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Introduction  

L’huile d’olive est le produit méditerranéen par excellence, connu pour son action 

bénéfique sur la santé. On la retrouve à travers l’histoire, depuis la civilisation grecque 

jusqu’à nos jours (Veillet S. 2010). La production mondiale de l’huile d’olive présente une 

tendance haussière, la production moyenne de 2011 à 2016 est de 2.944.500 tonnes contre 

2.784.800 tonnes de 2005 à 2010. Les pays du Maghreb consacrent de plus en plus 

d’importantes étendues à l’oléiculture. Parallèlement à l’extension en surface des 

oliveraies, la culture de l’olivier, la récolte des olives et l’élaboration d’huile d’olive ont 

beaucoup évolué ces dernières années avec l’introduction de nouvelles variétés et 

l’automatisation croissante des huileries (Mansouri et al., 2016). 

 Il est à noter ; que l’huile d’olive et le sous-produit oléicole « la margine »  procure 

des bienfaits innombrables pour la prévention de nombreuses maladies, ils sont caractérisés 

par leur confinement d’au moins 30 composés phénoliques, leur pouvoir antioxydant 

naturel qui suscite plus d’intérêt pour la prévention du cancer, des maladies 

inflammatoires, le diabète, la maladie d'Alzheimer et les maladies cardiovasculaires (El-

Boustani et al., 2004). De plus, les polyphénols captent l’intérêt des chercheurs et occupent 

une place impressionnante parmi plusieurs recherches menées depuis plus d’une dizaine 

d’années, concernant le concept d’alimentation santé (Bondia-Pons et al., 2009 ; Chew et 

al., 2009). 

 

Sur cette base, le présent travail avait pour objectifs de : 

- Déterminer la teneur totale en composés phénoliques et en flavonoïdes des deux extraits 

d’huile d’olive et la margine. 

- Evaluer l’activité antioxydante des extraits en utilisant diverses méthodes (le piégeage du 

radical libre DPPH, la chélation du cuivre, l’ABTS, le superoxyde DMSO alcalin, le   

balayage du radical hydroxyle et le pouvoir réducteur). 

- Estimer l’activité anti-Alzheimer et antidiabétique des extraits en utilisant des tests 

enzymatiques. 

Notre manuscrit est scindé en trois parties, nous apportons à la première une 

analyse bibliographique au sein de laquelle nous apportons des généralités sur l’huile et la 

margine d’olives et leurs activités biologiques. La seconde partie présente le matériel 
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biologique et la méthodologie de travail. La troisième partie abordera les différents 

résultats et leur discussion. Enfin, nous achevons notre écrit par une conclusion générale 

qui résume l'ensemble des résultats obtenus. 

 



 

 

Etude 

bibliographique  
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I. Aperçu bibliographique de l’huile et la margine d’olives 

I.1. Huile d’olive 

I.1.1. Définition 

L'huile d'olive est considérée comme l'un des aliments traditionnels les plus réputés au 

monde (Ӧzge S.et al., 2019), elle a le plus impact dans la région méditerranéenne, que ce soit 

sur le plan économique, social et culturel. Elle provient de l’extraction du fruit d’olivier (Olea 

europaea L) par des procédés mécaniques ou d’autres procédés physiques dans des conditions 

données, notamment thermiques, qui n’entraînent pas d’altération de l’huile. C’est l’un des 

rares types d’huile ne nécessitant aucun raffinage, mais simplement lavage, filtration, 

décantation ou centrifugation, avant consommation (Ӧzge S. et al., 2019, Benyahia N. et al., 

2003, Luisa H. et al., 2019, Berzas N.et al., 2009, Denis O. et al.,2004) (Figure 1). 

 

Figure 1 : Schéma du procédé d'extraction de l'huile d'olive avec les sous-produits engendrés 

(Moktar H. 1991). 

I.1.2. Catégories d’huile d’olive 

L’huile d’olive comprend diverses catégories établies selon ses caractéristiques 

(Benyahia N. et al., 2003) : huile d’olive vierge extra, huile d’olive vierge, huile d’olive 

vierge courante, huile d’olive vierge lampante (Lakonis 2012). Le tableau 1 montre les 

normes chimiques évaluées pour classer les niveaux de la qualité des huiles d'olive vierges. 
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Tableau 1 : Les différentes catégories d’huile d’olive vierge et leurs critères de qualité 

(Lakonis 2012, Claudio P. 2014). 

       Huiles 

 

Paramètres 

Huile d’olive 

  extra vierge 

Huile d’olive 

vierge 

Huile d’olive 

courante 

 

Huile d’olive 

vierge lampante 

 

Acidité libre 

(%d’acide oléique) 

 

 

≤ 0,8 

 

 

 

≤ 2 

 

 

 

≤ 3,3 

 

 

 

> 3,3 

 

Indice de peroxyde  

(méq O2/Kg) 

 

≤ 20 

 

 

≤ 20 

 

 

≤ 20 

 

 

Non limité 

 

Extinction 

spécifique (UV) 

 

-K232 

 

 -K270 

 

 

 

≤ 2,5 

 

≤ 0,22 

 

 

 

 

≤ 2,6 

 

≤ 0,25 

 

 

 

 

- 

 

≤ 0,3 

 

 

 

- 

- 

 

I.1.3. Composition d’huile  d’olive 

L’huile d’olive est un jus naturel qui garde toutes les qualités qui existaient aussi dans 

le fruit, comme les composants bioactifs notamment des substances essentielles (vitamines) 

ou non essentielles (polyphénols) (LAKONIS 2012, Ӧzge S. et al., 2019). En octobre 2017 

Cristina Angeloni et al ont montré que la teneur en polyphénols est responsable du goût des 

différentes huiles d’olive. 

I.1.3.1. Composés phénoliques  

 Les huiles d’olive vierges sont riches en composés phénoliques appartenant à diverses 

familles (Denis O. et al., 2004, Cristina A. et al., 2017). Ces derniers sont des métabolites 

secondaires possédant au moins un cycle aromatique portant un ou plusieurs substituants 

hydroxyls (Ӧzge S. et al., 2019). Les principales sous-classes phénoliques présentes dans 

l'huile d'olive sont : les alcools phénoliques, les acides phénoliques, les flavonoïdes, les 

lignanes et les secoiridoïdes. Elles ont des effets antimicrobiens, antioxydants et anti-

inflammatoires démontrés dans de nombreuses études. Certains composés phénoliques non 

volatils stimulent les récepteurs du goût tels que la perception de l'amertume, le piquant, 
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l'astringence et les attributs métalliques (Denis O. et al., 2004, Cristina A. et al., 2017, Ӧzge 

S.et al., 2019, Zullo B.A.et al., 2019). 

I.1.3.2. Bioactifs lipophiles 

a) Squalène 

Le squalène est un hydrocarbure polyinsaturé du type triterpène, liquide à la température 

ambiante. En raison de sa forte nature hydrophobe et de sa structure non saturée (Figure 2). 

La teneur en squalène dans l’huile d’olive est très élevée (Ӧzge S.et al., 2019), c’est un 

facteur clés établis pour la résistance de l'huile à l'autoxydation (Ӧzge S.et al., 2019, Maria Z. 

T. 2006). 

 

Figure 2 : Structure du squalène, C30H50 (Ӧzge S. et Charis M.G. 2019). 

b) Phytostérols 

Les stérols sont triterpénoïdes ou isoprénoïdes, dérivés bio synthétiquement du squalène, 

se caractérisent par une proportion élevée d’acides gras insaturés, présents sous quatre 

formes : les stérols libres et les formes conjuguées qui sont des esters de stérols, des 

glycosides de stérols et des glycosides d’acylstérols (Ӧzge S.et al., 2019). Les stérols libres 

jouent un rôle dans l’inhibition de l'absorption du cholestérol par l'intestin, diminuant ainsi le 

risque des maladies cardiovasculaires (Ӧzge S.et al., 2019, Maria Z. T 2006, Mario J.et al., 

2010) (Figure 3).  
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Figure 3 : Structure du β-sitostérol, C29H50O (Ӧzge S. et Charis M.G 2019). 

c) Tocophérols 

Les tocophérols sont constitués d'un cycle chromane et d'une longue chaîne phytyle 

saturée (Figure 4), à la température ambiante les tocophérols sont des huiles visqueuses et 

sont lentement oxydés par l'oxygène atmosphérique, ce sont des composés liés au tocol. Les 

tocophérols (α, β, δ, γ) et les tocotriénols appartiennent à la vitamine E, des bioactifs 

particulièrement importants dans les huiles végétales (Ӧzge S.et al 2019), principalement en 

raison de leurs effets antioxydants (Ӧzge S.et al., 2019, Bruna R 2019, Maria Z. T. 2006, 

Mario J . S. et al., 2010, B.A. Zullo et G. Ciafardini 2019). 

     

Figure 4 : Structure d’α-tocophérol, C29H50O2 (Ӧzge S. et Charis M.G. 2019). 
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I.1.4. Activités biologiques de l’huile d’olive 

I.1.4.1. Activité antioxydante et anti alzheimer   

La composition caractéristique de l’huile d’olive est la présence des antioxydants tels 

que les polyphénols qui sont des facteurs clés établis fournissant des propriétés antioxydantes 

et anti-inflammatoires (Maria Z.T. 2006, Bruna R S. et Andréa M.A.C. 2019, Mario J. S. et 

al., 2010, Zullo B.A , G. Ciafardini 2019).  

Il a été prouvé qu’un régime alimentaire riche en huile d'olive contribue à lutter contre 

les troubles neurodégénératives, tels que la maladie d’Alzheimer en réduisant à la fois le 

dépôt de la protéine Aβ extracellulaires et l'enchevêtrement neurofibrillaire interférant à 

différents niveaux avec leur production et leur clairance. Ces maladies représentent un 

problème de santé primaire, en particulier chez les personnes âgées (Cristina A.et al., 2017).  

De même ; l’huile d’olive vierge est reconnue dans le monde entier pour ses valeurs 

nutritionnelles et ses nombreux avantages pour la santé, tels que la réduction des maladies 

cardiovasculaires, l’atténuation des signes de vieillissement ; la réduction de la synthèse de 

catécholamine induisant ainsi les modifications des réponses inflammatoires. De même la 

consommation quotidienne d’huile d'olive a été démontrée d’avoir d’autres nombreuses 

activités biologiques à savoir : l’activité antiallergique, anti-infarctus, antidiabétique, antiviral 

et antiprolifératif (Maria Z. T 2006, Bruna R.S et Andréa M.A.C 2019, Mario J. S.et al., 2010, 

B.A.et Zullo, G. Ciafardini 2019, Cristina A.et al., 2017). 

I.2. La margine  

I.2.1. Définition 

            La margine est l’effluent liquide résultant de l’extraction d’huile d’olive, c’est un rejet 

très riche en matières organiques et elle est considérée comme une source très riche en 

antioxydants naturels tels que : les polyphénols. Ces derniers ont montré des propriétés 

antimicrobiennes, hypolipidémiques, hypocholestérolémiantes et anticancérigènes (Benyahia 

N.et al., 2003, Gharby S .2013, Ouabou E.et al.,2014 
a,b

). 

I.2.2. Caractéristiques physico-chimiques de la margine 

La margine se caractérise par sa couleur brune à brun rougeâtre, d’aspect trouble, 

d’une odeur agréable avec un goût amer (Benyahia N et Zein K. 2003,  karray M.H., 2013). 
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Ces effluents sont riches en matières organiques et en polyphénols peu biodégradables, aussi ; 

ils ont une forte charge saline et sont très acides. Ces eaux sont caractérisées par un pH de 4.5 

à 5 et une conductivité de l’ordre de 10 mS/cm, due surtout aux ions potassium, chlorure, 

calcium et magnésium. La demande chimique en oxygène peut varier de 50 à 220 

g/l  (Benyahia N. et Zein K., 2003, Ouabou E. et al., 2014
 a,b

, karray M.H. 2013, Nefzaoui A. 

1991). 

I.2.3. Composition chimique de la margine 

De nombreux facteurs influencent sur la composition chimique des margines, en 

particulier le mode d’extraction de l’huile, la période de production (Benyahia N. et Zein K. 

2003) le stade de la maturation des olives, aussi la variété des olives (Ouabou E. et al., 2014, 

karray M.H. 2013). Le tableau 2 montres les différents composants avec leurs pourcentages 

dans la margine. 

Tableau 2 : Composition chimique générale des margines (Benyahia N. et Zein K. 2003). 

 

 

 

 

 

 

I.2.3.1. Matière organique 

La margine est fortement riche en matières organiques telles que : les glucides, les 

composés azotés, les vitamines, les huiles et les acides organiques. 

a) Les glucides, les composés azotés et les vitamines 

Plusieurs sucres simples sont présents dans la margine : raffinose, mannose, saccharose, 

glucose, arabinose et xylose. La fraction azotée est principalement représentée par des 

protéines et des acides aminés, les plus abondants sont les acides aspartique et glutamique, la 

Composants Teneur [%] 

Eau 83 – 88 % 

Matière organique 10.5 – 15 % 

Matières minérales 1.5 – 2 % 

Matières azotées totales 1.25 – 2.4 % 

Matières grasses 0.03 – 1 % 

Polyphénols 1.0 – 1.5 % 
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proline et la glycine. En ce qui concerne les vitamines, plusieurs ont été identifiées dans les 

margines notamment les vitamines du groupe B (Moktar H. 1991).  

b) Les huiles et les acides organiques 

Selon le processus d'extraction, la concentration d'huile résiduaire dans les margines est 

très variable, aussi l'acide gras le plus abondant est l'acide oléique avec un pourcentage de 

65%, en plus les principaux acides organiques présents dans la margine sont les acides 

fumariques, glycérique, lactique, malique et malonique (Moktar H.1991). 

I.2.3.2. Composés phénoliques 

Les polyphénols identifiés dans la margine sont caractérisés par une grande complexité 

et variabilité, les composants hydrophiles sont les plus représentées et incluent les alcools 

phényliques, les acides phénoliques, les dérivés de secoiridoïdes, les flavonoïdes et les 

lignanes (Moktar H.1991, Malika. N 2015). Selon Obeid et al., 2007 et Bianco et al., 2003  

les composées phénoliques majeurs identifiés sont : l’hydroxytyrosol, l’hydroxytyrosol 

glycosylé, le tyrosol, l’acide cafféique, le verbascoside, l’oleuropéine, la lutéoline, la 

quércetine, l’apéginine et la rutine. 

I.2.4. Effets biologiques 

Il paraît clairement que les polyphénols extraits des margines sont des antioxydants 

efficaces qui présentent des avantages importants, la plus part des antioxydants sont 

synthétisés au moyen de processus physiologique naturel, tandis que les autres proviennent de 

l’alimentation, notamment les composés phénoliques qui se trouvent  en grande concentration 

dans la margine (Marc F. et al., 2004, Aggoun A.M. 2016, S. Gharby et al., 2014). Cette 

dernière possède autres diverses activités biologiques telles que : une baisse dans le niveau de 

la glycémie, le pouvoir antimicrobien, anti-inflammatoire et antiviral des polyphénols de la 

margine (Aggoun A.M. 2016). 

I.2.5. Effets sur l’environnement 

En agriculture, l’application directe des effluents d’huilerie d’olive bruts diminue les 

rendements en matière sèche des cultures tomates et du soja et inhibent la germination du pin, 

de la tomate et de l’atriplex. Son utilisation agronomique, par épandage direct, aurait de 

mauvaises répercussions sur les eaux, les sols, les microorganismes et les plantes, ainsi elle 

peut causer une pollution par les nitrates des nappes situées dans la zone ou à proximité de la 
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zone d’épandage, grâce à sa richesse en éléments azotés (Benyahia N. et Zein K., 2003, 

Ouabou E.et al., 2014 
a,b

). 

II. Métabolites secondaires  et stress oxydatif  

II.1. Métabolites secondaires  

Les plantes aromatiques se distinguent par deux types de métabolismes : le premier 

métabolisme primaire fournit aux blocs de construction une haute qualité (sucres, graisses et 

protéines) et le deuxième métabolisme secondaire produit des métabolites secondaires en 

petites quantités (kriker S et Yahia A 2013), les composés du métabolisme  secondaire sont 

classés en trois grandes classes : les polyphénols ou composés phénoliques, les quinones, les 

composés azotés et les terpenoïdes (Merghem R 2009). 

II.1.1. Composés phénoliques ou polyphénols 

II.1.1.1.Tanins 

Les tanins naturels sont des molécules polyphénoliques hydrosolubles, de masse 

moléculaire comprise entre 500 et 3000 (Merghem R 2009), ils sont classés en deux 

principales classes différentes à la fois par leur composition et par leur réactivité chimique : 

les tanins condensés et les tanins hydrolysables (Figure 5): 

 Les tanins condensés appelé également proanthocyandines, ce sont des oligomères ou 

des polymères résultant de la condensation des molécules élémentaires de type 

flavane-3-ol (catéchines) flavane3-4 diols (leuco-anthocyandines). Ils sont caractérisés 

par la capacité à coaguler les protéines (Merghem R 2009, Bellebcir L 2008, Debosree 

G 2015) On trouve des tanins condensés dans les raisins, les grenades, etc...(Debosree 

G 2015).  

 Les tanins hydrolysables sont des hétéropolymères, leur groupement hydroxyle est  

partiellement ou complètement estérifié par l'acide gallique (cas de gallotanins) ou ses 

formes dimériques (Merghem R 2009, Debosree G 2015). 
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 Figure 5: Les types des tanins et leurs structures de base (Debosree G., 2015). 

Les tanins ont des propriétés anti-inflammatoire et antioxydantes aussi elles sont utilisées 

en tant que diurétique pour traiter l'hypertension artérielle, l'insuffisance cardiaque, 

certains œdèmes, l'hypertension portale ou l'hyperkaliémie (Merghem R 2009). 

II .1.1.2 Flavonoïdes    

Les flavonols sont les flavonoïdes les plus omniprésents dans les aliments et les 

principaux représentants sont la quercétine et le kaempférol. Elles sont généralement 

présentes à des concentrations relativement faibles ; les sources les plus riches sont les 

oignons, le chou frisé, les poireaux, le brocoli et les myrtilles, leur biosynthèse est stimulée 

par la lumière (Claudine M 2004), à la succession d’une série enzymatique : le chalcone se 

métabolise en flavonols sous l’action de l’enzyme le chalcone isomérase le chalcone se 

transforme en flavanone ensuite la flavone synthase agit sur le produit de première réaction  

en donnant les flavones (Akroum S. 2011, Benguerba A. 2008).  

Certains flavonoïdes possèdent des propriétés anti inflammatoire et un effet sur le système 

immunitaire par l’inhibition de la prolifération des lymphocytes B et T, cet effet sur le 

système immunitaire dû à la capacité des flavonoïdes à  inhiber l’activité de certaines 

protéines kinases (Benguerba A., 2008). 

II .1.1.3. Coumarines 

Les coumarines sont très répandues  surtout chez les dicotylédones notamment dans 

les racines, la cyclisation de l’acide hydroxy-cinnamique conduit à la formation des 

coumarines.    

https://fr.wikipedia.org/wiki/Hypertension_art%C3%A9rielle
https://fr.wikipedia.org/wiki/Insuffisance_cardiaque
https://fr.wikipedia.org/wiki/%C5%92d%C3%A8me
https://fr.wikipedia.org/wiki/Hyperkali%C3%A9mie
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II.1.2. Composés azotés 

II.1.2.1. Alcaloïdes 

C’est un autre groupe des métabolites secondaires, ils sont des composées de l’origine 

naturelle azotée, plus ou moins basique, de structure moléculaire complexe. Ils sont peu 

solubles dans l’eau, solubles dans l’éther, l’alcool et l’éther de pétrole. Les alcaloïdes 

pourraient être des produits d’excrétion du métabolisme azoté (Merghem R., 2009). 

II.2. Stress oxydatif 

II.2.1. Définition   

Le stress oxydatif est un mécanisme physiopathologique caractérisé par un 

déséquilibre de la balance entre la production d’espèces réactives de l’oxygène (ERO) ou 

d’espèces réactives de l’azote (ERN)   (Duranteau J. 2008), et les défenses antioxydants de 

l’organisme, en faveur des premières (Figure 6). Ce phénomène se traduit par l’accumulation 

des biomolécules au niveau plasmatique et cellulaire (Bensakhria  A. 2018, Démarchez M. 

2012, Denys D. et al., 2013, Haleng J. et al., 2007).  

 

Figure 6 : Schéma explicatif du phénomène du stress oxydatif (Bonnefont R.2007). 

II.2.2. Radical libre 

Un radical libre est une espèce chimique, atome ou molécule, contenant un ou 

plusieurs électrons libres non appariés sur sa couche externe, les radicaux libres présentent 

une grande instabilité, et peut réagir avec de nombreuses molécules les plus stables pour 

apparier son électron (Démarchez M. 2012, Denys D. et al., 2013). Les lipides et l’ADN sont 
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particulièrement sensibles à l’action des radicaux libres (Goudable J. et Favier A. 1997). 

Lorsque cet électron célibataire est situé sur un atome d’oxygène, on parle alors « d’espèces 

réactives de l’oxygène » (ERO) (Denys D. et al., 2013). 

II.2.3. Espèces réactives de l’oxygène (ERO) 

  Les espèces réactives de l’oxygène sont des produits intermédiaires incomplètement 

réduits résulte du processus complexe de la réduction de   l’oxygène en eau. Ce sont des 

espèces très oxydantes et très réactives qui ne sont pas stables (Bensakhria A. 2018). Il s’agit 

d’espèces radicalaires comme par exemple : OH
.
HO2 

.
CO3

.
 NO3

.
 SO4

.
, impliquées dans de 

nombreuses pathologies, ainsi que dans le processus de vieillissement produit par les cellules 

qui ont été longtemps vues comme des produits toxiques du métabolisme (Migdal C. et Serres 

M. 2011).  

Ces molécules sont très nombreuses, de forme radicalaire (contenant un électron non 

apparié) Ou non. Les plus importantes sont l’ion superoxyde, le peroxyde d’hydrogène, le 

radical hydroxyle, l’hypochlorite et les peroxynitrite (Orban .J.C. 2011) (Figure 7). 

 

          

Figure 7 : Réduction en quatre étapes de l’oxygène moléculaire en eau.(Vamecq J. 2004). 

II.2.3.1. Principales cibles des radicaux libres 

Les ERO ont la capacité à oxyder un bon nombre des molécules biologiques comme les 

glucides, les acides nucléique, les lipides et les protéines. Elles peuvent oxyder un substrat 

selon trois modes d’action (Denys D. et al., 2013) : 

 Arrachement d’un électron, ex : °OH + Fe
2+

                      Fe
3+ 

+ 
-
OH 

 Arrachement d’un atome d’hydrogène sur un substrat organique RH, ex :                           

°OH + RH                         R° + H2O 
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 Addition sur une double liaison, ex : °OH + > C=C<                           >° C-C (OH)                

II.2.3.2.Principales espèces réactives d’oxygène  

a) L’anion superoxyde 

L’anion superoxyde est un radicale formé d’une molécule d’oxygène avec un électron 

supplémentaire libre O
2-

, et est une des formes principales de stress oxydant dans l’organisme 

vivant (Laplante M.A. 2007). Il est chargé négativement et est produit à partir de l’oxygène 

moléculaire (Goudable J. et Favier A. 1997). Il résulte de la réduction de l’oxygène par 

différentes oxydases, en particulier par les NADPH- qui est une oxydase microsomiale et 

plasmatique (Satish B.N. et Dilipkumar P., 2015). 

                  NADPH     +   2O2   +   2e
-
                     NADP

+   
+   H

+   
+   2O2

- 
  

Il est relativement stable et il possède un caractère nucléophile, sa durée de vie est 

courte en milieu aqueux, aussi l’anion superoxyde est réactivé faible par apport des autres 

molécules (Denys D. et al., 2013, Bensakhria A. 2018). 

b) Peroxyde d’hydrogène ou eau d’oxygénée  

Le peroxyde d’hydrogène (H2O2) est la molécule la plus connue ; elle possède quelques 

caractéristiques qui en font un bon désinfectant. C’est un produit à grand pouvoir oxydant, 

capable d’accepter deux électrons supplémentaires (Goudable J. et Favier A. 1997), il a un 

bon pouvoir bactéricide, virucide, et sporicide (Giol M.V.Y. 2008). Il est dégradé en eau et 

oxygène par la catalase et la glutathion peroxydase (Orban J.C. 2011), et est produit en grande 

partie à partir du radical superoxyde en présence de superoxyde dismutase qui catalyse la 

réaction ci-dessous (Goudable J. et Favier A. 1997, Bensakhria A. 2018, Huet O. et Duranteau 

J. 2008) : 

                  2O2

.-
     +       2H

+
                        H2O2        +     O2 

c) Radical hydroxyle OH
.
 

Le radical hydroxyle est une molécule composée d’un atome d’oxygène possédant un 

électron non apparié sur son orbital externe (Froncois Z. et al., 2009), il est l’espèce 
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radicalaire qui est principalement responsable de l’oxydation de l’ADN au niveau biologique 

(Trembly S.  2004), aussi il est le plus toxique des ERO (Orban J.C. 2011).  

H2O2 se transforme en radical hydroxyle (OH•) par la réaction de fenton :   

 

                             

Ou cycle de Haber-Weiss : 

                                 

 

 

En présence des métaux de transition tels que le fer et le cuivre. Le radical OH• est le 

plus réactif des ERO en particulier, vis-à-vis des lipides membranaires en déclenchant la 

peroxydation lipidique (Huet O. et Duranteau J. 2008). 

d) Radicaux peroxyles ROO
.
 

Les radicaux peroxyles sont des radicaux secondaires issus de l’oxydation de substrat 

organique, initiée par l’oxygène singulet ou le radical hydroxyle, Ils sont dotés d’un pouvoir 

oxydant important, ils sont à l’origine de la réaction en chaine et la peroxydation des lipides 

(Bensakhria A. 2018). 

e) L’oxygène singulet (
1
O2)  

C’est la forme excitée de l’oxygène moléculaire qui est très instable et extrêmement 

réactive, et a une durée de vie très limitée. L’oxygène singulet est formé en moindre quantité 

que les oxyradicaux et est produit lors de la peroxydation lipidique (Démarchez  M. 2012). 

II.2.4. Système antioxydant  

  Les antioxydants sont des agents de la conversion des aliments qui retardent la 

détérioration, la rancidité ou la décoloration provoquées par l’oxydation. Elles peuvent 

ralentir l’oxydation des matières grasses et des huiles, c’est pourquoi des fabrications 

d’aliments pour animaux peuvent mélanger des anti oxydants et des composés synergiques 

dans le but de réduire l’oxydation (John W. et Hilton P.D. 1989, Amarti  F. et al., 2011, 

Denys D. et al., 2013).  

II.2.4.1. Différents systèmes anti oxydants 

L’organisme dispose de plusieurs systèmes antioxydants pour répondre aux situations 

de stress oxydant, la figure 8 résume la répartition des différentes sources d’antioxydants. 

 

H2O2   +    Fe
++  

                    OH• + OH
-
   +   Fe

+++
 

H2O2   +    O2
•-                      OH•   +   OH

-
   + O2 
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Figure 8 : Différentes sources d’antioxydants (Denys D. et al., 2013). 

II.2.4.1.1. Systèmes anti oxydants endogènes non enzymatiques  

 Les systèmes antioxydants non enzymatiques font référence à la neutralisation de 

l’espèce oxydante par une espèce dite antioxydante. Quand l’espèce oxydante est de nature 

radicalaire, l’agent antioxydant neutralise le radical en question, mais se transforme lui-même 

en une espèce radicalaire (Vamecq J. et al., 2004). 

 Le glutathion et les protéines-thiols  

Le glutathion est un tri peptide (acide glutamique-cystéine-glycine), c’est le thiol majo-

ritaire au niveau intracellulaire où il est présent sous forme essentiellement réduite 

(Beaudeaux et Geneviéve 2011, Haleng J. et al., 2007, Démarchez M. 2012). Les propriétés 

antioxydantes du glutathion sont nombreuses : cofacteur de la glutathion peroxydase, 

chélateur des métaux de transition, régénérateur final des vitamines E et C. La plupart des 

protéines dont l’albumine contiennent des groupements thiols qui possèdent des propriétés 

réductrices et piègent facilement les espèces oxygénées activées (Haleng J. et al., 2007). 

Aussi le glutathion joue un rôle majeur dans la protection des lipides, des protéines et des 

acides nucléiques contre l'oxydation (Goudable J. et Favier A, 1997, Stamler et Slivka 1996).  

 Bilirubine 

La bilirubine est un produit terminal de la dégradation de l’hème et résulte essentiellement 

du catabolisme de l’hémoglobine par la cellule réticuloendothéliale. Ce composé liposoluble 

est capable de piéger les radicaux peroxydes, l’oxygène singulet et le radical hydroxyle, 

protégeant ainsi l’albumine et les acides gras liés à l’albumine des attaques radicalaires 

(Algeciras-schimnich et al., 2007, Haleng J. et al., 2007). 
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 Coenzyme Q10 

Le coenzyme Q10 appelé ubiquinone en raison de son ubiquitine dans les cellules, est un 

dérivé benzoquinolique avec une longue chaine latérale isoprénique (Haleng J. et al., 2007). Il 

est synthétisé par l’organisme à partir du mévalonate qui est également impliqué dans la 

formation du cholestérol (Roberfroid et al., 2008). 

II.2.4.1.2. Systèmes antioxydants endogènes enzymatiques  

 Superoxyde dismutases (SOD) 

Les superoxydes dismutases (SOD) sont des enzymes protéiques, leur fonction dépend 

spécifiquement de leur structure quaternaire, elles représentent une des premières lignes de 

défense contre le stress oxydant, son activité dépend des apports nutritionnels en cuivre et un 

moindre degré en zinc (Goudable J. et Favier A. 1997), elles assurent l’élimination de l’anion 

super-oxyde (O2
•-
) par une réaction de dismutation, (Haleng J. et al., 2007, Menvielle-bourg 

F.J 2005) selon la réaction suivante : 

                          O2

.-
    +   2H

+
                            H2O2        +    O2 

 

 Catalase 

La Catalase est une enzyme héminique ubiquitaire située à l’intérieur des globules rouges, 

elle élimine H2O2 par dismutation. Elle est responsable de la détoxification du peroxyde 

d’hydrogène (Niki et al., 2007 , Bensakhria A .2018) selon la réaction suivante : 

                                    2H2O2                                      2H2O   +   O2 

   

La catalase est formée de quatre sous-unités, chaque sous-unité comporte un groupement 

ferriprotoporphyrine dans le site actif avec un atome de fer à l’état Fe
3+ 

et une molécule de 

NADPH, la fixation du NADPH par la catalase lui confère une protection contre l’attaque de 

l’H2O2 (Dellattre et al., 2005). 

 Les glutathion peroxydases (GSHPX) 

Les GSHPX réduisent le peroxyde d'hydrogéné H2O2 et les hydroperoxydes lipidiques 

(Goudable J.  Favier A.1997) (Figure 9). 
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Figure 9: cycle oxydo-réducteur du glutathion (Ilkani et al., 2016). 

II.2.4.1.3. Système anti oxydant nutritionnel 

 Vitamine E et C 

Les vitamines E et C sont définies comme des agents antioxydants importants. La 

vitamine E est un excellent antioxydant membranaire liposoluble des structures lipidiques ; sa 

plus grande concentration molaire est sous forme d’α-tocophérol. Elle joue un rôle dans la 

réaction en chaîne de transfert d’un radical peroxyle d’un lipide à un autre, elle possède aussi 

d’autres actions à savoir : la neutralisation de (
1
O2) et l’insertion au sein des membranes riche 

en acides gras polyinsaturés (Haleng J. et al., 2007 , Bensakhria A. 2018). La vitamine E est 

transportée par les LDL, elle est distribuée aux cellules par le récepteur du cholestérol 

(Goudable J. et Favier A. 1997). 

La vitamine C est un agent réducteur et chélateur sous forme d’acide d’hydro-ascorbique, 

son rôle d’agent terminateur dans la propagation radicalaire lipidique (Haleng J. et al., 

2007,Bensakhria A. 2018), aussi un autre rôle anti oxydant au niveau des tissus oculaires, en 

particulier la rétine (Ohla et al., 2005). 
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1. Matière première utilisée 

Dans notre étude ; on a utilisé un sous- produit oléicole « la margine » et l’huile 

d’olive ; elles ont été obtenues auprès d’une huilerie d’olive située dans la région 

de   « Tizi Ouzou ». Cette étude vise à valoriser les activités biologiques à savoir : 

l’activité antioxydante et enzymatique de la margine et l’huile d’olive.  

Toutes les étapes d’extraction ont été effectuées au sein du laboratoire pédagogique 

de Biochimie de l’université des Frères Mentouri Constantine -1-. L’évaluation des 

activités biologiques est effectuée au laboratoire de biochimie du centre de recherche des 

biotechnologies. 

2. Extraction des composés phénoliques d’huile d’olive 

Dans le but d’obtention des composés phénoliques de l’huile d’olive, nous avons 

adopté le protocole de Pirisi et al., (2000). Brièvement, 200 g d’huile d’olive ont été 

introduits dans un tube, additionnés de 100 ml n-hexane et 200 ml de méthanol 60%. Après 

homogénéisation, la mixture a été centrifugée pendant 05 min à 3000 tpm. Le surnageant 

(méthanol) contenant les polyphénols a été récupéré. Cette procédure a été répétée deux 

fois afin d’épuiser l’huile. Les surnageants ont été réunis avant d’être concentrés à sec sous 

vide à 40 °C (Figure 10). 

 

Figure 10 : Différentes étapes d’extraction des composés phénoliques d’huile d’olive. 
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3. Extraction des polyphénols de la margine 

Dans le but d’obtention les composés phénoliques de la margine, nous avons adopté 

le protocole proposé par De  Marco et al., 2007. L’acidification de la margine à un PH=2 ; 

se fait par l’addition de l’HCl, ensuite 250 ml de la margine ont été ajoutés à 300 ml 

d’hexane en raison de la délipidation de la margine. Le mélange est agité pendant 2h puis 

centrifugé pendant 5min à 3000tpm ; ce procédé est répété successivement deux fois. La 

margine délipidée a été mélangée avec 250 ml d’acétate d’éthyle et agité, ensuite 

centrifugé pendant 5 min à 3000tpm. Cette opération est répétée quatre fois, à la fin 

l’évaporation de l’acétate d’éthyle est effectuée à 40 °C (Figure11). 

  

 

                                                                                                                              

  

  

 

                                                                                                      

                                                                                                                                          

 

 

  

Figure11 : Différentes étapes d’extraction des composés phénoliques de la margine. 

4. Dosage des polyphénols totaux par le réactif de folin – ciocalteau 

Le dosage des polyphénols totaux est déterminé par spectrophotométrie, selon la 

méthode colorimétrique utilisant le réactif de folin– ciocalteau décrite par (Muller et al., 

2010). 

 

Acidification de 250ml de la margine 

avec HCl 

Centrifugation 5min à 3000tpm              

Extraction des polyphénols par 250ml de 

l’acétate d’éthyle 

Délipidation de la margine par 300ml de 

l’hexane 

Centrifugation pendant 5min à 3000 tpm 

Evaporation sous vide 

 

X2 

X4 
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4.1. Principe  

Le réactif de folin –ciocalteau est un produit chimique de couleur jaune composé 

par l’acide phosphotungstique (H3PW12O40) et l’acide phosphomolybdique (H3MO12O40P ) 

Le principe de la méthode est basé sur l’oxydation des composés phénoliques par ce réactif 

qui entraine la formation d’un nouveau complexe d’oxyde  métallique de tungstène et de 

molybdène de couleur bleue , la quantité de polyphénols présente dans les extraits 

végétaux est proportionnelle à la coloration bleue produite dont l’absorption maximale est 

comprise entre 750 et 765 nm. 

La concentration des polyphénols totaux est calculée à partir de l’équation de 

régression d’un courbe étalonnage (y=a x + b) qui a été réalisée en parallèle dans les 

mêmes conditions opératoire en utilisant l’acide gallique comme une référence à 

différentes concentrations (Figure 12). 

 

Figure 12: Courbe d'étalonnage de l’acide gallique. 

4.2.   Mode opératoire 

  Une quantité de 20 µl d’extrait de plante a été ajoutée à 100µl de FCR et 75 µl de 

carbonate de sodium (7,5%), ensuite le mélange a été mis à l’obscurité pendant 2h, et une 
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lecture a été faite à la longueur d’onde 765 nm. Un blanc a été préparé de la même manière 

en remplaçant l’extrait par le solvant utilisé (méthanol). 

4.3.  Préparation de la gamme d’étalon de l’acide gallique  

Des dilutions d’étalon de l’acide gallique ont été préparées à partir d’une solution 

mère d’une concentration de 0,1mg/ml. Cette dernière a été obtenue par le mélange d’une 

prise de 0,5 mg de l’acide gallique et 5 ml de méthanol. Dans une microplaque à 96 puits ; 

un volume de 100 µl du réactif FC dilué 10 est ajouté à 20µl de chaque dilution et suivi par 

l’addition d’un volume de 75µl du Na2CO3 à 7,5%. La microplaque est incubée pendant 

2h, et la lecture est réalisée à la longueur d’onde 765 nm.  

La préparation de la solution étalon est réalisée dans 8 tubes eppendorfs différents 

en combinant les solutions secondaires comme suit : tableau 3. 

Tableau 3: Gamme d’étalon de l’acide gallique. 

Tubes Concentrations 

(acide gallique) 

Solution mère Méthanol 

1 25μg/ml 25µl 175µ 

2 50μg /ml 50 µl 150µl 

3 75μg/ml 75 µl 125µl 

4 100μg/ml 100µl 100µl 

5 125μg /ml 125µl 75 µl 

6 150μg /ml 150µl 50 µl 

7 175 μg /ml 175µl 25µl 

8 200μg /ml 200 µl / 

 

5. Dosage des flavonoïdes totaux  

5.1. Principe 

La quantification des flavonoïdes a été effectuée par une méthode adapté par 

Zhishen et al., (1999) et Kim  et al., (2003). Le chlorure d’aluminium forme un complexe 

très stable de couleur rose avec les atomes d’oxygène  présents sur les carbones 4 et 5 des 
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flavonoïdes qui absorbent dans le visible à 510 nm (Ali Rachedi F. et al., 2018) ; les 

concentrations des flavonoïdes contenues dans les extraits de la margine et l’huile d’olive 

sont déduites en se référant à la courbe d’étalonnage obtenue en utilisant la quercétine 

comme standard et sont exprimées en microgrammes équivalents de quercétine par 

milligramme d’extrait (Figure13).  

 

Figure 13 : Courbe d’étalonnage de la Quercétine. 

5.2. Mode opératoire 

Dans une microplaque de 96 puits 130 µl du méthanol a été ajouté à 50 µl d’extrait 

de plante, 10 µl d’acétate de potassium (CH3COOK) et 10 µl de nitrate d’aluminium 

(Al(NO3)2, 9H2O). La microplaque a été incubée pendant 40 min et la lecture a été faite à 

415 nm. Le blanc a été préparé dans les derniers puits de la microplaque, en remplaçant 

l’extrait par le méthanol. 

5.3. Préparation de la gamme d’étalon de la quercétine 

Une masse de 1 mg de la quercétine a été dissoute dans 5 ml de méthanol en raison 

de la préparation de la solution mère (Sm) à une concentration de 0,2 mg/ml. Les dilutions 

de la quercétine sont préparées dans des eppendorfs comme montré dans le tableau 4. 

 



                                                                                                               Matériel et méthodes  

 24 

Tableau 4: Gamme d’étalon de la quercétine. 

Tubes Concentrations 

(Quercétine) 

Solution mère Méthanol 

1 25μg/ml 25µl 175µ 

2 50μg /ml 50 µl 150µl 

3 75μg/ml 75 µl 125µl 

4 100μg/ml 100µl 100µl 

5 125μg /ml 125µl 75 µl 

6 150μg /ml 150µl 50 µl 

7 175 μg /ml 175µl 25µl 

8 200μg /ml 200 µl / 

 

6. Evaluation in vitro des activités biologiques 

6.1. Activité antioxydante 

6.1.1. Le test de piégeage du radical DPPH 

6.1.1.1. Principe 

L’un des premiers radicaux libres utilisés pour étudier la relation structure-activité 

antioxydante des composés phénoliques est le composé chimique 2,2-diphényl-1 

picrylhydrazyle (α,α-diphényl-β-picrylhydrazylе). Il possède un électron non apparié sur un 

atome du pont d’azote, cette délocalisation provoque l’apparition de la couleur bleue bien 

caractéristique de la solution de DPPH• (Figure 14). La mesure de l’efficacité d’un 

antioxydant se fait en mesurant la diminution de la coloration bleue, due à une 

recombinaison des radicaux DPPH• (Cristina P. et al., 2009).  
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Figure 14 : Forme libre et réduite du DPPH (Mohammedi , 2006). 

6.1.1.2. Mode opératoire 

La préparation de la DPPH est effectuée par la dissolution de 6 mg du radical DPPH 

dans un volume de 100 ml de méthanol ; cette préparation est gardée à -20°C à l’abri de la 

lumière. 

Une quantité de 4 mg de chaque extrait a été dissoute dans 1 ml de méthanol ; à 

partir de cette solution ; des dilutions au 1/2 ont été préparées pour les différents extraits 

avec des concentrations de 800/400/200/100/50/25/12.5μg/ml. 

Un volume de 40 µl de chaque extrait méthalonique a été introduit dans les puits de 

la microplaque par la suite 160 µl du DPPH préparé précédemment ont été ajoutés aux 

extraits, le témoin a été préparé par le mélange de 40 µl du méthanol et 160 µl du DPPH. À 

l’abri de la lumière l’incubation a été faite pendant 30 min suivie de la lecture à 517 nm, 

les standards antioxydants utilisés sont l’α-tocophérol, le BHT et le BHA. 

Le pourcentage d’inhibition de l’activité anti radicalaire DPPH est calculé par l'équation 

suivante :   
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6.1.2. Test de l’activité ABTS  

6.1.2.1. Principe 

La technique de l’ABTS implique la production directe de chromophore bleu/vert 

par la réaction entre l’ABTS et le persulfate de potassium. Cela a une absorption maximale 

aux longueurs d’onde 645 nm, 734 nm et 815 nm (Re R.  et al., 1999). 

6.1.2.2.Mode opératoire 

Une quantité de 4 mg de chaque extrait a été dissoute dans 1 ml de méthanol ; à 

partir de cette solution ; des dilutions au 1/2 ont été préparées pour les différents extraits 

avec des concentrations de 800/400/200/100/50/25/12.5μg/ml. 

Une quantité de 19,2 mg de l’ABTS (7 mM) et 3,3 mg du persulfate de potassium 

(K2S2O8) (2.45 mM) ont été mélangés avec 5ml d’eau distillée et mis à l’abri de la lumière 

pendant 12 à 16 heures ; l’absorbance de la solution ainsi obtenue est ajustée par l’éthanol 

ou l’H2O à 0.700 nm (±0.020) à 734 nm avant l’usage. Par la suite 160 µl de l’ABTS
+ 

préparé précédemment ont été ajoutés à 40 µl de chaque extrait ; après 10 min une lecture à 

734 nm a été faite, les absorbances obtenus ont été comparées avec celles des antioxydants 

normes qui sont BHA et BHT. 

6.1.3. Superoxide DMSO alcalin 

6.1.3.1. Principe 

L’activité Superoxide DMSO alcalin est déterminée par la méthode de Rao M.N.A. 

et Kunchandy E. 1990. 

6.1.3.2. Mode opératoire 

Le DMSO alcalin a été préparé à partir du 20 mg de NaOH dissous dans 1 ml de 

H2O et complété par le DMSO à 100 ml et le NBT a été préparé à partir de 10 mg du NBT 

dissous dans 10 ml de l’eau distillée. 
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Une quantité de 4 mg de chaque extrait a été dissoute dans 1 ml de méthanol ; à 

partir de cette solution ; des dilutions au 1/2 ont été préparées pour les différents extraits 

avec des concentrations de 800/400/200/100/50/25/12.5μg/ml. 

Dans une microplaque de 96 puits ; 40 μl de chaque extrait, 130 μl DMSO alcalin et 

30 μl NBT ont été ajoutés pour chaque puits suivi par une lecture à 560 nm. L’acide 

tannique et l’α-tocophérol sont les standards utilisés.  

 

 6.1.4. Pouvoir réducteur 

6.1.4.1. Principe 

L’activité pouvoir réducteur est déterminée par la méthode de Oyaizu (1986) avec 

une légère modification. 

6.1.4.2. Mode opératoire 

Une quantité de 4 mg de chaque extrait a été dissoute dans 1 ml de méthanol ; à 

partir de cette solution ; des dilutions au 1/2 ont été préparées pour les différents extraits 

avec des concentrations de 200/100/50/25/12.5/6.25/3.125μg/ml. 

Dans une microplaque à 96 puits ; 10 μl de la solution d’extrait a été ajoutée à 40 μl 

du tampon phosphate (pH 6.6) suivi par l’addition de 50 μl potassium ferricyanide (1%) 

K3Fe(CN)6 (préparé à partir de 1 g de K3Fe(CN)6 dissoudre dans 100 ml d’eau distillée) et 

une incubation à 50
0
C pendant 20mn. Après l’incubation ; on rajoute 50 μl du tri-chloro 

acetic acid (TCA) (10%) (1 g de TCA dissous dans 10 ml H2O), 40 μl d’eau distillée et 10 

μl de ferric chloride FeCl3 (0.1%) (0,1 g de FeCl3 dissous dans 100 ml H2O). L'absorbance 

a été déterminée à 700 nm, les standards utilisés sont l'acide ascorbique, l'acide tannique et 

l’α-tocophérol. 

 

 



                                                                                                               Matériel et méthodes  

 28 

6.1.5. Activité de chélation du cuivre (CCA) 

6.1.5.1  Principe 

L'activité de chélation du cuivre (CCA) est déterminée par la méthode décrite 

par R. Sánchez  Vioque (2013) elle est basée sur  la formation du complexe Cu
2+

–PV de 

couleur bleue. La couleur bleue  devient jaune en présence d'agents chélateurs qui 

dissocient complexe, et l’activité chélatante peut donc être estimée par la mesure du taux 

de réduction de la couleur (Figure15). 

 

Figure15 : Principe de la réaction de l'activité de chélation du cuivre 

6.1.5.2. Mode opératoire 

Le tampon acétate de sodium a été  préparé à partir de deux solutions ; (5,22 ml) de 

la première solution préparée par la dilution de 1,148 ml d’acide acétique dans 200 ml 

d’H2O et (94,78 ml) de la deuxième solution issue de la dilution de 1.64 g d’acétate de 

sodium dans 200 ml d’H2O. 

La préparation de pyrocatechol violet (PV) consiste à dissoudre 15,4 mg dans 10 ml du 

tampon, et le sulfate de cuivre (CuSO4) a été préparé par la dilution de 12,5 mg de sulfate 

de cuivre CuSO4 dans 10 ml du tampon.  

Une quantité de 4 mg de chaque extrait a été dissoute dans 1 ml de méthanol ; à 

partir de cette solution ; des dilutions au 1/2 ont été préparées pour les différents extraits 

avec des concentrations de 800/400/200/100/50/25/12.5μg/ml. 

Les extraits (40 µl) ont été mélangés avec 140 µl de tampon d'acétate de sodium 

(50 mM, pH 6.0), et 10 µl de sulfate de cuivre (CuSO4) (5 mM) et incubés pendant 30 min 
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à 25°C. Après l’incubation 10 µl de pyrocatechol violet (PV) (4mM) a été ajouté au 

mélange, après 30min l’absorbance a été mesurée à 632 nm. 

6.1.6. Dosage de balayage du radical hydroxyle 

6.1.6.1.  Principe 

L’activité est décrite par Smirnoff et Cumbes (1989). 

6.1.6.2. Mode opératoire 

Le sulfate de fer (8 mM) a été préparé à partir de 22.24 mg de (FeSO4, 7H2O) 

dissous dans 10 ml d’eau distillée, et l’eau oxygénée a été préparée à partir de 30μl H2O2 

diluée dans 19.94 ml H2O. Concernant l’acide salicylique sa préparation a été faite à partir 

de 4 mg d’acide salicylique dissous dans 10ml d’H2O. 

Une quantité de 4 mg de chaque extrait a été dissoute dans 1 ml de méthanol ; à 

partir de cette solution ; des dilutions au 1/2 ont été préparées pour les différents extraits 

avec des concentrations de 800/400/200/100/50/25/12.5μg/ml. 

Un volume de 40 μl de chaque extrait est additionné à un volume de 24 μl de 

sulfate de fer(FeSO4) (8mM), 20 μl d’eau oxygénée (H2O2) et 80 μl d’acide salicylique 

(3mM). Après une incubation à 37°C pendant 30 min ; 36 μl H2O ont été ajoutés suivi par 

une lecture à 510 nm. L’acide ascorbique est utilisé comme un standard.   

6.2. Activité enzymatique 

6.2.1. Activité d’acétylcholinestérase 

La mise en évidence du pouvoir enzymatique de la margine et huile d’olive, via le 

test d’acétylcholinestérase par la méthode décrite par (Ellman et al., 1961). 

6.2.1.1. Mode opératoire 

Une quantité de 4 mg de chaque extrait a été dissoute dans 1 ml de méthanol ; à 

partir de cette solution ; des dilutions au 1/2 ont été préparées pour les différents extraits 

avec des concentrations de 200/100/50/25/12.5/6.25/3.125μg/ml.. 
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Dans une microplaque à 96 puits ; 150  μl de tampon du phosphate de 

sodium(ph=8) (100Mm) a été ajoutée à 10μl d’extrait dissoudre dans l’éthanol a différente 

concentrations suivi par l’addition de 20 µl AChE (5.32 _ 10-3 U) solution après faire une 

incubation pendan15min à 25°C ,ensuite; on rajoute 10 µl de DTNB (0.5mM) et 10µl 

d’acetylthiocholine iodide à la fin la  microplaque est lue à λ =412 à 0min et  15min. 

6.2.2. Activité butyrylcholinesterase  inhibitrice 

6.2.2.1. Principe  

L’activité butyrylcholinesterase  inhibiteur est déterminée selon la méthode décrite par 

(Ellman et al., 1961). 

Une quantité de 8 mg de chaque extrait a été dissoute dans 1 ml de méthanol ; à partir 

de cette solution ; des dilutions au 1/2 ont été préparées pour les différents extraits avec des 

concentrations de 400/200/100/50/25/12.5/6.25μg/ml. 

Dans une microplaque à 96 puits ; 150  μl de tampon du phosphate de sodium(pH=8) 

(100Mm) a été ajoutée à 10 μl d’extrait dissoudre dans l’éthanol a différente concentrations 

suivi par l’addition de 20 µl BChE (6.85- 10-3 U) solution après faire une incubation pendan 

15min à 25 °C, ensuite; on rajoute 10 µl de DTNB (0.5mM) et10µl de    butyrylthiocholine 

chloride (0.2 mM) à la fin la  microplaque est lue à λ =412 à 0  min et 15min. 

6.2.3. L'activité inhibitrice de l’ α-glucosidase 

6.2.3.1. Principe 

Le 4-Nitrophényl-α-D-galactopyranoside (PNPG) est un substrat chromogénique de 

l’alpha-glucosidase, libérant le glucose et le p-nitrophénol, L’activité de l'alpha-glucosidase est 

déterminée en utilisant le p-nitrophénol qui a une absorbance mesurée à 405 nm, le taux de la 

formation de p-nitrophénol est traduit par une augmentation de l’absorbance (Souza et al., 2011 

;Sulistiyani et al., 2016)(Figure 16).  
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Figure 16 : Mode d’action de l’activité de l’ α-glucosidase. 

6.2.3.2. Mode opératoire 

Une quantité de 4 mg de chaque extrait a été dissoute dans 1 ml de méthanol ; à 

partir de cette solution ; des dilutions au 1/2 ont été préparées pour les différents extraits 

avec des concentrations de 1000/500/250/125/62.5/31.25/15.625μg/ml. 

Dans une microplaque de 96 puits, 50 µl d’extrait a été ajouté à 100 µl de l’enzyme 

α-glucosidase  suivi par l’addition de 50 µl de solution de substrat, par la  suite une 

incubation pendant 10 min à 37°C, et une lecture a été faite à 405 nm chaque 10 min, 

pendant 30 min (0-10-20-30 min). 
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1. Dosage des polyphénols et flavonoïdes totaux 

Les résultats du dosage des polyphénols des deux extraits ; la margine et l’huile d’olive 

sont réalisés par la méthode colorimétrique à l’aide d’une courbe d’étalonnage d’acide 

gallique à différentes concentrations. Les résultats sont exprimés en microgramme équivalant 

d’acide gallique par millilitre d’extrait (µg GAE/ml), le profil de la microplaque est représenté 

à la figure19. 

Le dosage des flavonoïdes a été effectué par une méthode adaptée par Zhishen et al., 

(1999) et Kim et al. (2003), la quercitine à différentes concentrations a été utilisée pour établir 

la gamme d’étalonnage, les résultats sont exprimés en microgramme équivalent de quercitine 

par millilitre d’extrait (µg QE/ml). Les résultats du dosage sont exprimés au tableau 5 et 

l’histogramme de la figure 18. 

 

Figure 17 : Profil de la microplaque de dosage des polyphénols totaux. 

 

Figure 18 : Histogramme représentent la teneur en  polyphénols totaux (TPC) et en 

flavonoïdes (TFC) des extraits.  
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Tableau 5 : Teneur en polyphénols totaux (TPC) et en flavonoïdes (TFC) des extraits. 

 

Les valeurs ont été exprimées en tant que moyennes ± SD (n = 3), NA : No Absorbance 

Le profil de la microplaque à la figure 17 montre l’apparition de la couleur bleue au 

niveau des puits contenant l’extrait de la margine ce qui indique la présence des polyphénols, 

mais pour l’extrait de l’huile d’olive il n’y a aucun changement de la couleur cela signifie 

l’absence des polyphénols. Les résultats présentés au tableau 5 et l’histogramme de la figure 

18 montre que l’extrait de la margine d’olive possède des teneurs élevés en flavonoïdes totaux 

avec une valeur égale à 97,8±0,88 µg QE/mg en comparaison à celle de l’extrait d’huile 

d’olive avec une valeur égale à 77,4±2,65 µg QE/mg. Les teneurs en polyphénols totaux 

montrent qu’elles sont de l’ordre de 185,3 ±0,34 µg GAE/mg pour l’EMO par contre pour 

l’EHO aucune absorbance n’a été remarquée, ceci peut être du aux erreurs de manipulations.  

Plusieurs études se sont intéressés à la détermination des taux des polyphénols sur des 

extraits d’huile d’olive ; notamment Gulfraz et al., (2009) ayant mené une étude sur des 

variétés Pakistanaises ; ils ont trouvé des valeurs variant entre 23,6 à 92,4 mg EAG/Kg. Aussi 

Medjedoub I. (2016) a trouvé une valeur de 184,63mg EAG/Kg et 129,49 mg EAG/Kg lors 

d’une étude réalisée sut les deux variétés Chemlal et Azeradj successivement.  

Pour la margine la teneur en composés phénoliques est supérieure aux résultats obtenus 

par E. Ouabou
a
 et al., (2014)  avec une teneur de 2,32 ± 0,03 g/l ainsi que celle obtenue par 

Amiar F et Zouaoui N (2016) avec des valeurs varie entre 2 .5 à 11.81 gEAG/l . De même la 

teneur en flavonoïdes des extraits de la margine de la présente étude est supérieure à celle 

obtenue par Amiar F et Zouaoui N en 2016 de teneur varie entre 0.159 à 0.166 gEQ/l et celle 

de Laribi R. (2015) pour les onzes variétés traités lors de leur étude avec des valeurs de 10.13 

à 49mg/kg. 

D’après Maria Z.T. (2017), E. Ouabou
b
 et al., (2014) et Laribi R. (2015) la différence 

dans la teneur en composés phénoliques dans la margine et l’huile d’olive est due 

Extraits Teneur en  polyphénols totaux 

(µg GAE/mg) 

Teneur en flavonoïdes 

totaux (µg QE/mg) 

Extrait de la margine d’olive 

(EMO) 

185,3 ±0,34 97,8±0,88 

Extrait d’huile d’olive (EHO) NA 77,4±2,65 
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principalement à l’effet variétal, les engrais apportés,  l’irrigation, la date de récolte et la 

nature de sol. 

2. Etude de l’activité antioxydante 

Récemment les antioxydants sont devenus un sujet d'intérêt croissant, non seulement 

aux chercheurs en sciences de la santé et de l'alimentation et les experts médicaux, mais aussi 

au grand public. Malheureusement, une méthode validée est encore non développée pour la 

quantification du l'activité antioxydante des aliments et des échantillons biologiques (De 

Marco E. et al., 2007). Dans notre étude les tests utilisées pour l’évaluation de l’activité 

antioxydante sont les suivants : le balayage du radical libre DPPH, Chélate de cuivre, activité 

de l’ABTS scavenging, le superoxide DMSO alcalin, pouvoir réducteur, métal chélate et le 

radical hydroxyle.  

2.1. Dosage de balayage du radical libre  DPPH 

En raison de sa stabilité en forme radicalaire et la simplicité de l’analyse, le radical 

DPPH° est généralement considéré comme l’un des composés les plus utilisés pour 

l’évaluation rapide et directe de l’activité antioxydante (Bozin et al., 2008) , Le composé 

chimique 2,2-diphényl-1 picrylhydrazyle (α,α-diphényl-β-picrylhydrazylе) a été utilisé pour la 

détection de l’activité anti radicalaire des deux extraits : la margine et l’huile d’olive. Les 

molécules anti-oxydantes peuvent neutraliser les radicaux libres DPPH• et les convertir en 

d'autres composés plus stables, ce qui induit une diminution de la coloration violette, le profil 

de la microplaque contenant les deux extraits est représenté à la figure 19. Les IC50 des deux 

extraits sont montrées au tableau 6 et exprimées en microgramme par millilitre d’extrait. 
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Figure 19 : Profil de la microplaque du dosage de l’activité anti radicalaire DPPH. 

Tableau 6 : Valeurs d’IC50 du test DPPH des extraits. 

 

 

 

 

 

 

D’après les résultats obtenus dans la figure 19 et le tableau 6 ; on constate qu’il n’y a 

aucun changement de couleur dans le profil de la microplaque et aucune absorbance pour les 

deux extraits ce qui montre qu’il y a pas une activité anti radicalaire DPPH tandis que les 

standards : BHA, BHT et l’α-Tocophérol possèdent une activité anti radicalaire avec des 

valeurs d’IC50 : 6.14±0.41, 12.99±0.41 et 13.02±5.17 µg/ml respectivement.  

D’autres études contradictoires ont montré une activité antiradicalaire du DPPH, à 

savoir Abdelaziz M et al., (2014) ayant trouvé une valeur d’IC50 de 25,38 ± 0, 64 mg/kg pour 

l’extrait d’huile d’olive. Aussi karray M.H. (2013) qui a trouvé une valeur d’IC50 égale à 45 

ug/ml  pour leur étude sur l’extraits de la margine. 

 

 

 

Extraits/Standards IC50 µg/ml 

Extrait de la margine d’olive (EMO) NA 

Extrait d’huile d’olive (EHO) NA 

BHA 6.14±0.41 

BHT 12.99±0.41 

α-Tocophérol 13.02±5.17 
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2.2.Activité de chélation du cuivre (CCA) 

La figure 20 représente le profil de la microplaque obtenue pour l’évaluation de l’activité 

de chélation du cuivre. 

 

 

 

 

 

 

Figure 20 : Profil de la microplaque du dosage de l’ACC. 

Les résultats de l’activité de chélation du cuivre (CCA) des deux extraits sont représentés 

à la figure 21, on constate que le pourcentage d’inhibition et la concentration sont 

proportionnels, en plus on remarque qu’aux concentrations faibles l’huile d’olive ne possède 

aucun pourcentage d’inhibition. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 21 : Courbes représentent les pourcentages d’inhibition de l’activité de chélation 

du cuivre des extraits en fonction des concentrations.  

D’après le tableau 7, l’extrait d’huile d’olive possède la plus grande valeur d’IC50 qui 

est supérieur à 800 donc une très faible activité chélatrice de cuivre suivi par l’extrait de la 
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margine ayant une valeur d’IC50 de 177.12±8.00 µg/ml. L’EDTA utilisé comme standard 

présente le pourcentage d’inhibition le plus élevé. 

En raison de l’absence d’études qui ont réalisé l’ACC sur les extraits d’intérêt, nos résultats 

ne peuvent être comparés avec ceux d’autres études. 

 Tableau 07 : Valeurs d’IC50 du test de chélation du cuivre des extraits. 

 

 

 

 

2.3.Dosage de balayage ABTS 

         La disparition de la coloration bleue est proportionnelle à la capacité d’inhiber le radical 

ABTS
.+

 . Le profil de la microplaque obtenue est représenté à la figure 22. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22 : Profil de la microplaque de l’activité de balayage ABTS 

 

Le tableau 8 présente les valeurs (A0.50) du pouvoir antioxydant (ABTS) des échantillons et des 

standards BHA et BHT. 

 

 

 

 

 

Extraits/Standards IC50 µg/ml 

Extrait de la margine d’olive (EMO) 177.12±8.00 

Extrait d’huile d’olive (EHO) >800 

EDTA 59.04±0.56 
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Tableau 08 : Valeurs(A0.50) du test de balayage ABTS des extraits. 

Extraits/Standards A0.50 µg/ml 

Extrait de la margine d’olive (EMO) 82.91±2.19 

Extrait d’huile d’olive (EHO) NA 

BHA 1.03±0.00   

BHT 1.59±0.03 

 

D’après les résultats obtenus, on observe que seulement l’extrait de la margine qui 

possède une faible activité antiradicalaire ABTS avec une valeur d’A0.50 égale à 82,91±2,19 

µg/ml tandis que l’extrait d’huile d’olive ne possède aucune activité en raison de l’absence de 

l’absorbance. En comparaison aux standards ; on remarque que la margine possède une valeur 

d’A0.50 plus élevée par rapport à celle du BHT et BHA qui ont une valeur d’A0.50 égale à 

1.03±0.00 µg/ ml, 1.59±0.03 µg/ml respectivement ; donc on conclue que l’extrait de la 

margine présente une activité très faible par rapport à celle des standards. 

Les résultats de notre étude sont différentes avec ceux d’autres études, en effet lors 

d’une étude réalisée sur des huiles d’oléastres (Olea europaea var. oleaster) de la région de 

Béjaïa, les résultats ont montré des valeurs d’A0.50 pour l’huile d’olive qui varient entre 57,72 

et 144,80 mg /Kg (Boucheff S. 2011), de même dans une autre étude menée par Benidjer M. 

et Meziani Z. (2017), les auteurs ont montré que les valeur d’A0.50 pour l’huile d’olive varie 

entre 310 et 619 mg/Kg. 

2.4. Balayage du radical hydroxyl 

Le profil de la microplaque du test de balayage du radical hydroxyl est mentionné à la 

figure 23, on remarque qu’aucun changement de la couleur n’a été remarqué pour tous les 

puits des deux extraits. 
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Figure 23 : Profil de la microplaque du Balayage du radical hydroxyle. 

Les Valeurs d’IC50 pour les extraits d’huile d’olives et la margine ainsi que le standard 

sont représentés au tableau 9. 

Tableau 9 : Valeurs d’IC50 du test de Balayage du radical hydroxyle des extraits. 

 

 

 

                                                          

D’après les résultats obtenus on remarque que l’extrait d’huile d’olive et de la margine 

n’ont pas une activité de balayage du radical hydroxyle, contrairement aux résultats obtenus 

par lee et al., 2008 les auteurs ont travaillé sur cinq variétés d’huile d’olive extra vierge et ont 

montré des pourcentages d’inhibition élevés. 

2.5. Pouvoir réducteur 

  La méthode du pouvoir réducteur est un essai simple et rapide, elle est considérée 

comme un indicateur significatif du potentiel antioxydant d’une substance, ayant une 

propriété réductrice tels que les polyphénols ; réagissant comme donneurs d’électrons 

entrainant la réduction du complexe ferrique (couleur jaune) en fer ferreux (couleur bleu 

verdâtre) (Paixao et al., 2007, Gülçin et al., 2007). Le profil de la microplaque obtenu pour 

l’estimation de l’activité du pouvoir réducteur est présenté à la figure 24. 

 

 

 

Extraits/Standards IC50 µg/mL 

Extrait de la margine d’olive (EMO) NA 

Extrait d’huile d’olive (EHO) NA 

Acide ascorbique 32,33±1,17 
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Figure 24 : Profil de la microplaque de l’activité de pouvoir réducteur. 

 

Sur le profil de la microplaque, on note qu’il y a un changement de couleur dans 

l’extrait de la margine du jaune au bleu verdâtre, mais pour huile d’olive il n’y a aucun 

changement de couleur. Nous pouvons conclure que la margine a la capacité de réduire le fer 

ferrique (Fe³⁺) en fer ferreux (Fe²⁺). Les résultats du pouvoir réducteur des extraits et des 

antioxydants de référence (l’acide ascorbique, l’acide Tannique, et l’α-Tocophérol) sont 

exprimés au tableau 11 à la figure 25.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 25 : Courbes représentent le pouvoir d’inhibition des différents extraits et standards. 

 

 

D’après la figure 25 ; on remarque que l’activité réductrice augmente significativement 

avec la concentration des extraits phénoliques et antioxydants. A la concentration 12.5 µg/ml 

l’extrait de la margine et l’α-tocophérol présente la même absorbance. La margine montre un 

pouvoir réducteur faible et moins prononcé que celui des standards à la concentration 100 µg/ml. 

L’absorbance d’huile d’olive augmente faiblement et enregistre le plus faible pouvoir réducteur. 
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Tableau 10 : Valeurs (A0.50) du test pouvoir réducteur des échantillons et standards. 

Extraits/standards A0.5 µg/ml 

Extrait de la margine d’olive 

(EMO) 

65.97±1.08 

Extrait d’huile d’olive (EHO) >200 

Acide ascorbique 6.77±1.15 

Acide Tannique 5.39±0.91 

α-Tocophérol. 34.93±2.38 

 

D’après les résultats du tableau 10, nous remarquons que l’extrait d’huile d’olive a une 

valeur A0.5>200 µg/ml supérieure à celle de la margine (65.97±1.08 µg/ml), donc huile 

d’olive a une activité très faible par apport à la margine qui lui-même a une activité faible ; en 

comparaison avec les antioxydants standards (l’acide tannique, l’acide ascorbique et l’α-

tocophérol) ayant des A0.5 égale à 5.39±0.91 µg/ml,6.77±1.15 µg/ml et 34.93±2.38µg/ml 

respectivement.   

L’activité du pouvoir réducteur de l’extrait de la margine de la présente étude est 

inférieure à celle obtenue par Nadour M. (2015). Ce dernier a travaillé sur les polysaccharides 

et les polyphénols issus des sous- produits oléicoles et il a montré des valeurs d’A0.5 variant 

entre 7.65 ±0.43 µg/ml et 57.94± 4.44 μg/ml. 

Lors d’une autre étude réalisé par Mbourmad S. (2011) sur les polyphénols issus de la 

margine et huiles végétales, l’auteur a enregistré un pouvoir réducteur supérieur à celui de 

notre étude avec des A0.5 qui varie entre 0.293 et 1.697 µg/ml. Aussi les résultats d’une étude 

de  Benidjer  M et Meziani Z, (2017) ont révélé des valeurs d’ A0.5 qui varient entre 165 et 

379 mg/Kg, lors des expériences effectuées sur des extraits d’huile d’olive. Ceci prouve que 

nos extraits ont un faible pouvoir de réduction du fer ferrique (Fe³⁺) en fer ferreux (Fe²⁺). 

2.6. Activité superoxyde DMSO alcalin 

Dans la méthode DMSO alcalin, un radical superoxyde O2 est généré par l’addition 

d’hdroxyde de soduim à l’air saturé DMSO, le superoxyde généré reste stable dans la solution 

qui réduit le nitro bleu tétrazolium (NBT) de couler jaune en formazan de couleur pourpe.  Le 

tableau 11 montre les résultats obtenus de l’activité superoxide DMSO alcalin de la margine 

et l’huile d’olive comparés avec les standards BHA et BHT. 
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Tableau 11 : Valeurs d’IC50 de l’activité superoxide DMSO alcalin des extraits et standards. 

 

Extraits /Standards IC50 µg/ml 

Extrait de la margine d’olive (EMO) 23,09±0,83 

Extrait d’huile d’olive (EHO) NA 

BHA ˂ 3,125 

BHT ˂ 3,125 

 

D’après les valeurs du tableau10 ; on remarque que l’extrait de la margine possède une 

activité superoxide DMSO alcalin avec une valeur d’IC50 23,09±0,83 µg/ml, il possède une 

activité inférieure à celle des standards BHA et BHT ayant une IC50 ˂3,125µg/ml. L’extrait de 

l’huile d’olive ne possède aucune absorbance ce qui prouve qu’il n’a pas une activité 

superoxyde DMSO alcalin. 

En raison de l’absence d’études qui ont réalisé l’activité superoxide DMSO alcalin sur les extraits 

d’intérêt, nos résultats ne peuvent être comparés avec ceux d’autres études. 

3. Etude de l’activité enzymatique 

3.1. Activité inhibitrice de l’alpha-glucosidase 

L’inhibiteur de l’alpha–glucosidase a un rôle dans la diminution de l’absorption intestinale 

des sucres (monosaccahrides), il affecte négativement l’activité des enzymes (alpha–

glucosidase) qui agissent pour la destruction des sucres alimentaires en mono et disaccharides, 

sont essentiellement actifs sur l’hyperglycémie post-prandiale, donc il diminue la glycémie 

(Ruse.A.J.J. et Wisselaar.H.A., 1994). D’où l’intérêt accordé à ces inhibiteurs pour pouvoir 

évaluer la capacité des extraits à avoir une activité antidiabétique. 

Ce test est basé sur l’utilisation de  p-nitrophénol qui a une absorbance mesurée à 405 nm, 

les résultats obtenus du test inhibiteur de l’alpha-glucosidase sont représentés au tableau 12. 
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Tableau 12 : Valeurs d’IC50 de test inhibiteur de l’alpha-glucosidase des extraits et du 

standard. 

Extraits/ Standards IC50 µg/ml 

Extrait de la margine d’olive (EMO) 287,64±9,26 

Extrait d’huile d’olive (EHO) 85,92±1,70 

Acarbose 275,43±1,59 

 

Le tableau 12 montre qu’il existe une différence des valeurs d’IC50 pour les deux 

échantillons : l’huile d’olive et la margine, ce dernier ayant enregistré la plus grande valeur 

d’IC50 estimée à 287,64±9,26 µg/ml. Cette valeur est proche de celle enregistrée pour le 

standard l’ascarbose qui est égale à 275,43±1,59 µg/ml. 

L’extrait d’huile d’olive enregistre une valeur d’IC50 égale à 85,92±1,70 µg/ml, cette valeur 

est inférieure aux IC50 enregistrées par l’extrait de la margine et le standard, ceci confirme que 

l’extrait d’huile d’olive possède un meilleur pouvoir d’inhibition de l’alpha-glucosidase et par 

conséquent une activité anti-diabétique. Le résultat obtenu par la présente étude est confirmé 

par Collado-G,J. et al., (2017) ; les auteurs ont effectué un travail sur cinq types d’huiles 

d’olives extra vierges espagnoles, l’évaluation de l’activité inhibitrice d’alpha-glucosidase a 

montré des valeurs d’IC50 variant entre 0,44 µg /ml et 1,30 µg /ml. Cette différence des 

valeurs d’IC50 peut être expliquée par la nature du solvant utilisé, les auteurs de la même 

étude ont confirmé qu’une activité plus forte contre l’enzyme d’alpha glucosidase peut être 

observée en utilisant des extraits éthanoliques qui sont meilleurs que les extraits 

méthanoliques. 

3.2. Activité inhibitrice d’acétylcholinestérase et butyrylcholinestérase 

            Il a été prouvé que des taux élevés des deux enzymes l'acétylcholinestérase (AChE) 

et la butyrylcholinestérase (BCHE) entraînent une diminution des quantités de 

neurotransmetteur acétylcholine (ACh). Rétablir les niveaux de ce neurotransmetteur via 

l'inhibition de ces enzymes est en fait l'approche thérapeutique la plus utile pour traiter la 

maladie d’Alzheimer et les autres formes de démence (M. Figueiredo-G  et al., 2018). Nous 

nous sommes intéressés au cours de notre étude à tester l’activité anti-Alzheimer en se basant 

sur les deux tests d’inhibition des deux enzymes l’AChE et la BCHE. Le profil de la 

microplaque est présenté à la figure 26. 
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Figure 26 : Profil de la microplaque de l’activité inhibitrice d’AChE. 

             Les valeurs d’IC50 de l’activité inhibitrice d’acétylcholinestérase et butyrylcholinestérase 

sont montrées aux tableaux 13, les résultats du dosage pour les deux activités sont représentés 

aux figures 27 et 28 respectivement. 

 

Figure 27 : Courbes représentent le pourcentage d’inhibition de l’activité acétylcholinesterase 

par les extraits en fonction des concentrations. 
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 Tableau 13: Valeurs d’IC50 du test de l’activité inhibitrice d’AChE et du BChE des extraits 

et du standard. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 28: Courbes représentent le pourcentage d’inhibition de l’activité 

butyrylcholinestérase par les extraits et le standard en fonction des concentrations. 

La courbe des figures 27 et 28 montre que le pourcentage d’inhibition de l’activité des 

deux enzymes (AChE et BChE) par les deux extraits et le standard est proportionnel à la 

concentration. La figure 27 montre que l’EHO n’a aucun pourcentage d’inhibition de 

l’activité d’AChE tandis que l’EMO commence à avoir un pourcentage d’inhibition à la 

concentration 25 µg/ml et augmente avec l’augmentation de la concentration. Pour l’activité 

d’inhibition de la BChE ; la figure 28 montre qu’à des concentrations faibles les deux extraits 

ne manifeste aucun pourcentage d’inhibition de l’activité butyrylcholinestérase, une 

augmentation de la courbe est remarquée à la concentration 25 µg/ml. 

D’après les résultats présentés au tableau 13 ; on observe que l’EMO a une valeur 

d’IC50 égale à 174.37±5.75 µg/ml, cette valeur est plus élevée par rapport à celle du standard 

(Galantamine), par contre l’EHO ne présente aucune absorbance, donc il n’est pas doté d’une 

activité d’inhibition de l’enzyme AChE. Les IC50 du test de l’activité inhibitrice de la BChE, 

montrent que l’EHO a la plus grande valeur d’IC50 350.72±59.04 µg/ml suivi de l’EMO 

Extraits /Standards IC50 µg/ml (test d’activité 

inhibitrice d’AChE) 
IC50 µg/ml (test d’activité 

inhibitrice du BChE) 

Extrait de la margine d’olive 

(EMO) 

174.37±5.75 173.65±0.16 

Extrait d’huile d’olive (EHO) NA 350.72±59.04 

Galantamine 6.27±1.15 34.75±1.99 
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(173.65±0.16 µg/ml) et le standard (34.75±1.99 µg/ml) donc l’EMO a un pouvoir d’inhibition 

de la BChE supérieur à celui de l’EHO.  

Les valeurs d’IC50 obtenus du test d’inhibition de l’activité des deux enzymes sont 

inférieures à celles obtenues par M. Figueiredo-G  et al., (2018) qui ont trouvé des valeurs 

d’IC50 qui varient de 156±4 à 308±33 mg/ml sur des EHO de la variété cornicabra et picual. 

Les mêmes auteurs ont trouvé des valeurs d’IC50 égale à 503±36 µg/ml sur les mêmes EHO 

en évaluant l’activité d’inhibition de l’AChE.  

Concernant l’EMO aucune étude n’a apporté des résultats qui se rapportent aux deux tests 

enzymatiques. 

En conclusion, on peut dire que les résultats de ce travail nous a permis d’affirmer que 

les deux extraits étudiées présentent des bonnes activités antidiabétique et anti-Alzheimer et 

des propriétés antioxydantes considérables qui pourraient nous permettre de les recommander 

dans la biotechnologie. 
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Conclusion et perspectives  

Les produits oléicoles mondiaux se concentrent essentiellement dans le bassin 

méditerranéen, actuellement ils marquent un intérêt primordial dans la recherche grâce à leur 

richesse en biomolécules qui suscitent l’intérêt de plusieurs chercheurs. 

Au cours de cette étude une estimation du taux des polyphénols et flavonoïdes a été 

effectuée sur des extraits de la MO et l’HO suivi d’une évaluation de leurs activités 

antioxydantes et enzymatiques. 

Les résultats obtenus ont montré que les teneurs en flavonoïdes totaux enregistrées dans 

l’EMO et l’EHO sont faiblement considérables. Les principales méthodes d’évaluation du 

potentiel antioxydant montre que l’EHO présente une faible activité aux tests CCA et le 

pouvoir réducteur et il n’a aucune activité lors de l’utilisation des autres tests. L’EMO a 

montré une très faible activité aux différents tests : chélation du cuivre, l’effet scavenger à 

l’ABTS, l’effet superoxide DMSO alcalin et le pouvoir réducteur. L’activité antidiabétique 

évaluée par le test d’inhibition d’alpha-glucosidase a montré que les deux extraits possèdent 

une activité assez importante comme inhibiteurs, et un faible pouvoir d’inhibition a été noté 

pour l’extrait d’HO. De même l’activité anti-Alzheimer estimée par deux tests enzymatiques ; 

a prouvé que les deux extraits enregistre des activités d’inhibition de la BChE et que 

seulement l’EMO possède une activité d’inhibition de l’AChE. 

L’ensemble de ces résultats obtenus in vitro ne constitue qu’une première étape dans la 

recherche des substances d'origine naturelle biologiquement active. Cette étude nécessite 

d’autres recherches qui s’intéressent à : 

 Evaluer le travail sur d’autres variétés algériennes et internationales. 

 Déterminer les différents constituants des composés phénoliques étudiés.  

 Réaliser une étude in vivo, afin de mieux cerner le pouvoir antioxydant des deux 

extraits. 

 Utiliser d’autres solvants organiques (acétone, éthanol) pour extraire le maximum de 

composants antioxydants. 
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Summary 

The place of olive oil and olive by-products such as vegetable water is of considerable 

importance in the development of future medicines and in the prevention of certain diseases. 

This study was conducted in order to evaluate the antioxidant, anti-Alzheimer and antidiabetic 

activity of olive oil extracts and vegetable water. 

Total polyphenol and flavonoid contents of both extracts were determined using Folin-

Ciocalteu reagent and tri-aluminum chloride respectively; the results revealed that the 

vegetable water has a very high polyphenol and flavonoid content (185.3 ± 0.34 μg EAG / mg 

and 97.8 ± 0.88 μg EQ / mg). The evaluation of the antioxidant activity of the extracts is 

determined by several tests in particular: the DPPH test and the radical hydroxyl test which 

showed no absorbance for the two extracts, the test of the copper chelation which revealed an 

important activity for the EMO with an IC50 value of 177.12 +/- 8.00 μg / ml. The scavenger 

activity of the ABTS radical has proved that the EMO has a high antioxidant power with an 

A0.5 value of 82.91 ± 2.19 μg / ml, the reducing power of the EMO is higher than that olive oil 

with a value of A0.50 of 65.97 ± 1.08, also we found that the EMO exhibited good activity by 

the alkaline DMSO test with an IC50 value of 23.09 ± 0.83 μg / ml compared to the OME 

which showed no absorbance. 

In this study an evaluation of the anti-diabetic activity was carried out using an enzymatic 

enzyme inhibition test of the alpha-glucosidase enzyme, the results revealed that the olive oil 

has a good alpha activity. glucosidase with an IC50 value of 85.92 ± 1.70 μg / ml. On the other 

hand, the anti-Alzheimer's activity evaluated using two tests of inhibition of AChE activity 

and BChE; proved that the vegetable water extract exhibited a high capacity of inhibition of 

these two enzymes with an IC50 of 174.37 ± 5.75 and 173.65 ± 0.16 μg / ml respectively. 

 In conclusion, our study confirms that olive oil and vegetable water have considerable 

antioxidant power and a powerful ability to prevent the onset of diabetes and Alzheimer's 

disease. 

Key words: olive oil, vegetable water, DPPH, ABTS, alkaline DMSO, flavonoids, 

polyphenols, biological activity, antioxidant activity. 



 ملخص

يكاٌ سٚج انشٚخٌٕ ٔيشخقاحّ يثم انًٛاِ انُباحٛت نّ أًْٛت كبٛزة فٙ حطٕٚز الأدٔٚت انًسخقبهٛت ٔفٙ انٕقاٚت يٍ بعط 

الأيزاض. أجزٚج ْذِ انذراست يٍ أجم حقٛٛى انُشاط انًضاد نلأكسذة ٔيضاد انشْاًٚز ٔيضاداث انسكز٘ نًقخطفاث سٚج 

 .انشٚخٌٕ ٔانًٛاِ انُباحٛت

ٔكهٕرٚذ  Folin-Ciocalteu حى ححذٚذ إجًانٙ يحخٕٚاث انبٕنٛفُٕٛل ٔانفلافَٕٕٚذ فٙ كلا انًسخخهصٍٛ باسخخذاو كاشف

ثلاثٙ الأنٕيُٕٛو عهٗ انخٕانٙ ؛ أظٓزث انُخائج أٌ انًاء انُباحٙ ٚحخٕ٘ عهٗ َسبت عانٛت جذًا يٍ انبٕنٛفُٕٛل ٔانفلافَٕٕٚذ 

يٛكزٔغزاو يكافئ / يهغ(. ٚخى ححذٚذ حقٛٛى َشاط يضاداث  0.88±  97.8 يهغ ٔ / EAG يٛكزٔغزاو ±0.34  185.3)

ٔاخخبار انٓٛذرٔكسٛم  DPPH الأكسذة فٙ انًسخخهصاث يٍ خلال انعذٚذ يٍ الاخخباراث عهٗ ٔجّ انخصٕص: اخخبار

 بقًٛت EMO انجذر٘ انذ٘ نى ٚظُٓز أ٘ ايخصاص نهًسخخهصٍٛ ، اخخبار انًخلاب انُحاسٙ انذ٘ كشف عٍ َشاط يٓى ل

IC50  يٛكزٔغزاو / يم. نقذ أثبج َشاط انشاحف نـ 8.00 -+/ 177.12حبهغ ABTS root ٖأٌ نذ EMO  قذرة عانٛت

  أعهٗ يٍ حهك سٚج انشٚخٌٕ بقًٛت EMO يٛكزٔغزاو / يم ، قٕة حقهٛم 2.19±  82.91حبهغ  A0.5 يضادة نلأكسذة بقًٛت

 A0.50  ٍكًا ٔجذَا أٌ 1.08±  65.97ي ، EMO ٓز َشاطًا جٛذًا يٍ خلال اخخبارأظ DMSO انقهٕ٘ بقًٛت IC50  حبهغ

 .انخٙ نى حظٓز أ٘ ايخصاص OME يٛكزٔغزاو / يم يقارَت يع ±0.83  23.09

، ٔكشفج  alpha-glucosidase فٙ ْذِ انذراست حى إجزاء حقٛٛى نهُشاط انًضاد نهسكز٘ باسخخذاو اخخبار حثبٛظ إَشٚى إَشٚى

يٛكزٔغزاو / يم. يٍ َاحٛت  1.70±  85.92حبهغ  IC50 ٌ نذّٚ َشاط أنفا جٛذ. انجهٕكٕسٚذاس بقًٛتانُخائج أٌ سٚج انشٚخٕ

؛ أثبج أٌ يسخخهض انًٛاِ  AChE ٔ BChE أخزٖ ، حى حقٛٛى َشاط يضاد انشْاًٚز باسخخذاو اخخبارٍٚ نخثبٛظ َشاط

يٛكزٔغزاو / يم  0.16±  173.65ٔ  5.75±  174.37يٍ  IC50 انُباحٛت أظٓز قذرة عانٛت عهٗ حثبٛظ ْذٍٚ الإَشًٍٚٛ يع

 .عهٗ انخٕانٙ

فٙ انخخاو ، حؤكذ دراسخُا أٌ سٚج انشٚخٌٕ ٔانًاء انُباحٙ نًٓا قٕة كبٛزة يضادة نلأكسذة ٔقذرة قٕٚت عهٗ يُع ظٕٓر  

 .يزض انسكز٘ ٔيزض انشْاًٚز

 ، انبٕنٛفُٕٛل ، انفلافَٕٕٚذ ، انقهٕٚت DPPH ، ABTS ، DMSO ، انُباحٛت انًٛاِ ،سٚج انشٚخٌٕ :المفتاحية الكلمات

 . انبٕٛنٕجٙ انُشاط



Résumé 

La place de l’huile d’olive et des sous-produits oléicoles tels que la margine occupent 

une importance non négligeable dans la mise au point des futurs médicaments et dans la 

prévention de certaines maladies. Cette étude a été réalisé dans l’objectif d’évaluer l’activité 

antioxydante, anti-Alzheimer et antidiabétique des extraits d’huile d’olive et la margine. 

Les teneurs en polyphénols et en flavonoïdes totaux des deux extraits ont été 

déterminés en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu et le tri-chlorure d’aluminium 

respectivement ; les résultats ont révélé que la margine a une teneur en polyphénols et en 

flavonoïdes très élevée (185,3 ±0,34 µg EAG/mg et 97,8±0,88 µg QE/mg). L’évaluation de 

l’activité antioxydante des extraits est déterminée par plusieurs tests notamment : le test 

DPPH et le test hydroxyl radical qui n’ont montré aucune absorbance pour les deux extraits, 

le test du chélation de cuivre qui a révélé une activité importante pour l’EMO avec une valeur 

d’IC50 de 177,12±8,00 µg/ml. L’activité scavenger du radical ABTS a prouvé que l’EMO 

possède un pouvoir antioxydant élevé avec une valeur d’A0.5 de 82,91±2,19 µg /ml, le pouvoir 

réducteur de l’EMO est plus élevé à celui l’huile d’olive avec une valeur d’A0,50 de 

65.97±1.08, aussi nous avons constaté que l’EMO présenté une bonne activité par le test du 

DMSO alcalin avec une valeur d’IC50 de 23.09± 0.83 µg /ml en comparaison à l’EHO qui n’a 

présenté aucune absorbance.  

Au cours de cette étude une évaluation de l’activité anti diabétique a été réalisée en utilisant 

un test enzymatique d’inhibition de l’enzyme alpha-glucosidase, les résultats ont révélé que 

l’huile d’olive a une bonne activité d’alpha glucosidase avec une valeur d’IC50 85,92±1,70 

µg/ml. Par contre l’activité anti-Alzheimer évaluée en utilisant deux tests d’inhibition de 

l'activité de l’AChE et la BChE ; a prouvé que l’extrait de la margine a manifesté un grand 

pouvoir d’inhibition de ces deux enzymes avec une IC50 de 174,37±5,75 et 173,65±0,16 µg 

/ml respectivement. 

 En conclusion, notre étude confirme que l’huile d’olive et la margine possèdent un 

pouvoir antioxydant considérable et une puissante capacité de prévention contre l’apparition 

du diabète et la maladie d’Alzheimer. 

 

 

Mots clés : ABTS, activité antioxydante, activité biologique, DMSO alcalin, DPPH, flavonoïdes, 

Huile d’olive, margine, polyphénols. 
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certaines maladies. Cette étude a été réalisé dans l’objectif d’évaluer l’activité antioxydante, anti-

Alzheimer et antidiabétique des extraits d’huile d’olive et la margine. 

Les teneurs en polyphénols et en flavonoïdes totaux des deux extraits ont été déterminés en 

utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu et le tri-chlorure d’aluminium respectivement ; les résultats ont 

révélé que la margine a une teneur en polyphénols et en flavonoïdes très élevée (185,3 ±0,34 µg 

EAG/mg et 97,8±0,88 µg QE/mg). L’évaluation de l’activité antioxydante des extraits est 

déterminée par plusieurs tests notamment : le test DPPH et le test hydroxyl radical qui n’ont montré 

aucune absorbance pour les deux extraits, le test du chélation de cuivre qui a révélé une activité 

importante pour l’EMO avec une valeur d’IC50 de 177,12±8,00 µg/ml. L’activité scavenger du 

radical ABTS a prouvé que l’EMO possède un pouvoir antioxydant élevé avec une valeur d’A0.5 de 

82,91±2,19 µg /ml, le pouvoir réducteur de l’EMO est plus élevé à celui l’huile d’olive avec une 

valeur d’A0,50 de 65.97±1.08, aussi nous avons constaté que l’EMO présenté une bonne activité par 

le test du DMSO alcalin avec une valeur d’IC50 de 23.09± 0.83 µg /ml en comparaison à l’EHO qui 

n’a présenté aucune absorbance.  

Au cours de cette étude une évaluation de l’activité anti diabétique a été réalisée en utilisant un test 

enzymatique d’inhibition de l’enzyme alpha-glucosidase, les résultats ont révélé que l’huile d’olive a 

une bonne activité d’alpha glucosidase avec une valeur d’IC50 85,92±1,70 µg/ml. Par contre 

l’activité anti-Alzheimer évaluée en utilisant deux tests d’inhibition de l'activité de l’AChE et la 

BChE ; a prouvé que l’extrait de la margine a manifesté un grand pouvoir d’inhibition de ces deux 

enzymes avec une IC50 de 174,37±5,75 et 173,65±0,16 µg /ml respectivement. 

 En conclusion, notre étude confirme que l’huile d’olive et la margine possèdent un pouvoir 

antioxydant considérable et une puissante capacité de prévention contre l’apparition du diabète et la 

maladie d’Alzheimer. 
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