P E RN E PR E TR
République Algérienne Démocratique et Populaire
alal) Sl g Mall el 3 ) 3 5
Ministére de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
N T2R0e 5 T e oY) ol dese daala
Faculté SNVSTU BBA Université Mohamed El Bachir El Ibrahimi B.B.A.

u‘jsj‘j UA‘)Y‘ e}l{‘,} EL:IAM} @H‘ ?Jk‘ Z\:JS BORD] BOTUARRERIDT
Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie et des Sciences de la Terre et de I’Univers
n gl o lall o

Département des Sciences Biologiques

LIBRAHIMI

Mémoire

En vue de ’obtention du Diplome de Master

Domaine : Sciences de la Nature et de la Vie

Filiére : Sciences Alimentaires
Spécialité : Qualité des Produits et Sécurité Alimentaire

Theéme :

Caractérisation phytochimique des feuilles d’olivier de quelques
variétés locales.

Présenté par :
BOUCHAKOUR Zina

Devant le jury :

Nom, Prénom Grade Affiliation
Président : M" TOUATI Noureddine MCA Faculté SNV-STU, Univ. Bordj Bou Arreridj
Encadrant : M" GUISSOUS Mokhtar MCB Faculté SNV-STU, Univ. Bordj Bou Arreridj
Examinateur: M' BENYOUCEF Nabil MCB Faculté SNV-STU, Univ. Bordj Bou Arreridj

Année universitaire : 2021/2022




REMERCIMENTS

Tout d’abord, je remerciais le bon DIEU le tout puissant de m’avoir donné
la force, la volonté et le courage pour mener ce travail.

Au moment ou s’acheve ce travail, permette-moi de remercier du fond du
coeur, M" TOUATI Noureddine de m’a fait [’honneur de présider le jury de cette
soutenance.

Je remerciais mon promoteur M GUISSOUS Mokhtar qui m avoir accepté
de m’encadrer.

Mes profonds remerciements vont également a M BENYOUCER Nabil
d’avoir accepté d’examiner et de participer au jury de ce travail, et pour ses
conseils avisés et ses suggestions.

Mes remerciements s’adressent a M MEKHOUKH Nasreddine chef des
laboratoires, pour sa disponibilité et ses conseils. Et au [’ensemble du personnel
des laboratoires.

A tous ceux et toutes celles qui, pendant ce temps de travail, m’a dirigée,

soutenue, aidée et encouragée.



DEDICACE

Je dédie ce travail a mes parents.

Ma mere, mon trésor, a tes beaux yeux a ton tendre coeur.
Mon pere, ma force et ma fierté.
A ma trés chére sceur et mes trés chers fréres.
A mes meilleures amies.
Vous étes une source d’inspiration.

Merci d’étre toujours la pour moi.



Table des matiéres
Table des matiéres
Liste des abréviations
Liste des tableaux

Liste des figures

INErOAUCHION ... e 1

Chapitre I : Matériel et Méthodes

1. Zone d’€chantillonnage ............oiiiiiiii e 3
2. Etude morphologique des feuilles d’0livier...........ccoiiiiiiiii e, 4
3. Préparation du matériel vegetal......... ..ot 5
4. Analyses phySiCO-ChIMIQUES. ... ..ouuiieiitt ittt ee e, 6
4.1. Teneur en humidite. ..o e 6
4.2, TENEUT €N CONATE ...ttt et et eae e 6
4.3. TENEUT €N MALIETE GTASSC. .. uvturtententtententett et enteaae et eate et eeeateeneeneeaneeneennns 6
5. Préparation des EXIraIlS. . ..o..eeet ettt ettt et 7
5.1. Calcul de rendement. .. ..o 7
6. Analyse phytoChIMIQUES. .........oiiiiii e e eaaas 9
6.1. Dosage des polyphénols. ...... ..o 9
6.2. Dosage des flavonoides. .........o.oieiiiii e 9
6.3. D0SAZE eS8 1ANINS. ...ttt ettt e e e 9
6.4. Dosage des carot€noides. ... ...ovuuiiiiii i e 10
6.5. Dosage des pigments chlorophylliens ... 10
7. ACtIVILE antiOXYAANTES. .. .ueit ittt e 10
7.1. Capacité antioxydante totale (TAC) ....c.ovinii e .10
7.2. Activité antioxydante (DPPH)........ ..o 11

Chapitre II : Résultats et discussion

1. Etude morphologique des feuilles d’olivier.............coviiiiiiiiii e 12
2. Analyses phySICOChIMIQUES ......ouuiitiiit i e e e e e e 13
2.1. Humidité des feuilles d’OlIVIeT .........oouiniiiiii e 13
2.2, TaUX A CONATES. ... ueteie et e e 14
2.3. Teneur €N MAtICTE GIaSSE. .. .uuueenteentteenee et etee et etee e eneeaneeeeeenneeaneeenns 15
3. Rendement A’ eXtraCtion. . ....u.ute ettt ettt et e et et e e e e e e e e 16
4. Analyses phytOChIMIQUES. ......oouiintitt it e e e aaee e 17
4.1. Teneur en polyphénols...........cooiiiiiiiii e 17

4.2, Teneur €n flavonoides. .. ..o e, 18



4.3, TENEUL €1 TANINS . - oo et ettt e et ettt e, 19

4.4. Teneur en Carot@NOTAES. .. ..o.ueuett ettt 20
4.5. Teneur en pigments chlorophylliennes................ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiians 21
5. ACtIVItES antiOXYdanteS. ...ttt e 22
5.1. Activité antioxydante total TAC. ... e, 22
5.2. Piégeage duradical libre (DPPH)........oiiiniiiiiii i e 23
COoNCIUSION ... .o e 24

Références bibliographiques
Annexes

Résumé



Liste des abréviations :
DPPH : 2,2- diphényle-1-picrylhydrazyl.
E B-C : Etalonnage de la B-caroténe.
E : Prise d’essai.
EAA : Equivalant acide ascorbique
EAG : Equivalant acide gallique.
EQ : Equivalant quercétine.
ES : Extrait sec.
H : Taux d’humidité. (%)
LT.A.F.v : Institut Technique des Arbres Fruitiers et de la Vigne.
ICso : Concentration inhibitrice a 50%.
MG : Teneur en maticre grasse en (%).
Pf: Poids final.
Pi: Poids initial.
TAC : Capacité antioxydante totale.
Vit C : Acide ascorbique



Liste des tableaux :
Tableau 1 : Différentes caractéres morphologiques des feuilles d’oliviers.

Tableau 2 : Morphologie des feuilles d’olivier.



Liste des figures :
Figure 1 : Localisation géographique de la zone d’échantillonnage (Google maps).
Figure 2 : Différentes formes des feuilles d’oliviers. (Mendil et Sebai, 2006).
Figure 3 : Différentes courbures longitudinales du limbe des feuilles d’oliviers. (Mendil et
Sebai, 2006).
Figure 4 : Schéma du protocole d’extraction.
Figure S : Humidité des feuilles d’olivier.
Figure 6 : Taux de cendres.
Figure 7 : Teneur en maticre grasse.
Figure 8 : Rendement d’extraction.
Figure 9 : Teneur en polyphénols.
Figure 10 : Teneur en flavonoides.
Figure 11 : Teneur en tanins.
Figure 12 : Teneur en caroténoides.
Figure 13 : Teneur en pigments chlorophylliennes.
Figure 14 : Activité antioxydante total TAC.
Figure 15 : Piégeage du radical libre (DPPH).



INTRODUCTION



Introduction

Introduction :

L'oléiculture et l'0léologie ont profondément évolués ces derni¢res décennies. Cette
évolution a notamment entrainé des modifications importantes a tous les niveaux de la filicre
oléicole (Roussos et al., 2009). L’olivier, Olea europaea L est I’'un des plus importants arbres
fruitiers dans les pays méditerranéens. L’olive, I’huile d’olive et les feuilles d’olivier ont une
riche histoire nutritionnelle et médicinale (Ghanbari et al.,, 2012) ; qui rend leurs études trés
intéressantes dans les domaines de la santé et de 1’industrie agroalimentaire (Aouidi, 2012).

L’ol¢éiculture algérienne présente une diversité importante des variétés dont la superficie
cultivée est déterminée par 471,657 ha (ONFAA, 2016). Les différentes variétés sont cultivées
généralement dans les régions cotieres de 1’Algérie. Plus de 150 variétés locales d’olivier ont
¢été recensées (Douzane et al., 2012). Ce nombre peut étre 1égérement élevé car le catalogue de
I’Institut Technique des Arbres Fruitiers et de la Vigne (ITAFV) ne décrit que 36 variétés et
seules cinq variétés parmi les suivants (Azeradj, Blanquette de Guelma, Chemlal, Limli et
Sigoise) sont incluses dans le catalogue mondial des variétés d’olive (2000). La majorité (75%)
de la surface oléicole nationale est plantée de trois variétés : Chemlal (40%), Sigoise (25%) et
Azeradj (10%). Chemlal et Azeradj sont situés au centre et a ’est d’Algérie (région de la
Kabylie) tandis que Sigoise est a I’ouest (Louadj et Giuffre, 2010).

La production principale de l'industrie ol¢icole mondiale est 1'huile (huile d'olive
vierge et huile de grignons) qui a été de 2.867.200 tonnes pour année 2008-2009. (Roussos et al.,
2009). Les pays méditerranéens fournissent 98% de la production mondiale d’olive (Pereira et
al., 2007). Les oliviers sont cultivés pour leurs fruits, qui sont utilisés pour I’extraction de I’huile
d’olive. Les parties restantes de 1’olivier sont considérés comme sous-produits. Les principaux
sous-produits sont les feuilles et les branches. La récolte produit en moyenne 25kg/année de
feuilles par olivier. Les feuilles d’olivier représentent 3 a 5% de la biomasse totale transformée

dans I’industrie d’oléiculture (El et Karakaya, 2009).

Les feuilles et les branches sont les plus importants sous-produits qui constituent une
riche source de substances bioactives. On se concentre de plus en plus sur I’exploration de la
composition chimique détaillée des sous-produits afin de récupérer leurs bioactifs et
d’apprendre la bonne exploitation pour leurs applications pharmaceutiques ou diététiques
(Souilem et al., 2016). Les sous-produits gaspillés peuvent produire des composants bioactifs

similaire ou plus élevé que le produit final (Ayala et al., 2011).

Les feuilles d’olivier sont généralement briilées ou broyées avec les branches lors de la

récolte et sont ensuite jetées directement comme sous-produits, causant potentiellement des
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dommages environnementaux et gaspillage d’une ressource, par conséquent, la valorisation de

ce sous-produit est nécessaire. (Romero et al., 2014).

L’objectif de ce travail consiste a la caractérisation morphologique, physico-chimique,
phytochimique et 1’activité¢ antioxydante des feuilles de différentes variétés d’oliviers de la
collection variétale de I'I[TAFv de Sidi Aiche : Abani, Aghenfas, Aimel, Limli et une variété

inconnue.
Le présent document sera structuré en 3 grandes parties :

» Une introduction générale présentant la problématique du sujet traité.
» La deuxi¢me partie traite la méthodologie du travail suivie et le matériel utilisé.
» La troisiéme partie mettra en lumiére les résultats obtenus avec leurs interprétations.

Enfin on termine par une conclusion générale, résumant I’ensemble des résultats expérimentaux

obtenus au cours de ce travail et quelques perspectives.
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1. Zone d’échantillonnage :

Les feuilles de différentes variétés d’oliviers : Abani, Aghenfas, Aimel, une variété
inconnue et Limli ont été récoltées au mois de Mars 2022 au niveau de la collection variétale

de I'ITAFV de Takerietz commune de Souk Oufella, Wilaya de Bejaia, Algérie.
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Figure 1 : Localisation géographique de la zone d’échantillonnage (Google maps)
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2. Etude morphologique des feuilles d’olivier :

Les caractéres morphologiques ont été structurés a partir de descripteurs qualitatifs et de

descripteurs quantitatifs (Mendil et Sebai, 2006).

Tableau 1 : Différentes caractéres morphologiques des feuilles d’oliviers.

Différents caractéres morphologiques de la feuille

Caracteéres quantitatifs

Longueur

Réduite (<5 cm)

Moyenne (5-7 cm)

Elevée (>7 cm)

Largueur

Réduite (<1 cm)

Moyenne (1-1.5 cm)

Elevée (>1.5 cm)

Forme

Elliptique (L/1 <4)

Elliptique-lancéolée (L/1
entre4-6)

Lancéolée (L/1 >6)

Caracteres qualitatifs

Courbure longitudinale du limbe

Epinastique

Plane

Hyponastique

Hélicoidale
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Figure 2 : Différentes forme des feuilles d’oliviers. (Mendil et Sebai, 2006).

Figure 3 : Différentes courbures longitudinales du limbe des feuilles d’oliviers. (Mendil et
Sebai, 2006).

3. Préparation du matériel végétal :

Cette étude a été réalisée sur les feuilles d’olivier de cinq variétés algériennes :
Abani, Aghenfas, Aimel, Limli et une variété inconnue.

Pour la préparation du matériel végétal ; les feuilles ont étés séchées a 1’air libre a 1’abri de
la lumiére et de I’humidité, puis dans I’étuve a 40°C, et on pése jusqu’a la masse est constante.
Ensuite les feuilles ont étés stockées dans des sacs en papier (papier kraft) a température
ambiante jusqu’a leurs utilisations.

Aprés le séchage, les échantillons secs obtenues ont été broyés a 1’aide d’un broyeur
¢lectrique de type Moulinex 240 V jusqu’a I’obtention d’une poudre trés fine. Le tamisage de

la poudre a été effectué a I’aide un tamis de 0.2 um.
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La poudre a été conservée dans un papier kraft alimentaire, dans un espace sec et a 1’abri

d’humidité.

4. Analyses physico-chimiques :

4.1. Teneur en humidité :

On pése 30 feuilles d’oliviers de chaque variété, on les met dans 1’étuve a 105°C pendant 2
heures, on les enléve et on les met dans le dessiccateur et on pése encore. On répéte cette
opération jusqu’a la masse des feuilles d’oliviers est constante.

Le pourcentage d’humidité relative au poids est calculé par la formule suivante :
H% =[(M-M’)/ M] x 100%
Dont :
H%= taux d’humidité en pourcentage
M= la masse d’échantillon fraiche.

M’= la masse d’échantillon séche.

4.2. Teneur en cendre :

Dans un creuset préalablement taré, on met 1g de la poudre des feuilles d’oliviers et on le
placer dans le four a moufle a 550°C pendant 6h jusqu'a combustion compléte de la maticre
organique et obtention d’une masse de cendres on laisse refroidir dans un dessiccateur et on
pése la masse du cendres obtenus.

La teneur en cendre est calculée selon la formule suivante :
T% = [(Ms—M1) / M2] x 100

Dont :

T= la teneur en cendre en pourcentage

M. = la masse de creuset vide

M.= la prise d’essai

M= la masse de creuset + cendre

4.3. Teneur en matiére grasse :

L’extraction au Soxhlet est la méthode de référence utilisée pour la détermination de la
concentration de la matieére grasse dans les aliments ou les végétaux solides déshydratés. On
pése 5g de la poudre et on place cette derni¢re dans une capsule de cellulose. L’échantillon est
extrait en continu par 150 ml de cyclo hexane qui dissout graduellement la matiere grasse. Le

solvant contenant la matiére grasse retourne dans le ballon par déversements successifs causés
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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
I’extraction terminée, I’éther est évaporé, généralement sur un évaporateur rotatif, et la maticre
grasse est pesée (AOCS, 1990).

La teneur en matiere grasse est déterminée selon la formule suivante :

MG (%) = (Pf- PV/E) x100

Dont :

MGY%-= la teneur en matiere grasse en pourcentage.

Pf= poids de ballon + matiere grasse.

Pi= poids de ballon vide.

E= prise d’essai.

5. Préparation des extraits :

Pour préparer I’extrait éthanolique de la poudre des feuilles d’olivier ; on a utilis¢ la méthode
de I’extraction par macération sous agitation, qui nous permet d’extraire les constituants de la
poudre.

Dans un erlenmeyer on met 5g de la poudre et on ajoute 75ml d’éthanol 70% et on le met
sur I’agitateur pendant 3h, puis sur papier filtre on filtre le mélange. On met le filtrat dans le
réfrigérateur et on récupére le filtré en ajoutant le méme volume de solvant pour faire une 2™
macération dans les mémes conditions. Aprés la 2°™ filtration on mélange les deux filtrats et
on I’évapore a 1’aide d’un rota-vapeur, I’extrait obtenu et séché dans I’étuve a 40°C pendant
48h.

5.1. Calcul de rendement :

Le rendement de l'extraction est exprimé en pourcentage selon la formule suivante (Falleh et
al., 2007) :
R% = (Mi/M2) x 100
Dont :
R%= le rendement d’extraction.
M= la masse d’extrait sec.

M:= la masse de la prise d’essai de poudre.
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5g du matériel végétale
(poudre) + 75ml d’éthanol

l

Agitation pendant 3h a I’obscurité

_—

3h a I’obscurité

Deuxieme
filtration

[ Agitation pendant

[ M¢élange des deux filtrats ] —[ Filtrat ] [ Débris cellulaire ]

Evaporation a I’aide
d’un rota-vapeur

!

{ Séchage a I’étuve a 40c®

l

Extrait éthanolique

Figure 4 : Schéma du protocole d’extraction.
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6. Analyse phytochimiques :
6.1. Dosage des polyphénols :

Le contenu en phénols totaux des extraits a été déterminé en utilisant le protocole décrit par
(Singleton et Rossi., 1965). 1 ml de réactif de Folin-Ciocalteau (10 fois dilu¢) est ajouté a 200 ul
de chaque extrait et au standard avec des concentrations convenables. Apres 4 min, 800 pl d’une
solution de carbonate de sodium (7,5%) est additionnée au milieu réactionnel. Aprés 2 heures
d’incubation a température ambiante 1’absorbance est mesurée a 760nm. La concentration des
polyphénols est calculée a partir de I’équation de régression de la gamme d’étalonnage établie
avec I’acide gallique (0-160 pg/ml) et est exprimée en pug équivalent d’acide gallique par
milligramme d’extrait (ug EAG/mg d’extrait sec). Le témoin est préparé en mélangeant 0,2 ml
d’éthanol avec 1ml du réactif de Folin-Ciocalteu et 0,8 ml de solution de carbonate de sodium.
Une courbe d’étalonnage est réalisée dans les mémes conditions en utilisant I’acide gallique
comme standard afin de déterminer les concentrations en phénols totaux des extraits exprimées

en mg équivalent d’acide gallique/g d’extrait sec.

6.2. Dosage des flavonoides :

L’estimation de la teneur en flavonoides totaux contenus dans les extraits des feuilles
d’olivier est réalisé par la méthode citée par (Jain et al., 2001).

A un volume de 1 ml d’extrait on ajoute 1 ml d’une solution de chlorure d’aluminium
(AICl5) a 2%. On laisse incuber pendant 1h a température ambiante. L’absorbance est lue a 430
nm au spectrophotometre. La méme opération est réalisée avec la quercétine a la place de
I’extrait. Le blanc est préparé en remplagant I’extrait par le solvant d’extraction. Toutes les
opérations sont réalisées en triplicata. Les concentrations des flavonoides contenus dans les
extraits de la poudre des feuilles d’olivier sont calculées en se référant a la courbe d’étalonnage
obtenue avec la quercétine comme standard, les résultats sont exprimés en mg équivalent de

quercétine/g d’extrait sec.

6.3. Dosage des tanins :

Le dosage des tanins a été effectué par la méthode de la vanilline en milieu acide (Sun et
al.,1998) (Oyedmi et Afolayan, 2011). Un volume de 0,5 ml de la solution d’extrait (Smg/ml) est
mélangé avec 3 ml de la solution de vanilline (4%), préalablement préparée dans du méthanol,
et 1,5 ml d’HCI (37%). Le mélange est bien agité, puis incubé pendant 30 min a température

ambiante. L absorbance est lue a 500 nm. Le blanc est préparé en mélangeant 0,5 ml d’éthanol
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avec 3 ml de la solution de vanilline 4% et 1,5 ml d’HCI. Toutes les opérations sont réalisées
en triplicata. La concentration des tanins est déterminée en se référant a la courbe d’étalonnage
obtenue en utilisant la catéchine comme standard. Les résultats sont exprimés en mg équivalent
catéchine/g Extrait.

6.4. Dosage des caroténoides :

Pour extraire et doser les caroténoides dans les feuilles d’olivier 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, acétone, éthanol) Apres agitation pendant 15 min, le
mélange est centrifugé a 4500 tours/min pendant 15min. 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 spectrophotometre a 450 nm. Les résultats sont exprimés en microgramme
équivalant de B-caroténe par milligramme de matiere végétale seche en se référant a la courbe

d'étalonnage de la B-caroténe (ug E B-C /mg MS).

6.5. Dosage des pigments chlorophylliens :

Les teneurs en B-caroténe, lycopene et chlorophylle de I’extrait ont été déterminées selon
(Nagata et Yamashita1992). 50 mg de I’extrait est ajouté a 10 ml d’un mélange acétone et hexane,
puis agité ensuite filtrer a travers un papier Whatman N°4. L’absorbance du filtrat a été¢ mesurée
a différentes langueurs d’onde : 453 nm, 505 nm, 645 nm et 663 nm.

La teneur en pigments a été calculée suivant les équations indiquées ci-dessous et les
résultats sont exprimés en milligramme de chlorophylle, caroténoides ou 3-caroténe /g d’extrait
sec.

Chlorophylle a (mg/100ml) = 0.999 A663 — 0.098 A645

Chlorophylle b (mg/100ml) =- 0.328 A663 + 1.77 A645

Lycopéne (mg/100ml) =-0.458 A636 + 0.204 A645 + 0.372 A505 -0.0806 A453
B-caroténe (mg/100ml) = 0.216 A636 — 1.22 A645 -0.403 A505+ 0.452 A453

7. Activité antioxydantes :

7.1. Capacité antioxydante totale (TAC) :

La capacité antioxydante totale (TAC) des feuilles de I’olivier a été réalisée par la méthode
de phosphomolybdéne (Prieto et al, 1999). Le protocole consiste a mélanger dans des tubes a

essais un volume de 0.3 ml de chaque extrait avec 3 ml de solution qui contient 1’acide

10



Chapitre I Matériel et méthodes

sulfurique, du phosphate de sodium et du molybdate d’ammonium. On agite les tubes et on
I’incube au bain-marie a 95°C pendant 90 minutes. Aprés refroidissement, on mesure
I’absorbance & 695 nm. Dans les mémes conditions on réalise une courbe d’étalonnage en
utilisant 1’acide ascorbique comme un contrdle. Les résultats obtenus sont exprimés en
microgrammes (ug) €équivalent d’acide ascorbique par milligramme d’extrait seéche (ug

EAA/mg ES).

7.2. Activité antioxydante (DPPH) :

La capacité de piégeage des extraits de la poudre des feuilles d’olivier pour réduire le radical
libre stable 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) a été évaluée selon la méthode décrite par
(Boumerfegue et al., 2012). Le DPPH a ét¢ dissout dans 100 ml de méthanol pour préparer une
solution mere, la solution étalon de travail a été préparée en diluant la solution mere de DPPH
avec du méthanol pour obtenir une absorbance de (0,98 = 0,02) a 517 nm.

Un volume de 100ul de chaque extrait a différentes concentrations a été ajouté a 2,5ml de
solution méthanolique de DPPH diluée. Le mélange a été agité et maintenu dans l'obscurité
pendant 30 minutes, I'absorbance de la solution résultante a été mesurée a 517 nm. Un contrdle
est préparé en remplagant la solution d’extrait par le méthanol. Le blanc pour chaque extrait est
préparé en mélangeant 2,5 ml de méthanol avec 100 pl de solvant d’extraction. Toutes les

opérations sont réalisées en triplicata.
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Chapitre 11

Résultats et discussion

1. Etude morphologique des feuilles d’olivier :

Tableau 2 : Morphologie des feuilles d’olivier.

Pétiole | Couleur | Limbe | Longueur | Largueur Forme (L/1)
(nm) (L) mm (I) mm
Abani 3.81 | Vertjaune | Plan 62.16 12.58 4.94
(Elliptique-Lancéolée)

Aghenfas | 3.50 | Vert jaune | Plan 41.45 11.85 3.49 (Elliptique)

Aimel 1.50 Vert bleu Plan 78.08 28.01 2.78 (Elliptique)
Inconnue | 4.82 Vert jaune | Plan 83.88 12.01 6.98 (Lancéolée)

Limli 1.45 Vert bleu Plan 42.24 11.63 3.63 (Elliptique)

D’aprés les résultats obtenus de cette étude on remarque qu’il existe une différence de

dimensions entre les feuilles des especes échantillonnées. Selon Greg et al. (2012) et (Sbeiti, 2016) ;

les changements climatiques et les facteurs écologiques entrainent des changements adaptatifs

au sein des especes et influent sur la morphologie de I’olivier et des feuilles d’olivier.

La différence est aussi présente au niveau de la composition chimique des feuilles d’oliviers

qui varie en fonction de plusieurs conditions telles que 1’origine, les conditions climatiques, les

conditions de stockages et la teneur en humidité (Sabry, 2014).

2. Analyses physicochimiques :

2.1. Humidité des feuilles d’olivier :

60

Humidité%

50 46,07+0,80 46,49+1,10
I 43,65+0,74 I

39,66+0,81 I
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20
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Aghenfas Aimel Abani Limli

Figure S : Humidité des feuilles d’olivier.
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L’analyse de la teneur en humidit¢é mesure le pourcentage d’eau dans les plantes
aromatiques et médicinales supposant qu’il est calculé pour développer des méthodes de
conservation et pour améliorer leurs conditions de croissance. L’humidité des feuilles d’olivier
varie d’une variété a une autre et d’'une région a une autre, car elle est affectée par la température
ainsi que par les facteurs de sol.

Les résultats obtenus montrent que 1’humidité des feuilles d’olives est variable selon les
variétés, dont le pourcentage le plus élevé d’humidité est celle de la variété Limli (46.49%+1.1)
suivi respectivement par ordre décroissant par les variétés : Aimel (46.07%+0.80), Abani
(43.65%+0.74), la variété inconnue (42.54%+0.82) et Aghenfas pour le pourcentage le plus bas
(39.66%=0.81).

Ces valeurs sont inférieures a celles obtenus par Boudhioua et al. (2008) dans les variétés

tunisiennes a savoir : Chemlali (49,75%), Chemchali (49,50%) et Chetoui (48,18%).

2.2 Taux de cendres :

? 12
©
C
(O]
o 10 9,1210,31
3 7,61£0,12
6,58T0,] 8 I 6,81I0,15
6 4,81I0,02
4
2
0 les variétés
Aghenfas Aimel Abani Limli Inconnue

Figure 6 : Taux de cendres.

L’analyse du taux en cendres exprime la quantité totale des sels minéraux existant dans la
poudre de la plante. Les normes décrites dans la pharmacopée européenne ; le taux en cendre
doit étre inféricurs a 14% (Fattah, 2019).

Les résultats obtenus montrent que le pourcentage des sels minéraux est variable selon les
variétés, dont le pourcentage le plus élevé est celui de la variété Limli (9.12%+0.31) suivi
respectivement par ordre décroissant par les variétés : Abani (7.61%=0.12), La variété inconnue

(6.81%=0.15), Aimel (6.58%=+0.18) Et Aghenfas pour le pourcentage le plus bas (4.81%+0.02).
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Ces valeurs sont supérieures a celles obtenues par (Boudhioua et al.,2008) dont : Chemlali
(4,45%), Chétoui (2,97%), Chemchali (2,90%) et Zarrazi (2,86%).
Alors qu’ils sont concordants avec les résultats de (Bahloul et al., 2014) qui variée entre 6,60%

jusqu’a 9,82%.

2.3 Teneur en matiére grasse :

18
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14 12,75+0,54
12 11,1T0,53
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Figure 7 : Teneur en matire grasse.

L’analyse physico-chimique de la mati¢re végétale montre que la teneur en maticre grasse
est variable selon les variétés, dont le pourcentage le plus élevé est celui de la variété Aimel
(15,24%+0,47) suivi respectivement par ordre décroissant par les variétés: Abani
(12.75%+0.54), Aghenfas (11.12%=+0.53), Limli (10.45+0.20) et la variété inconnue pour le
pourcentage le plus bas (9,83%+0,22).

Ces valeurs sont supérieures a celles obtenues par (Bahloul et al., 2009) dont leurs résultats
sont variés entre 3,11%+0,26 pour la variété Chemlali ; et entre 3,87%=+0,53 pour la variété
Chétoui.

Ces résultats sont supérieurs a ceux obtenus par (Boudhioua et al.,2008), chez les variétés

Chemlali (1,05%), Zarrazi (1,30%), Chemchali (1,16%), Chétoui (1,23%).
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3. Rendement d’extraction :

35

29,75¢0.33 28,930,29
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Figure 8 : Rendement d’extraction.

Le rendement d’extraction repose sur plusieurs parametres : le solvant, le pH, la
température, le temps d’extraction et la composition de 1’échantillon (Santos et al, 2012). La
période et le lieu de récolte influent aussi sur le rendement d’extraction (Touaibia et al.,2014).

Les résultats obtenus montrent que I’extrait éthanolique des feuilles d’olivier représente un
rendement variable par rapport a la matiére végétale séche de chaque variété ; dont: le
pourcentage le plus élevé est celle de la variété Aghenfas (29.75%+0.33) suivi respectivement
par ordre décroissant par la variété inconnue (28.93%+0.29), Abani (26.43%+0.37), Aimel
(22.24%+0.26) et la variété Limli pour le pourcentage le plus bas (17.45%+0.36).

Ces valeurs sont concordantes avec les résultats de 1’extrait méthanolique des feuilles

d’Olea europaeca de (Lakache et al, 2019) qui représente un rendement de 26,96 %.
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4. Analyses phytochimiques :

4.1. Teneur en polyphénols :

500
450
400 371,5|?ﬁ3’24 363,8Tz2,52

404,3rc2,80
350 309,0Ti3,95

300
250

200 157,80-1,90
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100
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0 les variétés

teneur en polyphénols%

Aghenfas Aimel Abani Limli Inconnue

Figure 9 : Teneur en polyphénols.

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 (voir I’annexe figure 01), Les résultats obtenus sont exprimés en Microgramme d’acide
gallique par Milligramme de I’extrait séché (ug EAG/mg).

La concentration des polyphénols dépend de la variété, la zone de culture, I’age foliaire,
stade de développement foliaire et d’autres paramétres abiotiques (Petridis et al. 2012).

L’estimation quantitative des polyphénols montre que 1’extrait de 1’éthanol des feuilles
d’oliviers est riche en composés phénoliques, la teneur en polyphénols est variable selon les
variétés, dont la teneur la plus élevée est celle de la variété inconnue (404.37+2.80) suivi
respectivement par ordre décroissant par les variétés: Abani (371.5£3.24), Limli
(363.83+2.52), Aimel (309.04+3.95) et Aghenfas pour la teneur la plus bas (157.8+£1.90).

Nos résultats sont concordants avec ceux obtenus par (Addab et al., 2020) qui ont trouvés que
les teneurs en polyphénols de différentes variétés a partir de plusieurs régions d’Algérie a savoir
: Batna, Mila, Skikda, Biskra varie entre : (368,45 mg EAG/g) et (420,36mg EAG/g).

Nos résultats sont supérieurs a ceux obtenus par (Ben Salah et al.,2012) qui ont trouvés que la
teneur des composés phénoliques des feuilles d’olivier d’un extrait éthanolique varient entre
73.05 mg EAG/g pour la variété Sevillane et 144.19 mg EAG/g pour la variété Limouni.
IIs sont aussi supérieurs a ceux obtenus par (Lakache et al., 2019) qui ont rapportés que la teneur
des polyphénols de I’extrait de méthanol d’Olea europaea est 115,35 = 2,24 mg EAG/g

d’extrait. Et a ceux obtenus par (Nashwa et AbdelAziz, 2014) qui ont montrés que la teneur des
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polyphénols dans I’extrait méthanolique des feuilles d’Olea europaea est 90,48+0,16mgEAG/g.
Et & ceux obtenus par (Blasi F et al., 2016) qui ont montrés que la teneur en polyphénols de
quelques variétés Italiennes est variée entre 40.9 mg EAG/g pour la variété Frantoio et 66.6 mg

EAG/g pour la varité Dolce Agogia.

4.2. Teneur en flavonoides :
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S 40
o
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= 30 26,8T0,38
o
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Figure 10 : Teneur en flavonoides.

Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent de quercétine par gramme de
I’extrait sec (mg EQ/g ES) en se référant a la courbe d’étalonnage (voir I’annexe figure 02).

L’estimation quantitative des flavonoides montre que leur teneur est variable selon les
variétés, dont la teneur la plus élevée est celle de la variété inconnue (31.95+1.21) suivi
respectivement par ordre décroissant par les variétés : Abani (29.124+1.24), Limli (26.82+0.38),
Aimel (21.45+0.86) et Aghenfas pour la teneur la plus bas (18.64+0.57).

Nos résultats sont inférieurs a ceux obtenus par (Ben Salah et al.,2012) ont trouvés que la teneur
des flavonoides des feuilles d’olivier d’un extrait éthanolique varient entre 56 et 125 mg EQ/g.

Les teneurs en flavonoides existant dans nos variétés sont supérieures a celles obtenues par
(Lakache et al., 2019) ont rapportés que la teneur des flavonoides de 1’extrait de méthanol d’Olea
europaea est 7,19 = 0,19 mg EQ/g.

Nos résultats sont concordants avec ceux obtenus par (Nashwa et AbdelAziz, 2014) qui ont
montré que la teneur des flavonoides dans I’extrait méthanolique des feuilles d’Olea europaea

est 21,45+1,2 mg EQ/g.
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4.3. Teneur en tanins :

X 600
%]
£ 500,63+2,05
& 500
]
5 392,2%+1,14
- 400
3 325,1Ti2,93
C
(0]
= 300 242,58+1,96
196,17+1,49
200
100
0 les variétés
Aghenfas Aimel Abani Limli Inconnue

Figure 11 : Teneur en tanins.

Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent de quatéchine par gramme de
I’extrait sec (mg EQ/g ES) en se référant a la courbe d’étalonnage (voir I’annexe figure 03).

Nos résultats montrent que la teneur en tanins est variable selon les variétés, dont la
teneur la plus élevée est celle de la variété inconnue (500.64+2.05) suivi respectivement par
ordre décroissant par les variétés : Abani (392.25+1.14), Limli (325.16+£2.93), Aimel
(242.58+1.96) et Aghenfas pour la teneur la plus bas (196.12+1.49).

La teneur en tanins existant dans nos variétés sont supérieures a celles obtenues par
(Dekdouk et al., 2015) qui ont montré que la teneur en tanins est 20.08+3.12 pour la variété
Sigoise ; 86.86+8.74 pour la variété Leccino ; 81.28 + 10.69 pour la variété Chemlal et

57.51 = 5.54 pour la variété italienne Ogliarola.

4.4 Teneur en caroténoides :
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Figure 12 : Teneur en caroténoides.
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Les résultats sont exprimés en microgramme équivalant de B-caroténe par milligramme de
matiere végétale seche en se référant a la courbe d'étalonnage de la B-caroteéne (ug E B-C /mg
MS). (Voir I’annexe figure 04).

Nos résultats montrent que la teneur en tanins est variable selon les variétés, dont la teneur
la plus ¢élevée est celle de la variété inconnue (8.32+0.24) suivi respectivement par ordre
décroissant par les variétés : Abani (6.52+0.20), Limli (5.40+£0.23), Aimel (3.26+0.34) et
Aghenfas pour la teneur la plus bas (1.07+0.09).

La teneur en caroténoide existant dans nos variétés est supérieure a celles obtenues par
(Nashwa et AbdelAziz, 2014) qui ont montré que 1’extrait des feuilles d’olivier contient 2.705 +

1.18 mg/1 de caroténoide.

4.5 Teneur en pigments chlorophylliennes :
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Figure 13 : Teneur en pigments chlorophylliennes.

Les pigments chlorophylliens ont des propriétés antioxydantes (Ferruzzi et al., 2002). Et des
propriétés thérapeutiques en prévention et traitement du cancer (Inane, 2011).

La quantification des pigments chlorophylliennes dans les feuilles d’olivier de nos

variétés montre que :
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» La teneur en P caroténe varie entre 7.18+0.22 et 3.8440.12 dont la variété inconnue
possede la teneur la plus élevée par contre la variété Aghenfas posséde la teneur la plus
faible.

» La teneur en chlorophylle a varie entre 8.32+0.33 et 2.32+0.17 dont la variété Limli
possede la teneur la plus €élevée par contre la variété Aghenfas posséde la teneur la plus
faible.

» La teneur en chlorophylle b varie entre 3.24+0.31 et 0.618+0.45 dont la variété Limli
possede la teneur la plus €levée par contre la variété Aimel posséde la teneur la plus
faible.

» La teneur en lycopéne varie ente 1.08+0.34 et 0.091+0.35 dont la variété inconnue
posséde la teneur la plus élevée par contre la variété Aimel possede la variété la plus

faible.

La teneur en pigments chlorophylliennes existant dans nos variétés sont supérieures a celles
obtenues par (Nashwa et AbdelAziz, 2014) qui ont montré que I’extrait des feuilles d’olivier contient

1.882 + 1.18 mg/l de chlorophylle a ; 2.816 £ 1.17 mg/l de chlorophylle b.

5 Activités antioxydantes :

5.1 Activité antioxydante total TAC :
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Figure 14 : Activité antioxydante total TAC.
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La capacité antioxydant totale des extraits étudiés est estimée a partir de 1’équation de
courbe d’étalonnage de I’acide ascorbique. (Voir I’annexe figure 05).

Les résultats obtenus sont exprimés en microgrammes (pg) équivalent d’acide ascorbique
par milligramme d’extrait sec (ug EAA/mg ES).

Les feuilles d’oliviers ont I’activité antioxydante la plus élevées parmi les différentes parties
de I’olivier (Japén-Lujan et al., 2006). Le type de solvant influence sur les propriétés antioxydantes
des extraits obtenus a partir des feuilles d’olivier (Abaza et al., 2011).

Nos résultats montrent que 1’activité antioxydante total est variable selon les variétés, dont
la teneur la plus élevée est celle de la variété Abani (714.16+4.30) suivi respectivement par
ordre décroissant par les variétés : Aimel (297.08+2.83), Limli (252.08+4.21), la variété
inconnue (242.08+3.09) et Aghenfas pour la teneur la plus réduite (183.75+1.43).

5.2 Piégeage du radical libre DPPH :

ICs0
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Figure 15 : Pi¢geage du radical libre (DPPH).

Le radical DPPH a été¢ largement utilis¢ pour 1’étude de 1’activité antiradicalaire des
différents extraits végétaux. Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle fut I’un des
premiers radicaux libres utilisés pour étudier la relation structure—activité antioxydante des

composés phénoliques. Il posséde un électron non apparié sur un atome du pont d’azote. La
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réduction de ce radical s’accompagne par son passage de la couleur violette caractéristique de
la solution de DPPH a la couleur jaune mesurable par spectrophotométrie a 514-518 nm.

La concentration inhibitrice a 50 % (ICso) permet de calculer la concentration de
I’échantillon testé nécessaire pour réduire 50 % des radicaux DPPH. (Brand-Williams et al., 1995)
et (Bentabet et al., 2014).

D’apres les résultats du piégeage du radical libre DPPH, I’extrait de la variét¢ Aimel est le
plus actif avec une ICso (0.484+0.026mg/ml), suivi respectivement par ordre décroissant par
Limli avec une ICso (0.486+0.034) ; la variété inconnue avec une I1Cso (0.579+0.30) ; Aghenfas
avec une ICso (0.623+0.033) et Abani le moins actif avec une ICso (0.693+0.028).
la teneur d’ICso de standard acide ascorbique (0,103+0,024 mg/ml) et la teneur d’ICso de
Quercétine (0.142+0.022) sont inférieurs a la teneur des variétés étudiés qui montre que

I’activité anti-radicalaire des variétés est faible, comparativement au standards.
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Conclusion

Conclusion :

Nous avons mené cette étude dans le but de valoriser les sous-produits (feuilles d’olivier)
par la caractérisation morphologique, les analyses physicochimiques, les analyses

phytochimiques et par 1’activité antioxydantes de ces sous-produits.

Les changements climatiques et les facteurs écologiques entrainent des changements

adaptatifs au sein des especes et influent sur la morphologie de I’olivier et des feuilles d’olivier.

La composition chimique des feuilles d’oliviers varie en fonction de plusieurs conditions
telles que 1’origine, les conditions climatiques, les conditions de stockages et la teneur en

humidité.

Les résultats de 1’étude physicochimique ont révélé que les feuilles d’olivier contiennent
une teneur importante en humidité, matiére minérale et en matiére grasse. La teneur la plus
¢levée en humidité est notée chez la variété Limli (46.49% =+1.1). La teneur la plus élevée en
cendre est notée chez Limli (9.12% +0.31). La teneur la plus élevée en matiere grasse est notée

chez Aimel (15.24% +0.47).

L’extraction par macération a été réalisée dans une solution éthanolique, ¢a nous a permis
d’obtenir un rendement variable, dont la teneur la plus élevée est notée chez Aghenfas (29.75%

+0.33).

La quantification des polyphénols de nos extraits a été¢ effectuée en utilisant la méthode de
Folin-Ciocalteu. Les résultats montrent que les feuilles d’olivier sont riches en polyphénols
spécialement la variété inconnue avec 404.37+2.80 ugEAG/mgES. En parall¢le, la méthode
colorimétrique du chlorure d’aluminium d’AICI3, nous permis de confirmer que nos extraits
contiennent une teneur importante en flavonoides dont la teneur la plus forte est celle de la

variété inconnue avec 31.95+1.21 mg EAG/g d’ES.

On note aussi des teneurs importantes des tanins, des caroténoides et des pigments
chlorophylliens ; dont la teneur la plus élevée des tanins est celle de la variété inconnue
500.64=+2.05 et la teneur la plus €élevée des caroténoides est celle de la variété inconnue
8.32+0.24 et la teneur la plus élevée en chlorophylle a est celle de la variété Limli 8.32+0.33.
Et la teneur la plus élevée en chlorophylle b est celle de la variété Limli 3.24+0.31 et la teneur
la plus €levée en lycopéne et celle de la variété inconnue 1.08+0.34. Et la teneru la plus élevée

en B caroteéne est celle de la variété inconnue 7.18+0.22.

24



Conclusion

L’¢évaluation de I’activité antioxydante montre que l'activité¢ anti radicalaire (DPPH) est
supérieure pour la variété Abani avec une ICso de 0.693+0.028 pg /mg. Aussi nous avons
constaté que la variété Abani montre 1’activité antioxydante totale TAC la plus élevée

(714.16£4.30 ug /mg).
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Tableau 1 : Petit matériel de laboratoire.

Verreries Produits Autres
Becher Acétone Aluminium
Entonnoirs Acide sulfurique Barreau
Eprouvette Al Cls Boites de pétri
Erlenmeyer Carbonate de Na Broyeur ¢€lectrique
Fiole Cyclo hexane Cartouche soxhlet
Pipette DPPH Cuve en verre
Tube a visse Ethanol Micro pipette

Folin-Ciocalteu Papier

HCl Papier filtre

Methanol Papier Josef

Molybdate d’amonium Parafilm

Na Hz PO4 Pissette

Vaniline Portoire

Spatule
Tamise
Tableau 3 : Résultats obtenus de cette étude.
Abani Aghenfas Inconnue Limli

Teneur en 43.65+0.74 39.66+0.81 46.07+0.80 42.54+0.82 46.49+1.1
humidité des
feuilles fraiches
(Y0)
Teneur en 7.61+0.12 4.81+0.027 6.58+0.18 6.81+0.15 9.12+0.31
cendre (%)
Teneur en 12.75+0.54 11.12+0.53 15.24+0.47 9.83+0.22 10.45+0.20
matiére grasse
(%)
Rendement 26.43+0.37 29.75+0.33 22.24+0.26 28.93+0.29 17.45+0.36
d’extraction
(Y0)
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Teneur en 371.5+3.24 157.8+1.90 309.04+£3.95 | 404.37+2.80 | 363.83+2.52
polyphénols
Teneur en 29.12+1.24 18.64+0.57 21.45+0.86 31.95+1.21 26.82+0.38
flavonoides
Teneur en 6.52+0.20 1.07+0.09 3.26+0.34 8.32+0.24 5.40+0.23
caroténoides
Teneur en 392.25+1.14 | 196.12+1.49 | 242.58+1.96 | 500.64+2.05 | 325.16+2.93
tanins
Teneur en
pigment
chlorophylliens :
-chlorophylle a | 8.11+0.17 2.32+0.17 6.78+0.13 6.06+0.09 8.32+0.33
-chlorophylle b | 2.9+0.9 1.58+0.21 0.618+0.45 0.88+0.08 3.24+0.31
-p caroténe 4.016+0.8 3.84+0.12 5.54+0.22 7.18+0.22 4.98+0.21
-lycopéne 0.774+0.07 0.862+0.05 0.091+0.35 1.08+0.34 0.496+0.63
TAC 714.16+4.30 | 183.75+1.43 | 297.08+2.83 | 242.08+3.09 | 252.08+4.21
DPPH 0.693+0.028 | 0.623+0.033 | 0.484+0.026 | 0.579+0.30 0.486+0.034
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Figure 1 : Gamme d’étalonnage des polyphénols.
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Figure 2 : Gamme d’étalonnage des flavonoides
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Figure 3 : Gamme d’étalonnage des tanins.
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Figure 4: Gamme d’étalonnage des B-caroténe
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Figure 5 : Gamme d’étalonnage d’acide ascorbique



Résume :

L’olivier se caractérise par un fruit, I’olive, dont 1’huile est un composant essentiel du
régime alimentaire et qui posséde une valeur nutritionnelle trés importante. Dans la présente
¢tude, I’analyse morphologique, phytochimique et I’activité antioxydante ont ét¢ effectué sur 5
différentes variétés des feuilles d’olivier. L’effet antioxydant a ét¢ déterminé par le test du
DPPH et la méthode TAC. La quantification des phénols totaux par la méthode de Folin-
Ciocalteu et des flavonoides par la méthode AICI3. Cependant, le dosage des tanins par la

méthode de la vanilline.

Mots clés : Feuilles d’olivier, DPPH, TAC, Phénols totaux, Flavonoides.

Abstract:

The olive tree is characterized by a fruit which is the olive, whose oil is an essential
component of the diet and which has a very high nutritional value. In the present study,
morphological, phytochemical analysis and antioxidant activity were performed on 5 different
varieties of olive leaves. The antioxidant effect was determined by the DPPH test and the TAC
method. Quantification of total phenols by the Folin-Ciocalteu method and of flavonoids by the

AICI3 method. However, the dosage of tannins by the vanillin method.
Keywords: Olive leaves, DPPH, TAC, Polyphenols, Flavonoids.



