

milligramme de la matiere séche (ug E p-C /mg MS).

La concentration de caroténoides de la poudre des feuilles de Olea europaea L. var.
sylvestris est de (11,12+ 0,17 ug EB-C /mg MS).

3.5. Tanins condensés « Pro-anthocyanidines »

Les concentrations de Pro-anthocyanidines dans les extraits bruts de notre plante sont

calculées depuis 1’équation de courbe d’étalonnage de catéchine (annexe).

D’apres les résultats obtenus, 1’acétone présente le meilleur solvant d’extraction des
Pro-anthocyanidines avec un taux de (27,03 £ 0,33 pg EC/mg), suivi de méthanol puis
I’éthanol avec des taux de (6,94 = 0,22 ug EC/mg ES et 6,34 £0,69 pg EC/mg ES),
respectivement (figure 12).
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27,036 6,34 6,946666667

Les extraits

Figure 12 Teneurs en tannins condensés des différents extraits de Olea europaea L. var.
sylvestris.

(a) : Différence trés hautement significative par rapport a 1’extrait acétone (p < 0,001).
(b) : Différence significative par rapport a I’extrait éthanol (p < 0,05).
Brahmi et al., (2013) ont montré que la feuille d'olivier est riche en Tannin et

Caroténoide.
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4. Activité antioxydante in-vitro

4.1. Capacite antioxydante totale

La capacité antioxydante totale des extraits étudiés est estimée a partir de 1’équation

de courbe d’étalonnage de I’acide ascorbique (y = 0,0049x — 0,0306) (annexe).

A partir de cette équation, on a pu déterminer que les extraits des feuilles de I’olivier
sauvage révelent une activité antioxydante totale égale a (150,49 + 2,46 ug EAA/mg ES)
pour I’extrait méthanolique, (141,03 + 2,35 ug EAA/mg ES) pour I’extrait acétonique et
(131,03 £ 1,54 ug EAA/mQ) pour I’extrait éthanolique (figure 13).
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Figure 13 Capacité antioxydant totale des extraits de Olea europaea L. var. sylvestris

(a) Différence trés hautement significative par rapport au BHT (p < 0,001).
(b) Différence hautement significative par rapport a 1’extrait acétone (p < 0,01).
(c) Différence trés hautement significative par rapport 1’extrait éthanol (p < 0,001).

4.2. Piégeage du radical libre DPPH

Le radical DPPH est I'un des substrats les plus utilisés pour 1’évaluation rapide et
directe de I’activité antioxydante en raison de sa solubilité, et la simplicité de I’analyse

(Bozin et al., 2008).

La capacité antioxydante des extraits de la plante est mesurée en termes de capacité
de piégeage des radicaux en suivant la réduction de 1’absorbance d’une solution de DPPH
qui s’accompagne par un passage de la couleur violette a la couleur jaune mesurable a
517nm. L'intensité de cette couleur est inversement proportionnelle a la capacité des
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antioxydants présents dans le milieu réactionnel.

Les résultats obtenus révelent que la capacité antioxydante des extraits étudiés est
classée dans 1’ordre décroissant suivant : méthanol > éthanol > acétone. L’extrait
méthanolique semble étre le plus actif avec une IC50 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 valeur de 0,61
mg/ml (figure 14). Dans ce test, plusieurs antioxydants standards ont été utilises a des fins
comparatifs ; la quercétine, la vit c et le BHA qui ont montré une activité antiradicalaire trés

puissante avec des IC50 de 0,142 mg/ml, 0,103 mg/ml et 0,65 mg/ml, respectivement.
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Figure 14 Activité scavenger des différents extraits de Olea europaea L. a I’égard du
radical DPPH.

(a) : Différence trés hautement significative par rapport a I’acide ascorbique (p < 0,001).
(b) : Différence significative par rapport au BHA (p < 0,05).

(c) : Différence hautement significative par rapport au BHA (p < 0,01).

(d) : Différence tres hautement significatif par rapport a la quercitrine (p < 0,001)

(e) : Différence significative par rapport a I’extrait acétone (p < 0,05).

(f) : Différence hautement significative par rapport a I’extrait acétone (p < 0,01).

(9) : Différence hautement significative par rapport a I’extrait éthanol (p < 0,01).

Dans ce travail, les extraits de notre plante montrent une activité antiradicalaire
importante vis-a-vis du radical DPPH. Cette estimation est basée sur la comparaison de nos

résultats avec les résultats obtenus par Addab et al. (2020).

L’activité antioxydante dépend généralement du nombre et de la position des

groupements hydroxyles par rapport aux groupements carboxyles fonctionnels, La structure
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des composés phénoliques est un facteur déterminant de piégeage des radicaux libres qui

sont des pathogénes dans de nombreuses maladies (Sas et al., 2007).
4.3. Pouvoir réducteur du fer ferrique

D’aprés les valeurs d'absorbance des diverses solutions d'extrait des feuilles de Olea
europaea L. var. sylvestris et d’aprés les avoir convertis en matiére de masse en se servant
de la courbe d’étalonnage réalisée dans les mémes conditions de dosage des extraits

(annexe), on a fait ressortir une activité réductrice de fer (figure 15).
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Figure 15 Pouvoir réducteur de fer ferrique des différents extraits de Olea europaea L.
var. sylvestris.

(a) Différence trés hautement significative par rapport a la vitamine C (p < 0,001).
(b) Différence trés hautement significative par rapport a 1’extrait acétone (p < 0,001).
(c) Différence trés hautement significative par rapport a I’extrait éthanol (p < 0,001).

D’apres les résultats qui expriment la capacité réductrice des extraits des feuilles
d’O.europaea, nous avons constaté une correlation entre les teneurs en polyphénols et les
propriétés anti-oxydantes. La présence de réducteurs (comme antioxydants) provoque la
conversion du complexe Fe3* ferricyanure a la forme ferreuse Fe?*. Bien que le fer soit
essentiel pour le transport d’oxygeéne pour la respiration et 1’activité des enzymes, il s’agit
d’un métal réactif qui catalyse des dommages oxydatifs dans les tissus vivants et les cellules

(Bougandoura et al., 2012).

Par conséquent, les antioxydants sont considérés comme des réducteurs et

inactivateurs des oxydants. Quelques études antérieures ont aussi démontré que le pouvoir
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réducteur d’un composé peut servir comme un indicateur significatif de son activité

antioxydante potentielle (Bourgou et al., 2008).

Cependant, I’activité antioxydante des extraits végétaux dépend de plusieurs facteurs
tels que la teneur en divers antioxydants, les conditions climatiques de croissance et le stade
de maturité, la température et durée de stockage, la teneur en eau et le pH, le type et la
polarité du solvant d’extraction, les méthodes de séparation et la pureté des composés
bioactifs, ainsi que les techniques d’analyse et le substrat utilisé (Prior et al., 1998 ; Amin
et al., 2004 ; Zhao et al., 2007).
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Conclusion et perspectives

Les plantes médicinales sont la source de la majorité des antioxydants naturels et elles

restent encore en majorité sous exploitées dans le domaine medical.

Dans I’industrie pharmaceutique, le développement de nouveaux médicaments a base
d’antioxydant d’origine naturelle doit étre a 1’ordre de jour. Le présent travail repose sur
I’étude physicochimique, phytochimique et I’activité antioxydante de différents extraits de
la plante Olea europaea L. var. sylvestris, de la région de Tefreg de la wilaya de Bordj Bou
Arreridj, préparés par macération dans trois solvants de différente polarité ; 1’acétone,

I’éthanol et le méthanol.

L’analyse physicochimique a montré que la poudre des feuilles de la plante étudiée

présente des faibles taux d’humidité, des cendres et des lipides.

La procédure d’extraction par les trois solvants a permis d’obtenir des résidus bruts

sous forme de poudre de couleur marron, avec des rendements variables.

L'analyse phytochimique des extraits a révélé que les teneurs des substances
bioactives, en particulier, les polyphénols et les flavonoides sont importantes dans 1’extrait
méthanolique suivi de I'extrait acétonique et I’extrait éthanolique. Cependant, 1’extrait
acétonique présent des concentrations élevées en tanins condensés, chlorophylle a et b,
lycopéne et  caroténe par rapport aux autres extraits (éthanolique et methanolique). Notre

plante contienne une quantité considérable des caroténoides.

D’autre part, 1’étude du potentiel anti-oxydant effectué par la méthode de piégeage
du radical libre DPPH, la capacité antioxydante totale (TAC) et le pouvoir réducteur de fer
(FRAP) a montré que la plupart des extraits exhibent un pouvoir antioxydant important,
toutefois, I’extrait méthanolique a donné les meilleurs résultats avec tous les paramétres
étudiés.

Ces résultats restent préliminaires et nécessitent des études complémentaires
approfondies a différents niveaux de I’approche a travers une caractérisation fine et poussée
de ces extraits par d’autres techniques telles que la CPG/SM ou HPLC/SM afin de bien
établir une relation structure-activité. Il s’avére aussi intéressant d’évaluer des autres
activités biologiques de la plante (activité antimicrobienne, anti-inflamatoire, anti-

hémolitique et anti-diabétique).
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Courbe d'étalonnage pour dosage des caroténoides
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Résumeés

Olea euroapaea, ¢’est une plante vivace connue depuis 1’antiquité et présente plusieurs

vertus médicinales.

L’objectif de notre travail est de quantifier la teneur en substances bioactives ;
polyphénols, flavonoides, tanins condensés, pigments chlorophylliens, caroténoides et
d’évaluer I’activité antioxydante in-vitro des extraits des feuilles de Olea europaea L. var.
sylvestris. L’activité antioxydante a été évaluée en utilisant les tests suivant : la capacité
antioxydante totale (TAC), le Piégeage du radical DPPH et le pouvoir réducteur de fer
(FRAP).

L’¢étude physicochimique a révélé que notre échantillon contient environ 8,23%

d’eau, 3,51% des sels minéraux et 2,81 % de matiére grasse.

L’¢échantillon a été soumis a une macération dans trois extraits de polarité différente ;
le méthanol, 1’acétone et 1’éthanol. Les rendements obtenus sont respectivement de 35%,
36,98% et 37,65%.

L’analyse phytochimique des trois extraits a montré la richesse de cette espece en
métabolites secondaires et particulierement en polyphénols (139,36 + 0,75 pg EAG/mg ES)
pour I’extrait acétonique, (129,09 + 1,75 pg EAG/mg ES) pour I’extrait éthanolique
et (150,20 + 0,72 pg EAG/mg ES) pour I’extrait methanolique) et flavonoides (16,74 + 0,64,
12,36 + 0,39 et 10,21 + 0,80 pg EAG/mg ES) pour I’extrait méthanolique, acétonique et

éthanolique, respectivement.

Les feuilles d’Olea europaea ont révélé une activité antioxydante importante avec une
capacité antioxydante totale (EC50) de 1’ordre de (150,49 + 2,46, 131,03 £ 1,54 et 141,03 +
2,35 ug EAA/mg ES), une activité réductrice de fer de I’ordre de (0,83, 2,16 et 1,47 mg/ml)
et 1C50 de piégeage de DPPH est estimé a (0,56, 0,60 et 0,61 mg/ml), respectivement, pour

I’extrait méthanolique, éthanolique et acétonique.

On peut considérer le méthanol comme le meilleur solvant d’extraction des composés
phénoliques d’Olea europaea et par conséquent 1’extrait méthanolique est doué de la

meilleure capacité antioxydante.

Mots clés : Olea europaea L. var. sylvestris, polyphénol, flavonoides, activité
antioxydante, TAC, DPPH, FRAP.



Abstract

Olea europaea is a perennial plant known since antiquity and has several medicinal

virtues.

The objective of our work is to quantify the content of bioactive substances;
polyphenols, flavonoids, condensed tannins, chlorophyll pigments, carotenoids and to
evaluate the antioxidant activity in-vitro of the extracts of Olea europaea L. var. sylvestris
leaves. The antioxidant activity was evaluated using the following tests: total antioxidant

capacity (TAC), DPPH radical scavenging and iron reducing power (FRAP).

The physicochemical study of the plant powder revealed that our sample contains
about 8.23% of water, 3.51% of mineral salts and 2.81% of fat.

The sample was subjected to maceration in three extracts of different polarity;
methanol, acetone and ethanol. The yields obtained are respectively 35%, 36.98% and
37.65%.

The phytochemical analysis of the three extracts showed the richness of this species in
secondary metabolites, particularly in polyphenols (150.20 + 0.72 pg EAG/mg DE for the
methanolic extract, 139.36 + 0.75 pg EAG/mg DE for the acetonic extract and 129.09 + 1.
75 pg EAG/mg DE for the ethanolic extract) and in flavonoids (16.74 + 0.64, 12.36 + 0.39
and 10.21 + 0.80 ug EAG/mg DE) for the methanolic, acetonic and ethanolic extracts,

respectively.

Olea europaea L. leaves revealed significant antioxidant activity with total antioxidant
capacity in the range of (150.49 + 2.46 ; 131.03 + 1.54 ; 141.03 = 2. 35 ug EAA/mg DE),
iron reducing activity (EC50) in the range of (0.83 ; 2.16 ; 1.47 mg/ml) and IC50 of DPPH
scavenging test is estimated at (0.56 ; 0.60 ; 0.61 mg/ml ), respectively, for methanolic,
ethanolic and acetonic extract.

Methanol can be considered as the effective solvent for the extraction of phenolic
compounds from Olea europea L. and consequently the methanolic extract is endowed with

the strongest antioxidant capacity.

Keywords: Olea europaea L. var. sylvestris, polyphenol, flavonoids, antioxidant
activity, TAC, DPPH, FRAP.
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Résumés

Olea europaea, c’est une plante vivace connue depuis I’antiquité et présente plusieurs vertus médicinales.
L’objectif de notre travail est de quantifier la teneur en substances bioactives ; polyphénols, flavonoides, tanins condensés,
pigments chlorophylliens, caroténoides et d’évaluer I’activité antioxydante in-vitro des extraits des feuilles de Olea
europaea L. var. sylvestris. L’activité antioxydante a été évaluée en utilisant les tests suivants : la capacité antioxydante
totale (TAC), le Piégeage du radical DPPH et le pouvoir réducteur de fer (FRAP). L’étude physicochimique a révélé que
notre échantillon contient environ 8,23% d’eau, 3,51% des sels minéraux et 2,81 % de matiére grasse. L’échantillon a
été soumis a une macération dans trois extraits de polarité différente ; le méthanol, ’acétone et I’éthanol. Les rendements
obtenus sont respectivement de 35%, 36,98% et 37,65%. L’analyse phytochimique des trois extraits a montré la richesse
de cette espéce en métabolites secondaires et particulierement en polyphénols (139,36 + 0,75 ug EAG/mg ES) pour
I’extrait acétonique, (129,09 + 1,75 pg EAG/mg ES) pour I’extrait éthanolique et (150,20 + 0,72 pg EAG/mg ES) pour
I’extrait methanolique) et flavonoides (16,74 + 0,64, 12,36 + 0,39 et 10,21 + 0,80 pg EAG/mg ES) pour I’extrait
méthanolique, acétonique et éthanolique, respectivement. Les feuilles d’Olea europaea ont révélé une activité
antioxydante importante avec une capacité antioxydante totale (EC50) de I’ordre de (150,49 + 2,46, 131,03 + 1,54 et
141,03 £ 2,35 ug EAA/mg ES), une activité réductrice de fer de ’ordre de (0,83, 2,16 et 1,47 mg/ml) et IC50 de piégeage
de DPPH est estimé & (0,56, 0,60 et 0,61 mg/ml), respectivement, pour ’extrait méthanolique, éthanolique et acétonique.
On peut considérer le méthanol comme le meilleur solvant d’extraction des composés phénoliques d’Olea europaea et
par conséquent I’extrait méthanolique est doué de la meilleure capacité antioxydante.

Mots clés : Olea europaea L. var. sylvestris, polyphénol, flavonoides, activité antioxydante, TAC, DPPH,
FRAP.

Abstract

Olea europaea is a perennial plant known since antiquity and has several medicinal virtues. The objective of our
work is to quantify the content of bioactive substances; polyphenols, flavonoids, condensed tannins, chlorophyll pigments,
carotenoids and to evaluate the antioxidant activity in-vitro of the extracts of Olea europaea L. var. sylvestris leaves. The
antioxidant activity was evaluated using the following tests: total antioxidant capacity (TAC), DPPH radical scavenging
and iron reducing power (FRAP). The physicochemical study of the plant powder revealed that our sample contains about
8.23% of water, 3.51% of mineral salts and 2.81% of fat. The sample was subjected to maceration in three extracts of
different polarity; methanol, acetone and ethanol. The yields obtained are respectively 35%, 36.98% and 37.65%. The
phytochemical analysis of the three extracts showed the richness of this species in secondary metabolites, particularly in
polyphenols (150.20 + 0.72 ug EAG/mg DE for the methanolic extract, 139.36 + 0.75 ug EAG/mg DE for the acetonic
extract and 129.09 + 1. 75 ug EAG/mg DE for the ethanolic extract) and in flavonoids (16.74 + 0.64, 12.36 + 0.39 and
10.21 £ 0.80 pg EAG/mg DE) for the methanolic, acetonic and ethanolic extracts, respectively. Olea europaea L. leaves
revealed significant antioxidant activity with total antioxidant capacity in the range of (150.49 + 2.46 ; 131.03 + 1.54 ;
141.03 £ 2. 35 ug EAA/mg DE), iron reducing activity (EC50) in the range of (0.83 ; 2.16 ; 1.47 mg/ml) and IC50 of
DPPH scavenging test is estimated at (0.56 ; 0.60 ; 0.61 mg/ml ), respectively, for methanolic, ethanolic and acetonic
extract. Methanol can be considered as the effective solvent for the extraction of phenolic compounds from Olea europaea
L. and consequently the methanolic extract is endowed with the strongest antioxidant capacity.

Keywords: Olea europaea L. var. sylvestris, polyphenol, flavonoids, antioxidant activity, TAC, DPPH, FRAP.
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