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Introduction

Le régime méditerranéen riche en fruits et légumes frais, a été associé a une faible
incidence de maladies, notamment en raison de sa proportion élevée de composés bioactifs
tels que les flavonoides et les polyphénols (Benavente et al., 1999). A I’heure actuelle, les
polyphénols captent 1’intérét 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). Au cours des dernieres
années, des études sur les activités antioxydantes des plantes médicinales ont augmenté de
facon remarquable due a un intérét accru pour leur potentiel d'étre utilisé en tant que source
d'antioxydants riche et naturelle (El Haci et al., 2012; Benariba et al., 2013).

Dans ce travail, nous nous sommes intéressées aux olives et feuilles d’olivier (Olea
europaea L) qui est un arbre largement cultivée dans le bassin méditerranéen, il recouvre ainsi
environ 8 millions d'ha ; ce qui représente environ 987 de la récolte mondiale (Bouaziz et
Sayadi, 2005).

Depuis I’antiquité 1’utilisation la plus connue de ’olivier est la production de I’huile
d’olive qui est utilisée pour des raisons alimentaires, cosmétiques et thérapeutiques. Par
ailleurs, les propriétés médicinales de I’olivier sont également attribuées a ses feuilles dont
’utilisation en phytothérapie remonte trés loin dans 1’histoire comme remede traditionnel
pour lutter contre la fiévre et d’autres maladies, telles que le paludisme, ainsi qu’a son fruit
(’olive) qui dispose de diverses propriétés antioxydantes associées a Sses COmposés
phénoliques (Djenane et al., 2012; Benavente et al., 1999 ; Xie et al., 2015).

Sur cette base nous avons porté intérét aux feuilles d’olivier et a deux variétés d’olive
(Blanquette de Guelma et Chemlal de Tizi Ouzou) ; une extraction a été faite pour récupérer

des composés phénoliques olives et feuilles d’olivier afin de :

- Déterminer la teneur totale en composés phénoliques et en flavonoides des extraits.
- Evaluer I’activité antioxydante des extraits en utilisant diverses méthodes.
- Estimer I’activité anti-cholinestérase et antidiabétique des extraits en utilisant des tests

enzymatiques.

Le présent travail comporte trois parties principales, la premiere est une étude
bibliographique au sein de laquelle nous avons apporté des généralités sur I’olivier, les

feuilles et le fruit et leurs activites biologiques. La deuxiéme partie résume le matériel
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biologique et la méthodologie de travail. La troisieme partie est consacrée a la présentation

des résultats ainsi qu’a leur interprétation. Finalement, nous achevons notre manuscrit par une

conclusion qui résume 1’ensemble des résultats obtenus.
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Partie | : Apercu bibliographique de ’olivier, feuilles d’olivier et olives
I.1. Généralités sur ’arbre

L’olivier est D’arbre le plus emblématique du bassin méditerranéen et son
omniprésence dans les agro systémes confére a cette espéce une importance économique et
une pierre angulaire de I’agriculture traditionnelle méditerranéenne (Besnard, 2016). Cet arbre
est cultivé pour son fruit, 1’olive, qui donne une huile, mais aussi pour les olives de table qui

ont une grande importance dans le régime méditerranéen (Aouidi, 2012).
1.1.1. Description botanique de ’olivier

L’olivier est un arbre de 6 a 8 m de hauteur, a tronc tortucux et a écorce grisatre,
crevassée (Figure 1). Les feuilles, blanches argentées a la face inférieure, vertes grisatres a la
face supérieure, opposées, persistantes, coriaces, lancéolées. Les fleurs, petites et blanches, a
quatre pétales, sont réunies en grappes dressées. Les fruits d’olives, sont des drupes ovoides,

vertes puis noires a la maturité, a noyau dur fusiforme (Ghedira, 2008).
En botanique ’olivier est classifié comme suit (Ghedira, 2008) :

Regne: Plantae

Embranchement: Magnoliophyta

Sous-embranchement : Magnoliophytina

Classe : Magnoliopsida

Sous-classe : Dialypétales

Ordre : Lamiales

Famille : Oleaceae

Genre : Olea

Espéce: Olea europea L
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Figure 1 : L’ olivier (Olea europea L) (Belaj et al., 2016)

L'olivier méditerranéen, Olea europaea L a longtemps été subdivisé en deux variétés,
variété europaea pour l'olivier cultivé, et la variété sylvestris pour I'oléastre (olivier sauvage).
Cette subdivision est cependant discutable, divers travaux ayant montré l'absence de
frontiéres entre les populations sauvages et les formes cultivées, aussi bien sur le plan

génotypique que phénotypique (Breton et al.,2006; Long et al., 2010).
1.1.2. Situation de I’olivier dans le monde

L’olivier est présent sur six continents : Europe, Amérique du nord, Amérique du sud,
Afrique, Asie, Océanie. Toutefois, c’est dans le pourtour méditerranéen que 1’on retrouve plus
de 90 % des oliviers. Les principaux vergers d’oliviers se situent en Espagne, en Tunisie, en
Italie, en Turquie, en Grece, au Maroc, en Syrie et au Portugal. L’olivier appartient a ce que
I'on appelle le complexe oléicole dans lequel six sous-espéces sont reconnues. Ces taxons sont
naturellement distribués de I'Afrique du Sud a I'Asie du Sud, dans les montagnes sahariennes,

en Macaroniste et dans les pays méditerranéens (Figure 2), (Besnard, 2016).

——
N
| —
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B subsp. cerasiformis = Madeiran olive
B subsp. cuspidata = African olive
B subsp. europaea = European olive

¥

2X B subsp. guanchica = Canarian olive
B subsp. laperrinei = Laperrine’s olive

subsp. maroccana = Moroccan olive

Figure 2 : Distribution de I’olivier dans le monde (Besnard, 2016).

1.1.3. Situation de Polivier en Algérie

Comme dans la plupart des autres pays méditerranéens, l'olivier constitue 1’une des
principales espéces fruitieres plantées en Algérie, avec environ 207822 ha soit 33% de
la surface arboricole. L’olivier est présent dans I’ensemble des wilayas du pays et il est divisé

comme suit ;

- Le centre occupe la premiére place avec 112921 ha soit 54,33 % qui sont
concentrés dans les wilayas de Bejaia, Tizi-Ouzou, etc...

- L'Est du pays vient en seconde position avec 58764 ha soit 28,27% dont la moitié
est localisée dans les wilayas de Sétif, Guelma, Skikda, etc...

- La région Ouest occupe a peine 16,93% soit 35192 ha dont I'ensemble est concentré

a Tlemcen.

- Enfin; le Sud occupe une superficie de 945 ha (Boukhezna, 2008).
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1.2. Généralités sur les feuilles d’olivier
1.2.1. Description des feuilles

L'olivier a des feuilles persistantes et ses feuilles vivent habituellement pendant deux a
quatre saisons, bien que les feuilles les plus agées puissent rester plus longtemps sur l'arbre.
Elles sont opposées, coriaces, simples, avec un pétiole tres court (environ 0,5 cm) et une lame
allongée (3-9 cm de long). Le limbe est lancéolé et se termine par un mucron. Les bords du
limbe s’enroulent sur eux-mémes. La face supérieure de la feuille est vert-grisatre, lisse et
brillante et la face inférieure de la feuille est grise argentée et d’aspect chatoyant
(Figure 3). L'anatomie et les caractéristiques de la surface de la feuille d'olivier sont typiques
d'une végétation sclérophyllique résistante a la sécheresse (Lomenech, 2010; Rapoport et al.,

[y

Figure 3 : Feuilles d'olivier (Belaj et al., 2016)

1.2.2. Composition chimique des feuilles

La composition chimique des feuilles varie en fonction de nombreux facteurs :
variétés, conditions climatiques, époque de prélevement, age des plantations (Nefzaoui,
1995). Les feuilles sont particulierement riches en carbohydrates. La matiere organique est
constituée par des protéines (5,04 a 7,60 g / 100 g de matiere fraiche), des lipides, des
monomeres et polymeéres phénoliques (tel que les tannins) et principalement par des

polysaccharides (tels que le cellulose, ’hémicellulose) (Tableau 1).
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Tableau 1 : Composition chimique globale des feuilles d’olivier

composents (g/100g) Boudhrioua et al., 2009 Garcia-Gomez et al., 2003
Eau 46.2-49.7 2 nd

Protéines 5.0-7.6° nd

Lipides 1.0-1.3°% nd

Minéraux 2.8-4.4° nd

Carbohydrates 37.1-42.5° nd

Polyphénols totaux 1.3-2.3° nd

Cellulose nd 19.3°

Hémicellulose nd 25.4°

Lignine nd 30.4°

a: correspond aux valeurs exprimées par rapport a la masse fraiche des feuilles d’olivier./ b :correspond aux
valeurs exprimées par rapport a la masse séche des feuilles d’olivier./ nd : valeur non déterminée.

La composition en minéraux est représentée au tableau 2. On peut remarquer que les

minéraux les plus abondants sont : le fer avec une concentration de 273 g/ Kg de matiere

seche et le magnésium avec une concentration de 50 g/kg de matiére seche (Fegeros et al.,

1995).

Tableau 2 : Composition en minéraux des feuilles d’olivier (Fegeros et al., 1995).

Minéraux Concentrations
(g/kg M.S)

Calcium (Ca) 12.7

Phosphore (P) 2.1

Manganése (Mg) 1.9

Potassium (K) 6.3

Fer (Fe) 273.0

Cuivre (Cu) 10.7

Zinc (Zn) 21.3

Magnésium (Mn) 50.0

M.S : matiére seche
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La teneur des feuilles en protéeine est faible, il y'a un grand nombre d'acides aminés

libres représenté dans le Tableau 3.

Tableau 3 : Composition en acides aminés des feuilles d’olivier fraiches (exprimé en g par
Kg d’azote total) (Martin-Garcia et Molina-Alcoide, 2008).

Acides aminés Concentrations | Acides aminés Concentrations
Acide aspartique 27,5 Valine 74,8
Acide glutamique 35,1 Méthionine 5,3
Serine 44,5 Cystéine 1,6
Glycine 79,6 Isoleucine 58,8
Histidine 25,4 Leucine 104
Arginine 162,0 Phénylalanine 51,8
Thréonine 46,8 Lysine 19,1
Alanine 73,8 Acides aminées 537947
essentiels
Proline 84,2 Acides aminées non
essentiels
Tyrosine 32,3 Acides aminées totaux | 926
(sans tryptophane)

La capacité antioxydante des feuilles d’olivier est liée a la présence de différentes

familles chimiques, dont des polyphénols, I’hydroxytyrosol, le tyrosol et I’oleuropéine
(Tableau 4).
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Tableau 4 : Structures chimiques des composes phénoliques les plus abondants des feuilles

d’olivier (Benavente et al., 1999)

Composés phénoliques

Structure chimique

Oleuropéine
o OH
o ]
I "Hz COCH2CH2 oH
HaCOC CHCH3
o OGlucosas
Hydroxytyrosol

OH
nocrzers & S—on
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5
MO —C—CH ==CH — C00O

CH,OH o
RNO
OH I
Ho‘Q—CH:CHzO
O

Apegenin-7-glucoside

OH

GlucO 0

OH O

Lutéolin-7-glucoside
OH
OH
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1.2.3. Activités biologique des feuilles

Le potentiel antioxydant des feuilles d’olivier a été le sujet de diverses études qui ont
confirmé la grande capacité que ces feuilles possédent envers les radicaux libres, selon une
étude sur des cellules avec mesure de leur teneur en ERO. Les données ont montré qu’en
comparaison aux cellules témoins positives traitées avec I'oxydant TBHP, l'incubation avec
des extraits de feuilles d'olivier a considérablement diminué la teneur en ERO intracellulaire
produite par I'oxydant TBHP (Difonzo et al., 2017). Ainsi que l'activité piégeant les radicaux
DPPH de I'nydroxytyrosol et de I'oleuropéine des composés presents dans les feuilles d’olivier
a été mesurée, ces composes ont montré une forte activité antioxydante (Bouaziz et Sayadi,
2005).

A coté de Iactivité a piéger les radicaux libres ; les scientifiques sont allés encore plus
loin pour déterminer les autres activités que les feuilles d’olivier peuvent avoir et ils ont fini
par déduire que ces feuilles possédent une activité antihyperglycémique. D’aprés une étude
réalisée in vivo sur plusieurs rats ayant un taux de glycémie augmenté suite a I’injection de
I’alloxane. Cette toxine provoque des modifications morphologiques au niveau de la
population cellulaire de pancréas endocrine entrainant ainsi des troubles métaboliques qui
accompagnent 1’état diabétique. Aprés administration de la tisane des feuilles d’olivier pour
certains rats, les résultats ont montré une diminution hautement significative de la glycémie
chez ces rats alors qu’elle reste pratiquement similaire pour les rats témoins Ce qui prouve que

des tisanes des feuilles d’olivier possede une activité hypoglycémiante (Arab et al., 2013).

Une autre étude a rapporté que les principaux composés phénolique des feuilles
d’olive ont montré des propriétés neuroprotectrices, en neutralisant les radicaux hydroxyles,
en diminuant la peroxydation des lipides et en renforcant I'activité des enzymes antioxydantes
dans la substance du cerveau central, ceci protege les neurones des effets néfastes du stress
oxydatif et permet ainsi la prévention de la maladie d’ Alzheimer et du syndrome de Parkinson
(Sarbishegi, 2018).

1.2.4. Utilisation des feuilles d’olivier

Les feuilles de I’olivier ont été utilisees depuis trés longtemps pour désinfecter les
blessures cutanées. Les anciens leur attribuaient des vertus antiseptiques et la propriété de

combattre toutes sortes d’infections. De nos jours des extraits de feuilles d’olivier sont
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apparus sur le marché. Certains fabricants en vantent les vertus pour le systéme immunitaire

et contre les infections virales, bactériennes et fongiques.

En Europe, les herboristes recommandent la feuille d’olivier pour améliorer la
circulation sanguine, ainsi que pour prévenir et traiter [’hypertension et
I’artériosclérose. La feuille d’olivier est souvent combinée a d’autres plantes aux propriétés

complémentaires (Aragas, 2013).

Elles ont été utilisées aussi pour 1’alimentation animale telle que 1’alimentation des

dindes pour améliorer la qualité de leurs viandes (Govaris et al., 2010).

De nombreuses études ont été réalisées sur les feuilles pour leurs propriétés
particulieres et elles ont été introduites dans le domaine pharmaceutique pour extraire des
composés phénoliques, notamment 1’oleuropéine (Japan-Lujian et al., 2006) ; qui est I'un des
composés responsables de l'activité hypoglycémiante et antidiabétique (Gonzalez et al.,
1991). Aussi des études ont montré que la consommation humaine d’infusion des feuilles

d’olivier est bénéfique pour la santé (Giao et al., 2007).

De nombreuses industries utilisent les feuilles d’olivier pour fabriquer divers produits
alimentaires, des résultats suggérent que les feuilles d’olivier constituent un potentiel non
négligeable comme des ingrédients alimentaires fonctionnels pour leur activité
antimicrobienne vis-a-vis de certaines bactéries responsables de toxi-infections
alimentaires (Djenane et al., 2011). Ainsi que dans des produits cosmétiques pour la

formulation photo protectrice (Pinnell-Sheldon et Omar Mostafa, 2004).
1.3.Généralités sur les olives
1.3.1. Description des olives

Les fruits des variétés d’olive cultivées mesurent 1-4 cm de long, 0,5-2 cm de
diametre et peuvent peser jusqu’a 10 g de poids frais et 2,5 g de poids sec. La forme fruitee
varie de sphérique a ellipsoide ou allongée, avec divers degrés d’asymétrie et un sommet
arrondi ou pointu. Les fruits de génotypes sauvages sont généralement beaucoup plus petits
(longueur : 0,5-1,5 cm, largeur inférieure a 1 cm et pesant moins de 2 g) et présentent une
proportion d'endocarpe beaucoup plus élevee par rapport aux variétés cultivées (Rapoport et
al., 2016).
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Figure 4 : Fruits d’olivier (Belaj et al. 2016)

1.3.2. Variétés d’olives

Les olives se présentent avec différentes couleurs. En fonction du degré de la maturité des

fruits frais on distingue :

Olives vertes: Fruits récoltés au cours de la période de maturation, avant la coloration
et lorsqu'ils ont atteint une taille normale. Une fois traitée, la couleur olive verte peut
varier du vert au jaune paille.

Olives tournantes : Fruits récoltés avant le stade de maturité complete, au changement
de couleur. Aprés traitement, ce type d’olive peut varier du rose au brun.

Olives noires: Fruits récoltés a pleine maturité ou un peu avant d'atteindre leur pleine
maturité. Une fois transformées, les olives noires peuvent varier du noir rougeatre au

noir violet, au violet foncé, au noir verdatre ou au marron foncé (Rejano et al., 2010).

Selon leur destination on distingue différents types d’olive :

Des olives a huile, leur production doit étre constante et garantir une bonne
rentabilité en termes de qualité et de quantité d’huile.

Des olives de table, elle implique une certaine grosseur du fruit et un contenu riche en
pulpe et en noyau mais faible en huile (Tableau 5).

Des olives mixtes qui présentent des propriétés a cheval entre les deux groupes;
en fonction du moment de sa récolte et de son adaptation a la zone de culture,
on destine le fruit soit a latable (une fois la taille adéquate atteinte) soit a
I’extraction de I’huile (Touati, 2013).
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Tableau 5 : Variétés mondiales d'olives (Rejano et al., 2010).

Pays Olives de table Olives mixtes
Algérie Azeradj, Blanquette de Guelma,
Sigoise
Egypte AggeziShami, Hamed,
Toffahi
Italie AscolanaTenera, Giarraffa, Carolea, Cassanese, Cellina di
NocellaradelBelice, Oliva di | Nardo ,Cucco, Itrana, Majatica di
Cerignola, Sant Agostino, Ferrandina, NocellaraEtnea, Pizz e
Santa Caterina Carroga
Espagne Alorefia, Gordal de Granada y | Hojiblanca, Manzanilla Cacerefia,
Sevillana, Loaime, Manzanilla Prieta, Morisca,
Manzanilla de Sevilla, Mollar | Rapasayo, Villalonga
de Cieza, Morona
Tunisie Mesk Chétoui, Gerboui, Oueslat
Turquie Domat, Izmir Sofralik, Uslu | Cekiste, Celebi, Erkence,
GemlikMemecik, Memeli
Grece Chalkidiki Amigdalolia, Kalamén,
Konservolia, Mastoidis,
Megaritiki
France Lucques Aglandau, Grossane, Picholine
Languedoc, Salonenque, Tanche
Maroc Meslala Haouzia, Menara, Picholine
Marocaine

1.3.3. Composition chimique des olives

L’olive est constituée principalement d’eau qui représente 40 a 45% de la totalité des

composés chimiques du fruit, les autres composants sont : des glucides (10-20 %), des lipides

qui représentent environ 30 % du fruit mur (environ 50 % du péricarpe et 35-40 % de

I’amande qui représente 15 % du poids du noyau) et des minéraux. D’autres constituants

importants sont les pectines, les acides organiques et les pigments (Ghedira, 2008; Benlemih

et Ghanam, 2016).
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Les membres d'Oleaceae y compris les olives ; contiennent de nombreux composes,
tels que des composés phénoliques simples, acide caféique, acide gallique, ainsi qu'un groupe
de composés phénoliques complexes spécifiques a cette famille (Tableau 6). Cette derniére
catégorie est représentée par les oléosides phénoliques ou les secoiridoides typiques des
Oléacées et de quelques autres familles dicotylédones. Globalement, les concentrations des
composés phénoliques dans les drupes d’olive varient entre 1 et 3% du poids frais de la pulpe
et les principales classes de phénols présentes sont les suivantes : acides phénoliques, les

alcools phénoliques, les flavonoides et secoiridoides (Servili et al., 2016).

Tableau 6 : Principaux composés phénoliques de I'olive (Servili et al., 2016).

Classes Composants

Flavonoides Anthocyanines

. Cyanidine 3-0-glucoside
. Cyanidine 3-o-rutinoside
Falavonols

. Quersitine 3-o-rutinoside
Flavones

. Lutéoline 7-o-glucoside

. Apigenine 7-o-glucoside

Acide phénolique . Acide gallique
Acide caféique

Acide vanillique

Secoiridoides . Oleuropéine
. Déméthyloleuropéine
. Ligstroside

. Nuzhenide

Lignane

1.3.4. Olives et santé

Le cancer est actuellement la deuxiéme cause de mortalité dans le monde et de
nouveaux traitements pharmacologiques sont nécessaires de toute urgence. Il se caractérise

par une régulation anormale de la prolifération cellulaire, souvent associée a la dissémination
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métastatique des cellules transformées due a la dérégulation de plusieurs voies. Les
sécoiridoides phénoliques des olives agissent contre de multiples cibles moléculaires
impliquées dans la tumorigénése humaine, avec des effets secondaires minimes, ils ont été
considérés comme des candidats idéaux pour les traitements du cancer (cancer du célon et du
sein), bien qu’il n’existe aucune preuve de I’action thérapeutique directe des sécoiridoides de
I’olive sur le cancer humain en raison de I’absence d’études de validation clinique. L’examen
de leurs cibles moléculaires suggére fortement leur utilisation potentielle en tant que
médicaments coadjuvants dans des traitements anticancéreux a objectifs multiples (Celano et
al., 2019).

Des études sur une variété d’olive russe a montré qu’il a un effet protecteur contre des
ulceres gastro-intestinaux, les résultats obtenus aprés application de I'extrait de fruit chez les
rats atteints d'un ulcere provoqué par I'éthanol, une forte activité gastro-protectrice a été
observée dans les tissus apreés la réalisation de I'examen histopathologique et la détermination

de I'indice ulcéreux (Hamidpour et al., 2016).

Pour I’activité antioxydante des olives, I'oleuropéine qui est généralement le composé
phénolique le plus dominant dans 1’olive exerce de puissantes activités antioxydantes, telles
que l'inhibition de I'oxydation des lipoprotéines de faible densité et le piégeage des radicaux
libres. 1l modifie favorablement les processus physiopathologiques au niveau cellulaire, par
exemple. En inhibant non seulement la production d'anions super-oxydes et I'éclat respiratoire
de neutrophiles, mais également I'agrégation plaquettaire et la production de thromboxane et
de leucotriéne b4 par des neutrophiles (Syed Haris, 2010). L'oleuropéine joue également un
role dans la prévention des maladies cardiovasculaires, en inhibant 1’oxydation des LDL, une
étude a été réalisée in vitro en induisant I'oxydation des LDL par le sulfate de cuivre et en pré-
incubant les échantillons avec de I'oleuropéine, ce dernier a efficacement inhibé I'oxydation
des LDL induite par CuSQO, (Visioli, 1994).
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Partie Il : Stress oxydatif, Métabolites secondaires
11.1.Stress oxydatif
11.1.1.Définition

Les organismes aérobies ont besoin d'oxygene pour survivre, mais l'oxygéne peut
aussi étre intrinsequement toxique pour ces organismes en étant une cause de 1’apparition des

radicaux libres et le stress oxydatif.

La notion de «stress oxydant» a été définie a I'origine par Sies en 1985 comme un
déséquilibre entre les pro-oxydants et les antioxydants (Figure 5), avec une biodisponibilité
accrue des espéces réactives oxygénées (ERO), conduisant a une perturbation de la
signalisation redox et du contrdle et / ou des dommages moléculaires (Montezano et al.,
2015).

FREE RADICALS \
OXIDATIVE
\ STRESS

13A3THOM

MULTIPLE
PATHOLOGIES

Figure 5 : Stress oxydant: déséquilibre entre les radicaux libres et les antioxydants (Ighodaro
et Akinloye, 2017)
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11.1.2. Especes réactives oxygénées

Les especes réactives de l'oxygene (ERO) comprennent des ions et des peroxydes
d'oxygeéne réactifs et ont des effets néfastes sur les biomolécules telles que I'ADN, I'ARN, les
protéines et les lipides, entrainant des conditions pathologiques chez I'homme. Dans des
conditions normales, les ERO sont produites en tant qu'intermédiaires nécessaires et
impliquent, en tant que messagers secondaires, la signalisation cellulaire. La production
excessive d’ERO et sa régulation incontrolée sont pour cause des effets néfastes

(Sarangarajan et al., 2017).

Il existe de nombreux types de radicaux libres dans les systéemes biologiques.
Cependant, ceux dérivés de I'oxygéne, constituent une préoccupation majeure des chercheurs
dans le domaine de la chimie des radicaux libres. L'oxygéne est tres sensible a la formation de
radicaux libres en raison de sa structure électronique. La molécule a dans sa coquille
extérieure deux électrons non appariés dans des orbitales électroniques séparées. Les radicaux
oxygenes (Figure 6) tels que I'anion supéroxyde et I'oxygene singulet sont facilement générés
a partir de la réduction séquentielle de I'oxygeéne moléculaire par addition progressive
d'électrons (Ighodaro et Akinloye, 2017).

02 — 02.- —p HzOz ——p ZOH. c— Hzo

Oxygéne Anion Peroxyde Hydroxyle Eau
moléculaire superoxyde  d'hydrogéne radical)
radical) (eau oxygénée)

Figure 6 : Réduction en quatre étapes de I’oxygéne moléculaire en eau, les intermédiaires
sont des especes activés de I’oxygene (Vamecq J .2004).

11.1.3. Antioxydants

Les antioxydants sont les molécules impliquées dans le piégeage des espéces reactives
responsables du stress oxydatif. Ils sont définis comme les substances susceptibles
d’empécher 1’oxydation du substrat & faible concentration. Le stress oxydatif et ses effets
néfastes peuvent étre évités en absorbant des antioxydants naturels. Les antioxydants agissent
en tant que piégeurs de radicaux libres et peuvent empécher les réactions oxydatives
conduisant a diverses maladies. L'un des effets bénéfiques des antioxydants est leur réle dans

la signalisation cellulaire, en plus de sa propriété de piégeage des radicaux libres. Des
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antioxydants, tels que les catéchines, alterent les facteurs de transcription modulant la

signalisation (Sarangarajan et al., 2017).
On peut diviser les antioxydants en deux catégories :

- Les antioxydants naturels présents dans un organisme, pourraient lutter contre le stress
oxydatif résultant de divers processus physiologiques. Ceux-ci comprennent des enzymes
antioxydantes telles que la catalase, le superoxyde dismutase, la glutathion peroxydase et le

glutathion réduit. Ce sont des antioxydants endogenes (Ighodaro et Akinloye, 2017).

- Les antioxydants provenant de régimes alimentaires tels que la vitamine C, la vitamine E, la
vitamine A et les polyphénols sont pris de maniere exogéene pour leurs effets protecteurs

contre les ERO (Sarangarajan et al., 2017).
11.2.Composés phénoliques
11.2.1. Généralités, structures et classification

Les polyphénols sont des métabolites secondaires présents dans les feuilles de
nombreuses plantes et dans les fruits. Ils sont caractérisés par la présence d'un ou de plusieurs
groupes hydroxyle liés a un cycle benzéne et comprennent un vaste groupe de meétabolites
vegétaux secondaires qui contribuent a la croissance, a la pigmentation, a la pollinisation et a
la résistance des plantes aux agents pathogenes, aux prédateurs et aux stress

environnementaux (Ou et al., 2019 ; Reitzer et al., 2017).

Les composés phénoliques procedent deux voies métaboliques: la voie de I’acide
shikimique ou se forment principalement les phénylpropanoides et la voie de 1’acide acétique
dans laquelle les principaux produits sont les phénols simples. Plusieurs milliers de composés
polyphénoliques différents (dont plus de 8150 flavonoides) ont été identifiés avec une large

gamme de structures (Bels¢ak-Cvitanovi¢ et al., 2018).

En se basant sur la structure chimique des polyphénols, ils peuvent étre classés en tant
que flavonoides et non-flavonoides. Les flavonoides sont des composes polyphénoliques de
structure C6 — C3 — C6 et sont composés de 15 atomes de carbone a deux cycles aromatiques
reliés par un pont a trois atomes de carbone. Les flavonoides peuvent étre subdivisés en 13
groupes, tels que les flavones, les flavonols, les flavonoides, et les anthanthocyanidines. Les
non-flavonoides incluent quatre Composés structurellement differents, tels que les acides

phénoliques (dérivés de l'acide benzoique avec une structure en C6-C1 et dérives de l'acide
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hydroxycinnamique avec une structure en C6-C3), les lignanes (C6-C3-C3-C6) et les
stilbénes (C6-C2-C6). (Ou et al., 2019).

11.2.2. Activités des composés phénoliques

De nos jours, ces composés ont attiré [l'attention de plusieurs chercheurs
principalement en raison de leur vaste gamme de bioactivités. En particulier chez I'hnomme, ils

ont démontré une grande diversité d'effets bénéfiques sur la santé (Rodrigues et al., 2018):

- Anticancérogéne : Les composes phénoliques peuvent interagir avec la cascade
inflammatoire via leur action antioxydante. Cette interaction est principalement liée a
rend la cellule moins susceptible a I'oxydation en réduisant la formation de molécules

pro-inflammatoires, et ainsi le développement du cancer (Pauwels, 2011).

- Neuroprotecteur : Des données in vitro et in vivo montrent que 1’accumulation
chronique d’especes réactives d’oxygene dans le cerveau peut épuiser la capacité
antioxydante du corps et conduire a ’apparition et a la progression de la maladie
d’Alzheimer. Plusieurs études ont montré que la consommation de polyphénols peut
étre associée a un risque réduit de maladie d’Alzheimer (Dai et al., 2006).

- Effets antimicrobiens: plusieurs études ont montré que certains coOmMpPOSEs
phénoliques tel que les flavonols, tanins, oleuropéine et hydroxytyrosol inhibent le
développement des microorganismes, en effet l'incorporation de ces composés dans
les produits laitiers, tels que le lait de vache, empéchent sa détérioration en raison de la

croissance de bactéries contaminants (Baenas et al., 2018).

- Activité antidiabétique : les polyphénols ont une activités inhibitrices contre
I'enzyme clé liée au diabéte de type 2 (a-amylase et a-glucosidase) (Oboh et al.,
2012).
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1. Récolte des échantillons

Notre étude a éeté réalisée sur les feuilles d’olivier ainsi que deux variétés d’olives :
Chemlal et Blanquette de Guelma. Les échantillons utilisés ont été récoltés au mois de
décembre 2018 de deux wilaya différentes : Roknia une commune de la wilaya de Guelma

(Figure 7) et Draa el mizan commune de la wilaya de Tizi Ouzou (Figure 8).
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Figure 7 : Localisation de la commune de Figure 8 : Localisation de la commune de
Roknia (Guelma). Draa el mizan (Tizi Ouzou).

2. Caractérisation physique des olives

L’étude des paramétres physiques des olives a été realisée dans le but de

I’identification variétale, elle consiste a la détermination des moyennes du poids, de largeur et
de longueur des pulpes d’olives des deux cultivars étudieés.
Ces deux derniers ont été caractérisés a partir d’échantillons homogenes d’olives noires. Des
échantillons aléatoires de 50 fruits qui ont été pesé pour déterminer le poids frais moyen du
fruit, la largeur et la longueur moyenne ont été réalisés a 1’aide d’un pied - coulisse. Ces fruits
ont été ensuite congelés jusqu’au moment ou ils pourront étre dénoyautes.

3. Extraction des composés phénoliques
3.1. Feuilles d’olive

Les feuilles ont été mises a 1’abri de ’humidité et de la lumiere pour un meilleur
séchage, ensuite elles ont été broyées a 1’aide d’un moulin a café afin d’obtenir une poudre
(Figure 9).
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Figure 9 : Photographie des feuilles avant et aprés broyage.

Le broyat des feuilles a été pesé et mit dans un bécher et une quantité de méthanol a
été alors ajoutée jusqu'a son émergement. La figure ci-dessous illustre les principales étapes

d’extraction des polyphénols a partir des feuilles d’olive en se basant sur la méthode de

Gariboldi et al. (1986).

Feuilles séchées

A

Poudre des feuilles (73 g) + meéthanol/eau (80/20. v/v)

Macération 48 h

4

Filtration sous vide (x3)

2

Evaporation sous vide

4

Dissoudre le résidu sec dans acétone/eau (v/v)

Lavage de la phase aqueuse avec l'hexane puis avec le
chloroforme

4

Extraction par 1’acétate d’éthyle

4

Evaporation sous vide et récupération de résidu sec

Figure 10 : Etapes d’extraction des composés phénoliques a partir des feuilles.
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3.2. Pulpes d’olive

La procédure suivie pour I’extraction des composés phénoliques totaux de la pulpe
d’olive est basée sur la méthode décrite par Brenes et al. (1997) et modifiée par Savarese et
al. (2007). La pulpe d’olive a été broyée (51 g de broyat de pulpe de la variété Blanquette de
Guelma et 49 g de broyat de pulpe de la variété Chamlal ), puis mélangée a du méthanol sous
agitation a température ambiante (pendant 48 h). Le mélange est par la suite filtré sous vide a
travers un papier watman. Le méthanol est ensuite éliminé sous vide & 60°C. La phase
aqueuse est délipidée par un lavage en utilisant de 1’hexane et agitation dans une ampoule a
décanter. La phase aqueuse délipidée est récupérée apres décantation. Les composés
phénoliques sont alors extraits par 1’acétate d’éthyle dans une ampoule a décanter et cette
opeération et répétée 3 fois. Les phases organiques sont récupérés et mélangées et I’acétate

d’¢éthyle est éliminé sous vide a 40°C et le résidu sec est récupéré (Figure 11).

Olives

l

Pulpe d’olive + méthanol/eau (80/20, v/v)

l

Filtration sous vide

l

Evaporation sous vide

v

Lavage par I'hexane de la phase aqueuse

v

Extraction par I’acétate d’éthyle

l

Evaporation sous vide et récupération du résidu sec

Figure 11 : Etapes d’extraction des composés phénoliques a partir de la pulpe d’olive
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4. Dosage des antioxydants

4.1. Dosage des polyphénols totaux
Principe

La teneur en polyphénols totaux est déterminée en utilisant le réactif de Folin-
Ciocalteu (FCR). Ce réactif constitué par un mélange d’acide phosphotungstique
(H3PW1,040)et d’acide phosphomolybdique (H3PM01,040), est réduit lors de 1’oxydation des
phénols, en un mélange d’oxyde de tungsténe (WsO,3) et de molybdene (MogOy3). La
coloration bleue produite est proportionnelle a la teneur en phénols totaux avec une absorption

environ 750-765 nm. La méthode de dosage est décrite par Muller et al. (2010).
Mode opératoire

Une quantité de 1 mg de chaque extrait est dissoute dans un volume de 1 ml de
méthanol. Dans une microplaque a 96 puits ; 20 pl d’extrait ont été déposés avec 100 ul de
FCR a 10% et 75ul de carbonate de sodium (Na,CQOg3). La microplaque est mise a 1’obscurité
pendant 2 heures a température ambiante puis 1’absorbance est mesurée a 765 nm. Un blanc

est préparé de la méme manicre en remplagant 1’extrait par du méthanol.

Une courbe d’étalonnage standard a été réalisée en parallele dans les mémes

conditions opératoires a partir d'une solution mere préparée avec de I'acide gallique.

Une masse de 0,5 mg de I’étalon I’acide gallique a été dissoute dans 5 ml de méthanol
(MeOH) pour obtenir une solution mére S1 de concentration égale a 200 pg/ml, une gamme
de dilutions a été faite a partir cette derniére (Tableau 7). Ensuite, un volume de 20 ul de
chaque dilution a été transféré dans une microplaque contenant dans chaque puits 100 ul du
réactif folin-ciocalteuet 75ul de Na,COs. Enfin, I’incubation de la plaque dure 2 heures et la

lecture est faite a la longueur d’onde 765nm.
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Tableau 7: Gamme d’étalon de 1’acide gallique

25png/ml 25ul de S1+ 175ul de MeOH
50pg /ml 50ul de S1+ 150ul de MeOH
75ng/ml 75ul de S1+ 125ul de MeOH
100pg/ml 100ul de S1+ 100plde MeOH
125pg /ml 125pl de S1+ 75pul de MeOH
150pg /ml 150pul de S1+ 50ul de MeOH
175 pg /ml 175ul de S1+ 25ul de MeOH
200pg /ml 200ul de S1
0,90
= 0,80 =
£ 070 o
< 060 ——
§ 0,50 = U.i.a"»._a';‘,X +0,104
5 o040 S 9
S 030 - 2
< 020 &
0,10
0,00 T T T T 1
50 100 150 200 250

Concentrations (ng/mg)

Figure 12: Courbe d'étalonnage de I’acide gallique

4.2. Dosage des flavonoides

Principe

Le dosage des flavonoides est basé sur la formation d’un complexe entre le chlorure

d’aluminium (AICI3) et les flavonoides, selon la méthode décrite par Topcu et al., (2007).
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Mode opératoire

Dans une microplaque a 96 puits ; 50 ul de la solution d’extrait (1 mg d’extrait + 1 ml
méthanol) ont été ajoutés a 130 ul de méthanol (MeOH) suivi par 1’addition de 10 pl d’acétate
de potassium (CH3COOK) et 10 ul de nitrate d’ammonium. Aprés 40 min d’incubation a
I’abri de la lumiére et a température ambiante ; I'absorbance a été déterminée a 415 nm. La
quercétine a été utilisée comme standard. Un blanc est préparé en remplacant les réactifs par

du méthanol.

Une courbe d’étalonnage standard a été réalisée en paralléle dans les mémes

conditions opératoires a partir d'une solution mére de la quercétine (Figure 13).

Pour la préparation d’étalon, 1 mg de la quercétine a été dissous dans 5 ml de
méthanol pour obtenir la solution 0,2 mg/ml (S2). Les dilutions sont préparées dans des
eppendorfs comme indiqué au Tableau 8. 50 ul de chaque dilution sont transférés dans une
microplaque de 96 puits avec 130 ul de méthanol (MeOH), 10 ul d’acétate de potassium
(CH3COOK) et 10 pul de nitrate d’ammonium. Aprés 40 min ; une lecture est realisé a la

longueur d’onde 415 nm.

Tableau 8 : Gamme d’étalon de la quercétine

Concentrations de lasolution Dilutions de la solution (S2)
étalon (Quercétine)
25pg/ml 25ul de S2+ 175ul de MeOH
50pg /ml 50ul de S2+ 150ul de MeOH
75ug/ml 75ul de S2+ 125ul de MeOH
100pg/ml 100ul de S2+ 100ulde MeOH
125pg /ml 125ul de S2+ 75ul de MeOH
150pg /ml 150ul de S2+ 50ul de MeOH
175 pg /ml 175pl de S2+ 25ul de MeOH
200pg /ml 200ul de S2

25

——
| —



Matériel et méthodes

1,20
E 1,00
c /
N
v 0,80
3 y = 0,004x
S 060 R2=10,997
_E 0,40
O 7
< 7 —
0,00 T T T T 1

0 50 100 150 200 250

Concentrations (ng/mg)

Figure 13 : Courbe d’étalonnage de la quercétine
5. Evaluation de I’activité anti oxydante des extraits
5.1. Test DPPH radical libre
Principe de test

L’activité de DPPH est mesurée selon le protocole décrit par Blois (1958), le principe
de cette méthode est la réduction du DPPH (2,2 diphenyl-1-picrylhydrazyl) de couleur violette
en 2,2 diphenyl-1-picrylhydrazine de couleur jaune. Le DPPH absorbe & 517nm, mais lors de

la réduction par un antioxydant, son absorption diminue.
Mode opératoire

Une quantité de 4 mg de DPPH est dissoute dans un volume de 100 ml de méthanol, la

solution obtenue est conservée a une température de -20°C et a I'abri de la lumiére.

Une quantité de 1 mg de chague extrait a été dissoute dans 1 ml de méthanol ; a partir
de cette solution ; des dilutions au 1/2 ont été préparées pour les différents extraits avec des
concentrations de 200/100/50/25/12.5/6.25/3.125 pg/ml.

Les extraits ont été dissous au méthanol pour préparer les différentes dilutions des
échantillons. Dans une microplaque a 96 puits, 160 ul de la solution méthanolique de DPPH
préparée préalablement et 40 ul des différentes concentrations de chaque échantillon ont été
mélangees. Parallé¢lement, un contrdle négatif est préparé en ajoutant 40 pl du méthanol & 160
ul de la solution méthanolique de DPPH. L’incubation dure 30 minutes a température

ambiante, puis I’absorbance est mesurée a 517 nm.
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L’a-Tocophérol, BHA et le BHT sont utilisés comme standards antioxydants. Le

pourcentage de 1’activité antiradicalaire de DPPH a été calculé par la formule suivante :

AContrﬁIe— AExtrait
Percentage d’inhibition - x100

AContrGIe

5.2. Test de I’activité¢ ABTS
Principe de test

L’activit¢ ABTS est déterminée par la méthode de Re et al., (1999). Dans cette

méthode I’activité antioxydante d’une molécule est déduite de sa capacité a inhiber le radical
ABTS™, obtenu a partir de I'ABTS ( sel d’ammonium de I’acide 2,2-azinobis-(3-

éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)) en comparaison a un antioxydant de référence.
Mode opératoire

La solution ABTS ¢été préparée en mélangeant I’ABTS avec du persulfate de
potassium K,S,0g (solution aqueuse conservée durant 16 h dans 1’obscurité a une température
ambiante). L’absorbance de la solution ainsi obtenue est ajustée a 7.00+0.020 par 1’éthanol a
734 nm.

Une quantité de 1mg de chaque extrait a été dissoute dans 1 ml de méthanol ; a partir
de cette solution ; des dilutions au 1/2 ont été préparées pour les différents extraits avec des
concentrations de 200/100/50/25/12.5/6.25/3.125 pg/ml.

Dans une microplaque a 96 puits, un volume de 160ul de I'ABTS est déposé dans
chaque puits ensuite 40 pl des différentes concentrations de chaque solution d’extrait. Pour le
blanc un volume de 40pul de méthanol et 160 pl d'/ABTS™ a été mis dans les derniers puits de

la plague. Apres 10 minutes a tempeérature ambiante ; la microplaque est lue a 734 nm.
5.3. Pouvoir réducteur
Principe de test

L’activité du pouvoir réducteur est déterminée par la méthode d’Oyaizu (1986), la
méthode est un essai simple, rapide et reproductible. La présence des réductants dans les
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extraits provoque la réduction de fer ferrique (Fe**) un complexe ferricyanure a la forme du
fer ferreux (Fe?"). Par conséquent, Fe®" peut étre évalué en mesurant I’augmentation de la

densité de la couleur bleue vert dans le milieu réactionnel.
Mode opératoire

Une quantité de 4 mg de chaque extrait a été dissoute dans 1 ml de méthanol ; a partir
de cette solution ; des dilutions au 1/2 ont été préparées pour les différents extraits avec des
concentrations de 200/100/50/25/12.5/6.25/3.125 ug/ml.

Dans une microplaque a 96 puits; 10 ul des différentes concentrations de chaque
extrait ont été déposes dans chaque puits avec 40 ul du tampon phosphate (pH 6.6) et 50 ul de
ferricyanure de potassium (KsFe(CN)g). Aprés une incubation de 20 min a 50°C ; un volume
de 50 ul d'acide trichloroacétique (TCA), 40 ul H,O et 10ul de Chlorure du fer (FeCls) ont été

ajoutés. L’absorbance est lue a 700 nm.
5.4. Radical galvinoxyle (GOR)
Principe
L’activit¢ GOR est déterminée par la méthode décrite par Shi H et al., (2001).
Mode opératoire

Une quantité de 1 mg de chaque extrait a été dissoute dans 1 ml de méthanol ; a partir
de cette solution ; des dilutions au 1/2 ont été préparées pour les différents extraits avec des
concentrations de 200/100/50/25/12.5/6.25/3.125 pg/ml.

Un volume de 40 pl des différentes concentrations de chaque extrait est déposé dans
les puits de la microplaque avec 160 pl de la solution de galvinoxyle (4 mg galvinoxyle dans
100ml méthanol). Apres I’incubation & température ambiante pendant 120 min ; la lecture est

réalisée a 428 nm.
5.5. Superoxyde DMSO alcalin
Principe

L’activité superoxyde DMSO alcalin est déterminée par la méthode de Rao et
Kunchandy. (1990). Dans ce procéde, le radical superoxyde est engendré par 1’addition

d’hydroxyde de sodium a I’air saturé de DMSO. Le superoxyde généré reste stable en solution
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et réduit le tetrazoliumnitrobleu (NBT) en colorant le formazan a température ambiante, ce

dernier peut étre mesuré a 560 nm.
Mode opératoire

Une quantité de 4 mg de chaque extrait a été dissoute dans 1 ml de méthanol ; a partir
de cette solution ; des dilutions au 1/2 ont été préparées pour les différents extraits avec des
concentrations de 800/400/200/100/50/25/12.5 pg/ml.

Un volume de 40ulde chaque concentration est déposée dans chaque puits en ajoutant
130 pl du DMSO alcalin (20 mg de NaOH dissous dans 1 ml de H,O et le volume est
complété par le DMSO a 100 ml) et 30 ul NBT (10 mg dans 10 ml d’eau distillée). Lecture

est réalisée sans incubation a 560 nm.
5.6. La réduction du complexe cuivre-neocuproine (CUPRAC méthode)
Principe

La méthode CUPRAC (Cupric ion Reducing Antioxidant Capacity) est basée sur le
suivi de la diminution de 1’absorbance accrue du complexe Néocuproine (NC)-cuivre (Cu*?)
(Nc-Cu*®). En effet, en présence d’un agent antioxydant, le complexe cuivre-néocuproine est
réduit et cette réaction est quantifiée par spectrophotométrie a une longueur d’onde de 450 nm
(Apak et al., 2004).

Mode opératoire

Une quantité de 1 mg de chaque extrait a été dissoute dans 1 ml de méthanol ; a partir
de cette solution ; des dilutions au 1/2 ont été préparées pour les différents extraits avec des
concentrations de 200/100/50/25/12.5/6.25/3.125 pg/ml.

Dans une microplaque a 96 puits, un volume de 40 pl des extraits a différentes
concentrations a été dépose dans les puits, suivi par I’addition de: 60 ul d’acétate
d’ammonium, 50 pl de néocuproine et 50 ul de (Cu Cly, 2H,0). Apres une incubation d’une

heure ; la lecture est mesurée a 450 nm. Le BHA et le BHT ont été utilisés comme standards.
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5.7. Activité de cheélation du cuivre (CCA)
Principe

Les polyphénols contribuent a I'inhibition de la formation des radicaux libres par la
chélation de métaux de transition tels que le cuivre (Cu®), qui est essentiel pour de
nombreuses fonctions physiologiques. Cependant, il peut étre responsable de la production du
radical OH" par réduction de H,0,. .L’activité de chelation du cuivre est déterminée par la

méthode décrite par Sanchez-vioque et al., (2013).
Mode opératoire

Une quantité de 4 mg de chaque extrait a été dissoute dans 1 ml de méthanol ; a partir
de cette solution ; des dilutions au 1/2 ont été préparées pour les différents extraits avec des
concentrations de 800/400/200/100/50/25/12.5 pg/ml.

Un volume de 40 pl des extraits a différentes concentrations a été déposé dans les puits
d’une microplaque a 96 puits suivi par 1’addition de : 140 pl du tampon sodium acétate
(pH=6.0) et 10 ul de CuSO,4 Apres une incubation de 30 min a température ambiante, 10 pl
procatéchol violet (PV) ont été ajoutés, suivi d’une deuxiéme incubation de 30 min a

température ambiante et une lecture a 632 nm.
5.8. Activité phenanthroline
Principe

L’activité de phenanthroline est déterminée par la méthode de Szydlowska-Czerniaka
et al., (2008).

Mode opératoire

Une quantité de 1 mg de chaque extrait a été dissoute dans 1 ml de méthanol ; a partir
de cette solution ; des dilutions au 1/2 ont été préparées pour les différents extraits avec des
concentrations de 50/25/12.5/6.25/3.125/1.5625/0.78125 pg/ml.

Dans une microplaque a 96 puits : 10 ul des extraits a différentes concentrations, 50 pl
de chlorure de fer (FeCls), 30 ul de phenanthroline et 110uldu méthanol ont été déposés
successivement. Une incubation est réalisée a 1’obscurité & une température de 30°C pendant

20 min suivi d’une lecture @ 510 nm. Le BHA et le BHT ont été utilisés comme standards.
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6. Evaluation de I’activité enzymatique
6.1. Activité Anti cholinestérase

6.1.1. Activité Anti acétylcholinestérase
Principe

L'acetylcholinestérase (AChE) est I’enzyme responsable de la métabolisation de
I’acétylcholine (un neurotransmetteur). Les inhibiteurs de cette enzyme sont utilisés pour
diminuer les symptémes de la maladie d'Alzheimer. L’activité est déterminée par la méthode
d’Ellman et al., (1961).

Mode opératoire

Une quantité de 4 mg de chaque extrait a été dissoute dans 1 ml de méthanol ; a partir
de cette solution ; des dilutions au 1/2 ont été préparéees pour les différents extraits avec des
concentrations de 200/100/50/25/12.5/6.25/3.125 pg/ml.

Dans une microplaque & 96 puits : 150 pl du tampon phosphate de sodium (pH 8.0), 10
ul des extraits a différentes concentrations et 20 ul d’AChE ont été déposés. Aprés une
incubation dans une étuve a 25°C pendant 15 min; 10 ul réactif d'Ellman DNTB et 10 ul
d'acétylcholine d’iodine (substrat) ont été ajoutés.

La lecture par spectrophotometre a 412 nm permet de déterminer 1’absorbance a T,
apres une incubation dans une étuve a 25 °C pendant 15 min, une deuxiéme lecture a 405 nm

permet de noter 1’absorbance a Tj.

6.1.2. Activité d’inhibition de I’enzyme Butyrylcholinestérase
Principe

L’activité est déterminée par la méthode d’Ellman et al., (1961).
Mode opératoire

Une quantité de 4 mg de chaque extrait a été dissoute dans 1 ml de méthanol ; a partir
de cette solution ; des dilutions au 1/2 ont eté préparées pour les différents extraits avec des
concentrations de 200/100/50/25/12.5/6.25/3.125 pg/ml.
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Dans une microplaque a 96 puits: 150 ul du tampon phosphate de sodium (pH 8.0), 10
ul des extraits a différentes concentrations et 20 ul BChE (enzyme Butyrylcholinestérase) ont
été déposés. Apres une incubation dans une etuve a 25°C pendant 15 min; 10 pl réactif

d'Ellman DNTB et 10 ul de chlorure butyrylcholine (substrat) ont été additionnés.

La lecture par spectrophotomeétre a 412 nm permet de déterminer 1’absorbance a T,
apres une incubation dans une étuve a 25 °C pendant 15 min, une deuxieme lecture a la méme

longueur permet de noter 1’absorbance a Tj.
6.2. Activité anti diabétique

6.2.1. Inhibition de I’alpha-glucosidase
Principe

Le 4-nitrophényl-a-D-galactopyranoside (PNPG) est un substrat chromogénique de
I’alpha-glucosidase, produisant une solution jaune lors du clivage. L’activité d’inhibition de

cette enzyme a été déterminée par la méthode de Lordan et al., (2013).
Mode opératoire

Une quantité de 4 mg de chaque extrait a été dissoute dans 1 ml de méthanol ; a partir
de cette solution ; des dilutions au 1/2 ont été préparées pour les différents extraits avec des
concentrations de 1000/500/250/125/62.5/31.25/15.625 pg/ml.

Dans une microplaque & 96 puits: 50 ul des extraits & différentes concentrations, 100
ul de la solution d’enzyme (enzyme + tampon phosphate (pH 6.9)), 50 ul de la solution de
substrat (substrat + tampon phosphate (pH 6.9)) ont été déposés. Le blanc est préparé en
remplagant les extraits par le méthanol. La lecture par spectrophotométre a 405 nm permet de
déterminer 1’absorbance a To, aprés une incubation dans une étuve a 37 °C pendant 30 min,

une deuxieme lecture a 405 nm permet de noter I’absorbance a Tj.
6.2.2. Activité inhibitrice de ’alpha amylase
Principe

L’activité inhibitrice de 1’alpha amylase des extraits a été déterminé par la méthode

réalisée par Zengin et al., ( 2014).

Mode opératoire

32

——
| —



Matériel et méthodes

Une quantité de 4 mg de chaque extrait a été dissoute dans 1 ml de méthanol ; a partir
de cette solution ; des dilutions au 1/2 ont été préparées pour les différents extraits avec des
concentrations de 400/200/100/50/25/12.5/6.25 pg/ml.

Un volume de 25 pl de chaque concentration est déposé dans chaque puits en ajoutant
50 ul de la solution d’enzyme (alpha amylase). Apres une incubation a 37 °C pendant 10
min ; 50 ul d’amidon (0.1%) ont été ajoutés. Une deuxieéme incubation est effectuée a 37 °C
pendant 10 min, ensuite un volume de 25 ul de HCI et 100 ul de la solution IKI (3 g d’iodure
de potassium dissoute dans 100 ml d’eau auquel a été ajouté 127 mg d'iodine) ont été

additionnés. La lecture est faite a la longueur d’onde 630 nm.
7. Etude statistique

La comparaison des moyennes des caractéristiques physiques (poids, largeurs et
longueurs) des deux variétés d’olive (VCT et VBGQG) est calculée par un test de T student

réalisé par le logiciel SPSS.
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Résultats et discussion

1. Caractérisation physique des olives

Les résultats de la caractérisation des deux variétés d’olives étudiées (la variété
Chemlal de Tizi (VCT) et la variété Blanquettes de Guelma (VBG)) sont mentionnés au
tableau 009.

Tableau 9: Caractérisation des olives des variétés Chemlal de Tizi et Blanquette de Guelma

Variétés D’olive Couleur | Poids (9) Longueur Largeur

(cm) (cm)
Variété Chemlal de Tizi (VCT) Noir 1,26+0,20° 2,41+0,22° 3,71+0,23°
Variété Blanquette de Guelma Noir | 2,43+0,60% | 2,60+0,33% | 4,52+0,38°
(VBG)

a : la moyenne des résultats réalisés sur un échantillon de 50 fruits d’olive £SD

Les deux variétés ou cultivars d’olive Chemlal de Tizi (VCT) et Blanquettes de

Guelma (VBG) sont de couleur noire a la maturité, avec une légére différence morphologique.

L’olive de la VBG est caractérisée par un poids moyen de 2,43g, cette valeur est
supérieure a celle de la VCT estimée a 1,26g. Concernant la longueur, la VBG a une moyenne
de 2,60 cm, elle est supérieure a celle d’olive de la VCT (2,41 cm). De méme il existe une
différence entre la moyenne de la largeur de la VBG (4,52 cm) en comparaison a la moyenne
de la largeur de la VCT (3,71cm).

Ces différences entre le poids, la longueur et la largeur qui paraissent faibles entre les
deux variétés d’olives sont considérées comme significatives selon 1’analyse statistique avec
un P<0.05.

Les deux variétés algériennes VCT et VBG sont caractérisées par un poids moyens de
fruit d’olives qui est comparable aux deux principales variétés de 1’oléiculture tunisienne,
Chetoui et Chemlali Sfax qui ont des poids moyens de fruit de l'ordre de 2g et de 1g

respectivement (Lazzez et al.,2008).
2. Dosage des antioxydants
2.1. Dosage des polyphénols totaux

Le taux des polyphénols totaux de chaque extrait est calculé a partir de la courbe
d’étalonnage et exprimé en microgrammes equivalent en acide gallique par milligramme

d’extrait. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 10 et la figure 14.
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Tableau 10 : Polyphénols totaux des extraits

Extrait de feuilles d’olivier (EFO) 629,49+10,01
Extrait de pulpe de la variété Chemlal de Tizi (VCT) 495,96+5,01
Extrait de pulpe la variété Blanquette de Guelma (VBG) | 566,25+7,98
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Figure 14 : Histogramme représentant la teneur en polyphénols totaux des extraits.

En observant le tableau 10, on distingue que 1’extrait des feuilles d’olivier est le plus
riche en polyphénols suivi de I’extrait de la variété Blanquette de Guelma (VBG) et en dernier
I’extrait de la variété Chemlal de Tizi Ouzou (VCT).

Les valeurs des polyphénols totaux de notre étude (495,96ug EAG/mg pour VCT et
566,25ug EAG/mg pour VBG) révélent qu’elles sont supérieures a celle obtenue par Xie et al
(2015) ayant réalisé une étude sur I’extrait d’olive (172,8 mg EAG/Q).

La comparaison de la teneur en polyphénols totaux d’extrait de feuilles d’olivier de
notre étude (629,49 ug EAG/mg) ; montre qu’elle est supérieure a celle obtenue par Abaza et
al. (2011) dont la teneur en polyphénols était de 24,09 mg EAG/g sur des extraits de feuilles
d’olivier. Elle est aussi supérieure a celle de I’extrait des feuilles d’olivier (245,2 mg EAG/g)
obtenue par Xie et al., (2015).
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La richesse de I’extrait de feuilles de notre étude en polyphénols totaux peut étre
expliquée par le moment de la récolte des échantillons qui était au mois de décembre ou les
polyphénols totaux ont été obtenus dans la phase terminale de la croissance des feuilles.

La différence entre les valeurs trouvées et celles apportées par la bibliographie peut
étre expliquée par la nature du matériel de départ et la méthode d’extraction adoptée. En plus
elle peut dépendre également de la zone géographique (dans 1’étude réalisée par Xie et al.
(2015) les feuilles et les olives ont été collectées en Chine, les feuilles utilisées dans 1’étude

d’Abaza et al. (2011) ont été apportées du nord de la Tunisie.)
2.2. Dosage des flavonoides

Les résultats présentés dans le tableau 11 et la figure 15 montrent que les teneurs en
flavonoides totaux varient considérablement entre les différents extraits. Cette teneur en
flavonoides a été alors calculée a partir de la courbe d’étalonnage et exprimée en

microgrammes équivalent en quercitine par milligramme d’extrait.

Tableau 11 : Teneur des flavonoides dans les extraits

Extrait de feuilles d’olivier (EFO) 198,33+24,45
Extrait de pulpe de la variété Chemlal de Tizi (VCT) 64,23+8,39
Extrait de pulpe de la variété Blanquette de Guelma (VBG) | 157,84+6,48
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Figure 15 : Histogramme représentant la teneur en flavonoides des extraits.
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L’extrait des feuilles d’olivier a manifesté une meilleure richesse en flavonoides avec
une teneur de 198,33 pg QE/mg par rapport aux deux extraits d’olive (157,84 ugQE/mg pour
I’extrait de la VBG et 64,23 ug QE/mg pour I’extrait de la VCT).

En comparaison avec les résultats obtenus par Xie et al. (2015) et Lins et al. (2018) ;
les auteurs ont trouvé des valeurs inférieures a celle obtenue dans notre étude avec des teneurs

de 80,3mg/g et 19,4 mg/g respectivement pour des extraits de feuilles d’olivier.

Dans une méme étude réalisée par Xie et al. (2015) sur des olives ; les auteurs ont
trouvé une valeur de 31,5 mg/g qui est inférieure a celle obtenue dans notre étude (VCT =
64,23 pg QE/mg et VBG = 157,84 ngQE/mg).

Ces hauts rendements en polyphénols totaux et en flavonoides observés dans notre
étude sur les feuilles de I’olivier ainsi que les olives peuvent étre dus aux solvants utilisés lors
de I’extraction (méthanol et acétate d’éthyle). En fait, le méthanol est le solvant de choix pour
I’extraction des polyphénols totaux a partir des fruits et végétaux grace a sa polarité, ce
solvant a prouvé son efficacité d’extraire les polyphénols simples. Quant a I’acétate d’éthyle,
c’est un solvant trés sélectif pour les molécules de bas et moyen poids moléculaire
(Ryan et al. 2001 ; Lesage-Meessen et al., 2001).

3. Evaluation de P’activité antioxydante

L’activité antioxydante des différents extraits de feuilles et des olives ont été
déterminées par les méthodes suivantes : test DPPH radical libre, activit¢ ABTS, pouvoir
réducteur, radical galvinoxyle (GOR), superoxyde DMSO alcalin, réduction du complexe
cuivre-neocuproine (CUPRAC méthode), activité de chélation du cuivre (CCA) et I’activité
phenanthroline.

3.1. Test DPPH radical libre

L’activé antiradicalaire de nos extraits a été faite en utilisant le radical libre DPPH,
qui se caracteérise par une coloration violette en solution et une absorption mesurable a 517
nm. Le changement de la couleur de la solution de DPPH en présence de chacun des extraits
(Figure 16) indique la réduction du radical libre DPPH par des composés a propriété

antiradicalaire.
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Figure 16 : Profil de la microplaque de dosage de I’activité anti-radicalaire (DPPH).

L’activité antiradicalaire au DPPH des trois extraits est représentée par les valeurs
d’inhibition pour chaque concentration ainsi que les valeurs de la concentration d’inhibition

de 507 (Clsp) en comparaison avec les deux standards BHA et BHT (Tableau 12, Figure 17).

Tableau 12 : Activité antiradicalaire au DPPH des extraits exprimée en Clsg

Extrait de feuilles d’olivier (EFO) 11,72+0,07
Extrait de pulpe de la variété Chemlal de Tizi (VCT) 32,94+0,25
Extrait de pulpe de la variété Blanquette de Guelma (VBG) | 97,43+3,63
BHA 5,73+0,41

BHT 22,3241,19
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Figure 17 : Histogramme représentant le pouvoir d’inhibition du radical DPPH des extraits
par rapport aux standards BHA et BHT

D’aprés les résultats de la technique du piégeage du radical libre DPPH, nos trois
extraits ont montré une bonne activité ; ’extrait de feuilles d’olivier a présenté la plus grande
activité antiradicalaire avec une Clso de 11,72 pg/ml suivi de I’extrait de la VCT (Clso = 32,94
pg/ml) et en dernier I’extrait de la VBG (Clsg = 97,43ug/ml).

on remarque que les deux extraits d’olives possédent une activité inférieure a celle des
antioxydants standard BHA et BHT qui présentent une Clsg de 1’ordre de 5,73 pg/ml et 22,32
pg/ml respectivement, par contre I’activité de 1’extrait de feuilles d’olivier est supérieure a

celle de I’antioxydant BHT, mais elle est largement inférieure a celle de BHA.

En comparaison avec le résultat obtenu par Bouaziz et Sayadi (2005) pour leur étude
sur des extraits d’acétate d’éthyle des feuilles d’olivier, 1’activité antiradicalaire au DPPH

(Clsp = 1,25 pg/ml) est meilleure en comparaison a celle de notre étude (Clso EFO=11,72

pg/ml).

L’activité antiradicalaire au DPPH de la VCT est de 82,04 7 a une concentration de

Y
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montré qu’a une concentration de 800 pg/ml le pourcentage d’inhibition était seulement a
507..

La capacité antioxydante des extraits pourraient étre dues a la présence de certains
composés potentiellement actifs tels que I’hydroxytyrosol, I’oleuropéine, et le tyrosol. Ces
derniers sont dotés d’une activité antiradicalairede 1’ordre de 76,7%, 20,4%, et 3,7%
respectivement (Perez-Bonilla et al., 2006). Ainsi I’activité antioxydante des extraits (EFO,

VCT, et VBG) pourrait étre attribuée aux divers composés extraits a partir des solvants de
polarités différentes.

3.2. Test de ’activité ABTS

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

radical ABTS™ . Le profil de la microplaque obtenue est représenté a la figure 18.
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Figure 18 : Profil de la microplaque de dosage de I’activité antiradicalaire (ABTS).

Le tableau 13 représente les concentrations d’inhibition a 507 (Clsp) du radical

ABTS™ . Pour la figure 19, c’est un histogramme des pourcentages d’inhibition en fonction

des concentrations. Le BHA et le BHT sont utilisés comme standards.
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Tableau 13 : Activité d’inhibition du radical ABTS™" des extraits exprimée en Clsg

Extrait de feuilles d’olivier (EFO) 6,36+1,89
Extrait de pulpe de la variété Chemlal de Tizi (VCT) 18,74+0,12
Extrait de pulpe de la variété Blanquette de Guelma (VBG) | 3,18+1,12
BHT 1,29+0,30
BHA 1,81+0,10
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Figure 19 : Histogramme représentant le pouvoir d’inhibition du radical ABTS
par les extraits

Nos trois extraits (EFO avec une Clsg de 1’ordre de 6.36 pg/ml, VCT avec une Cls de
18,74 ug/ml, et VBG avec une Clso de 3,18) sont moins actifs en comparaison avec les
standards BHA et BHT qui ont montré une activité avec des Clsp de 1’ordre de 1,81 pg/ml et

1,29 pg/ml respectivement.

Le taux de I’activité a inhiber le radical ABTS™ de notre extrait de feuilles d’olivier est

supérieure a celui obtenu par Lins et al.(2018) avec une Clsg égale a 16,1jug/ml.
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3.3. Pouvoir Réducteur

Le changement de la couleur du jaune au vert observé dans la microplaque (Figure
20), indique la présence de substances possédant une capacité a transférer un électron ou a

donner un atome d’hydrogene.

Figure 20 : Profil de la microplagque du dosage de pouvoir réducteur

Le potentiel réducteur des extraits et des standards (acide ascorbique, acide tannique,
et a-tocophérol) est exprimé par les valeurs des concentrations effectives a 50% (CEsp) qui
correspondent a la concentration des polyphénols nécessaire pour donner une absorbance
égale a 0,5 a 700 nm (Tableau 14).

Tableau 14 : Concentrations effectrices (CEsg) du pouvoir réducteur des extraits ((EFO,
VCT, VBG) et standards.

Extrait de feuilles d’olivier (EFO) 15,44+3,78
Extrait de pulpe de la variété Chemlal de Tizi (VCT) 31,8445,12

Extrait de pulpe de la variété Blanquette de Guelma (VBG) | 33,72+6,83

Acide ascorbique 6,77+1,15

Acide Tannique 5,39+0,91

a-Tocophérol 34,93+2,38
(4 )
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Figure 21 : Histogramme représentant le pouvoir réducteur des extraits et des standards

A partir du tableau 14, on remarque que nos trois extraits ; EFO, VCT, et VBG
présentent un potentiel réducteur efficace avec des CEso de 15,44pg/ml, 31,84ug/ml, et
33,72ug/ml respectivement. Ce pouvoir réducteur est inférieur a celui de I’acide ascorbique et
de I’acide tannique dont les CEsp sont de 6,77ug/ml et 5,39ug/ml respectivement et il est
supérieur a celui de I’a-Tocophérol dont la CEsg est de 34,93ug/ml. Ainsi, I’extrait de feuilles

d’olivier a un pouvoir réducteur largement supérieur a celui des deux variétés d’olives.

Lors d’une étude de Xie et al. (2015) sur les feuilles d’olivier ; les auteurs ont trouvé
une absorbance de 1,48 nm ; a la concentration de 200 pg/ml. Cette valeur est comparable a
celle de notre étude estimée a 2,09 pour la méme concentration, par conséquent ceci montre

une activité antioxydante se rapprochant a celle des échantillons de notre étude.

A la méme concertation de 200 pg/ml ; la comparaison des valeurs d’absorbance des
deux variétés d’olive (VCT 1,06 nm et VBG 1,21 nm) avec celle obtenue par Xie et al.

(2015) a la méme étude ; prouve que nos deux extraits d’olive sont beaucoup plus actifs.

En général, le potentiel réducteur des extraits végétaux est lié a la présence de
molécules capables de donner des électrons qui peuvent réagir avec les radicaux libres afin de
donner des produits plus stables (Ferreria et al., 2006) ; ce qui explique le pouvoir réducteur

de nos extraits riches en composés phénoliques.

——

]
43 |



Résultats et discussion

3.4. Radical galvinoxyle (GOR)

La capacité de nos trois extraits (EFO, VCT et VBG) a inhiber le radical galvinixyle
est représentee dans le tableau 15.

Tableau 15 : Capacité d’inhibition du radical galvinoxyle par les extraits exprimée par la Clsg

Extrait de feuilles d’olivier (EFO) 21,59+0,19
Extrait de pulpe de la variété Chemlal de Tizi (VCT) 37,28+1,01
Extrait de pulpe de la variété Blanquette de Guelma (VBG) 46,95+3,09
BHT 3,32+0,18

BHA 5,38 £0,06

En comparaison aux valeurs d’ICsy des deux standards ; nos trois extraits présentent
une activité de piégeage du radical galvinoxyle moins importante avec des Clso de 1’ordre de
21,59 pg/ml, 37,28ug/ml et 46,95 pg/ml pour I’EFO, la VCT et la VBG respectivement.

En raison de I’absence d’étude ayant appliqué ce test sur des échantillons d’olives, nos

résultats ne peuvent étre comparés avec celles d’autres études.
3.5. Activité Superoxyde DMSO alcalin

L’intensité de la couleur bleue est relative a I’activité superoxyde DMSO alcalin
(Figure 22).
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A partir du tableau 16 ; on remarque que les extraits des feuilles d’olivier et 1’olive de
la VBG (Clsp<12,5ug/ml) montrent une plus grande activité que la VCT qui présente une Clsg
de I’ordre de 16,37pg/ml.

En comparaison a 1’activité antiradicalaire des standards (acide tannique et o-
tocophérol) estimee a une Cls50<3,125 pg/ml, on remarque que nos extraits sont moins actifs

que les standards.

Tableau 16 : Activité Superoxyde DMSO alcalin des extraits exprimée par la Clsg

Extrait de feuilles d’olivier (EFO) <12,5
Extrait de pulpe de la variété Chemlal de Tizi (VCT) 16,37+7,83
Extrait de pulpe de la variété Blanquette de Guelma (VBG) | <12,5
Acide Tannique <3,125
a-Tocophérol <3,125

3.6. La réduction du complexe cuivre-neocuproine (méthode CUPRAC)

Le changement du couleur observée dans la microplaque indique la réduction du

complexe cuivre-néocuproine par un agent antioxydant (Figure 23).
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Figure 23 : Profil de la microplaque de dosage d’activité a réduire le complexe cuivre-

néocuproine.
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La figure 24 présente un histogramme dans lequel les résultats d’analyse de 1’activité a

réduire le complexe cuivre-néocuproine de nos extraits sont représentés.
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Figure 24 : Histogramme représentant la capacité d’inhibition du CUPRAC par les extraits.

La capacité des extraits a réduire le complexe cuivre-neocuproine est exprimée par
les valeurs des concentrations effectives a 507 (CEsp) qui correspondent a la concentration
nécessaire pour donner une absorbance égale a 0,5.

Le tableau 17 montre que les deux extraits EFO et VBG présentent une capacité de
réduction du complexe cuivre-néocuproine efficace avec des CEsg de 8,99ug/ml et 8,53

pg/ml. Cette capacité reste inférieure a celle de la VCT dont la CEsg est de 5,32 pg/ml.

Tableau 17 : Concentrations effectrices (CEsg) responsables de la capacité a réduire le

complexe cuivre-néocuproine.

Extrait de feuilles d’olivier (EFO) 8,99+0,63

Extrait de pulpe de la variété Chemlal de Tizi (VCT) 5,32+0,38

Extrait de pulpe de la variété Blanquette de Guelma (VBG) | 8,53+0,23

BHT 9,62+0,87

BHA 3,64+0,19
(46 )
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Comparativement avec les deux standards, nos extraits ont une activité inférieure a
celle du BHA qui a une CEs de 3,64 pg/ml, par contre ils sont plus actifs que le BHT qui
représente une CEsg de 1’ordre de 9,62 pg/ml.

3.7. Activité de chélation du cuivre (CCA)

La figure 25 représente 1'histogramme des pourcentages d’inhibition en fonction des
concentrations de chaque extrait obtenus a partir des valeurs expérimentales. L’EDTA utilisé

comme standard présente les pourcentages d’inhibition les plus élevés.

On constate qu’aucune activité de chélation du cuivre de nos trois extraits n’est révelée
a des concentrations peu élevées, a la concentration 200 pug/ml ; on commence a apercevoir
une activité de I’extrait de feuilles d’olivier. Pour les des deux extraits d’olive (VCT et VBG)

I’activité est apercevable a partir de 400pg/ml.
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Figure 25 : Histogramme représentant I’activité de chélation du cuivre par les extraits

Le tableau 18 représente les valeurs de Clsode ’activité de chélation du cuivre en

comparaison avec le standard (EDTA).

Tableau 18 : Valeurs de la Clso de ’activité de chélation du cuivre de nos extraits

Extraits/ Standards Clso(pg/ml)
Extrait de feuilles d’olivier (EFO) >800
Extrait de pulpe de la variété Chemlal de Tizi (VCT) <12,5

Extrait de pulpe de la variété Blanquette de Guelma (VBG) | 681,67+0,00
EDTA 59,04+0,56
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L’EDTA présente une concentration d’inhibition 50 de I’ordre de 59,04 pg/ml,
I’extrait des feuilles d’olivier (CIso >800 pg/ml) et I’extrait de la variété Blanquette de Guelma
(Clsp = 681,67 pg/ml) révelent une activité moins importante. Tandis que I’extrait de la

variété Chemlal de Tizi est plus actif que le standard avec une Clsp<12,5 pg/ml.

On peut conclure que I’extrait de la variété Chemlal de Tizi a la plus grande capacité a
former un chélate avec les ions de cuivre et ainsi abolir leurs activités que les deux autres
extraits (EFO et VBG).

3.8. Activité phenanthroline

L’activité phenanthroline est caractérisée par une réaction de réduction des ions Fe**

en ions Fe?*, qui est illustrée par I’apparition de la couleur oronge dans la microplaque
(Figure 26).

Figure 26 : Profil de la microplaque de dosage de I’activité phenanthroline

La figure 27 représente I'histogramme de 1’absorbance en fonction des concentrations
de chaque extrait obtenues a partir des valeurs expérimentales. Nous observons que

I’absorbance augmente en fonction de 1’augmentation de la concentration utilisée.
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Figure 27 : Histogramme représentant ’activité phenanthroline des extraits.

L’absorbance est proportionnelle a la concentration, une absorbance plus élevée de la
réaction indique une plus grande activité de réduction des ions Fe**. Ce qui nous méne a dire

gue nos trois extraits ont une importante activite.

En comparaison avec les standards, nos trois extraits ont montré une meilleure activité
(EFO, VCT et VBG ont une CEsg <0,78ug/ml) que celle de BHA (CEsp = 0,93 pg/ml) et de
BHT (CEsp = 2,24 pug/ml) (Tableau 19).

Tableau 19 : Concentrations effectrices (CEsp) responsables de 1’activité

phenanthroline des extraits.

Extraits/ Standards CEso(pg/ml)
Extrait de feuilles d’olivier (EFO) <0,78
Extrait de pulpe de la variété Chemlal de Tizi (VCT) <0,78
Extrait de pulpe de la variété Blanquette de Guelma (VBG) <0,78

BHT 2,24+0,17
BHA 0,93+0,07

Il a été apporté que la réduction de la capacité d’un composé peut étre considérée
comme un indicateur de 1’activité antioxydante. La présence d’un antioxydant provoque la
conversion du complexe Fe** ferricyanure a la forme ferreuse Fe?*. Méme si le fer soit

essentiel pour le transport de I’oxygeéne pour la respiration et il est essentiel pour certaines

——
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enzymes, il est aussi un meétal réactif qui catalyse des dommages oxydatifs au niveau des

tissus et cellules (Bourgou et al., 2008).

A lumiere de tous les résultats obtenus concernant 1’activité antioxydante des extraits
évaluée in vitro par les différents tests, il ressort que 1’extrait de feuilles de 1’olivier ainsi que
les deux extraits d’olive de différents cultivars possédent un pouvoir antioxydant important di

a leur richesse en polyphénols et flavonoides.
4. Activité enzymatique des extraits
4.1. Activité Anti cholinestérase

4.1.1. Activité Anti acétylcholinestérase

a7 N =

extraits, par contre dans 1’¢tude réalisée par Omar et al., (2018) les extraits d’olives et des
feuilles d’olivier ont montré une activité avec une Clso de 101,7 pg/ml pour P’extrait de

feuilles et une Clsp de 175,1 pg/ml pour I’extrait d’olives.

L’absence de la capacité a inhiber 1I’acétylcholinestérase chez nos extraits peut étre due

a une absence d’inhibiteurs.
4.1.2. Activité d’inhibition de I’enzyme butyrylcholinestérase

Tous les extraits de notre étude exercent une légeére activité anti butyrylcholinestérase,
avec une Clso de 198,36 pg/ml pour EFO et une Clsp>200 pg/ml pour VCT et VBG (Tableau
20).

Tableau 20 : Valeurs de la Clspde 1’activité d’inhibition de 1I’enzyme butyrylcholinestérase

par les extraits.

Extraits/ Standards Clso(ug/ml)
Extrait de feuilles d’olivier (EFO) 198,36+9,66
Extrait de pulpe de la variété Chemlal de Tizi (VCT) >200

Extrait de pulpe de la variété Blanquette de Guelma (VBG) | >200

Galantamine 34,75+1,99

——
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En comparaison a la galantamine présentant une Clso de 1’ordre de 34,75ug/ml, nos

trois extraits ont une activité inférieure a celle du standard.

Le taux estimé de ’activité a inhiber I’enzyme butyrylcholinestérase pour les trois
extraits (EFO, VCT et VBG) dans notre étude est inférieur de celui de 1’étude réalisée par
(Omar et al., 2018) avec une Clsg de 185,4 pg/ml pour I’extrait d’olive et une Clso de
84,77ug/ml pour I’extrait des feuilles d’olivier.

4.2. Activité anti diabétique

4.2.1. Inhibition de I’alpha-glucosidase

I

d’olivier, tandis qu’elle est présente chez les deux extraits d’olive (VCT et VBG) (Tableau
21).

En comparaison a l'acarbose qui a une Clso de 1’ordre de 275,43 pug/ml, on déduit que

I ]

d’olive.

Tableau 21 : Valeurs de la Clsode I’activité d’inhibition de I’enzyme alpha glucosidase par les

extraits.
Extraits / standard Clso (g/ml)
Extrait de feuilles d’olivier (EFO) NA*
Extrait pulpe de la variété Chemlal de Tizi (VCT) >500

Extrait pulpe de la variété Blanquette de Guelma (VBG) | >500

Acarbose 275,43+1,59
* NA : No Absorbance

4.2.2. Activité inhibitrice de I’alpha amylase

La figure 28 présente des pourcentages d’inhibition en fonction des concentrations de

chaque extrait obtenus a partir des valeurs expérimentales.
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Figure 28 : Pourcentages d’inhibition de I’enzyme alpha amylase par les différents

extraits.

A partir de ’histogramme ; on observe qu’a la concentration de 6,25 pg/ml, I’extrait
de feuilles d’olivier et I’extrait de la variété Chemlal de Tizi ont un pourcentage d’inhibition
de I’enzyme alpha amylase supérieure a celui du standard qui est seulement de 7,76%. Dans le
cas de I’extrait de la variété Blanquette de Guelma, I’activité est observée a partir d’une

concentration plus élevée que les autres extraits (EFO et VCT).

Le taux de I’activité inhibitrice de I’enzyme alpha amylase pour ’extrait de la variété
Blanquette de Guelma (Clso= 149,30ug/ml) se rapproche légérement de celui de 1’extrait de la
variété Chemlal de Tizi (Clso=156,44pug/ml). Pour I’extrait de feuilles d’olivier (CIsp>400), il
exerce une activité inférieure a celle des deux extraits d’olives (VCT et VBG). En comparant

a l'acarbose ; nos trois extraits possedent une trés grande activité (Tableau 22).

Tableau 22 : Valeurs de la Clspde 1’activité d’inhibition de I’enzyme alpha amylase

Extraits / standard Clso (g/ml)
Extrait de feuilles d’olivier (EFO) >400
Extrait de pulpe de la variété Chemlal de Tizi (VCT) 156,44+3,39

Extrait de pulpe de la varieté Blanquette de Guelma (VBG) | 149,30£20,56

Acarbose 3650,93+10,70
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Résultats et discussion

A la lumiére de tous les résultats obtenus concernant 1’activité biologique des extraits
évaluée in vitro par les différents tests, il ressort que 1’extrait de feuilles de 1’olivier ainsi que
les deux extraits d’olive de différents cultivars possédent une trés légere activité anti-
cholinestérase (a partir du test de 1’activité d’inhibition de I’enzyme butyrylcholinestérase) et
une activité anti diabétique (a partir des deux tests de I’activité inhibitrice de 1’alpha
glucosidase et I’alpha amylase).
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Conclusion

Conclusion et perspectives

L’olivier est une plante aromatique et médicinale considérée comme étant un réservoir
de composés antioxydants naturels ayant des effets bénéfiques sur la santé et contribuent a la

prévention des maladies.

Notre travail s’est focalisé sur le dosage des composés phénoliques présents dans les
feuilles d’olivier ainsi que dans la pulpe de deux types d’olives (Blanquette de Guelma et

Chemlal de Tizi Ouzou) et I’évaluation de leurs activités biologiques.

Les principales méthodes d’évaluation du potentiel antioxydant des feuilles d’olivier et
des deux types d’olives ont montré que les EFO possédent une capacité antiradicalaire
(DPPH) (Clsp= 11.72+0.07pg/ml) et une capacité d’inhibition du radical galvinoxyle (GOR)
(Clsp = 21.59£0.19ug/ml) supérieures a celle des deux types d’olives. Par contre pour 1’effet
scavenger & I’ABTS ; I’extrait de la VBG présente une Clsp de ’ordre de 3.18+1.12ug/ml
donc un effet plus grand que celui de I’extrait de la VCT et I’EFO. Pour L’activité superoxyde
DMSO alcalin nous avons constaté qu’elle est élevée dans 1’extrait de la VBG et I’EFO. Aussi
nous avons pu voir qu’a partir de la méthode CUPRAC ; I’extrait de la VCT a la plus grande
activité antioxydante (Clsp = 5.32+£0.38ug/ml) et a partir de la méthode CCA nous avons
remarqué que ce dernier a aussi une capacité de chélation du cuivre supérieure a celle de
I’EFO et I’extrait de la VBG. L’activité phenanthroline a montré que nos trois extraits

possédent une capacité a réduire des ions Fe** en ions Fe?".

Les différents tests enzymatiques réalisés dans notre étude ont prouvé que nos extraits
possedent une légére activité anti-cholinestérase par contre 1’activité anti diabétique évaluée
en utilisant deux activités (activité inhibitrice de I’alpha glucosidase et I’alpha amylase) ; a
confirmé que certains extraits sont dotés d’une activité inhibitrice des enzymes d’intérét.

En se basant sur les résultats obtenus, nous pouvons dire que les feuilles d’olivier ainsi
que les deux types d’olive étudiés sont une bonne source de phénols et flavonoides qui
possedent une puissante activité antioxydante ainsi qu’un pouvoir d’empécher 1’apparition ou

I’aggravation de certaines maladies (Alzheimer et le diabéte).

A la lumiére de ces résultats basés sur 1’exploration des activités biologiques, cette

étude nécessite d’autres recherches qui visent a :

- ldentifier qualitativement les composés polyphénoliques contenus dans les extraits

de notre étude.
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Conclusion

Evaluer D’activité antioxydante par d’autres méthodes in vitro pour obtenir
d’amples informations.

Etudier d’autres activités biologiques notamment [’activité anti-inflammatoire et
I’activité antimicrobienne.

Entamer une étude in vivo pour obtenir une vue plus approfondie sur les effets de
ces extraits sur I’apparition et 1’aggravation de la maladie d’Alzheimer et le

diabéte.
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Résumé

Les propriétés médicinales de 1’olivier sont attribuées a ses feuilles dont ’utilisation
en phytothérapie remonte trés loin dans 1’histoire ainsi qu’a son fruit (1’olive) qui dispose de
diverses propriétés antioxydantes ; sur cette base nous nous sommes fixés comme objectifs :
I’évaluation de D’activité antioxydante, anti-cholinestérase et antidiabétique des feuilles
d’olivier et de deux variétés d’olive (Blanquette de Guelma (VBG) et Chemlal de Tizi Ouzou
(VCT)).

Une extraction a été reéalisée en utilisant deux solvants : le méthanol et 1’acétate
d’éthyle, suivi d’une estimation de la teneur en composés phénoliques en utilisant le réactif de
Folin-Ciocalteu et le tri-chlorure d’aluminium respectivement, ensuite une évaluation de
I’activité antioxydante, I’activité antidiabétique et anti-cholinestérase a été réalisée en utilisant
différents tests.

Les teneurs les plus élevées des polyphénols et flavonoides totaux ont été constatées
dans D’extrait de feuilles d’olivier. Les principales méthodes d’évaluation du potentiel
antioxydant des feuilles d’olivier et des deux variétés d’olives ont montré que 1’extrait des
feuilles possede une capacité antiradicalaire DPPH et une capacité d’inhibition du radical
galvinoxyle (GOR) trés élevées, par contre pour I’effet scavenger a I’ABTS ; I’extrait d’olive
de la VBG présente un effet plus grand que celui des deux autres extraits.

L’activité superoxyde DMSO alcalin est trés élevée dans 1’extrait d’olive de la VBG et
I’extrait des feuilles d’olivier. L’extrait d’olive de la VCT a montré une grande activité
antioxydante et une grande capacité de chélation du cuivre en utilisant les deux méthodes
CUPRAC et I’activité de chélation de cuivre, aussi les trois extraits possedent une grande
capacité a réduire des ions Fe®" en ions Fe?"; par utilisation du test de Iactivité
phenanthroline.

A partir des deux tests enzymatiques de [Dactivit¢ d’inhibition de la
butyrylcholinestérase et 1’acétylcholinestérase ; nos extraits ont montré une tres légeére activité
anti-cholinestérase par contre 1’activité anti diabétique évaluée en utilisant deux activités
(activité inhibitrice de 1’alpha glucosidase et 1’alpha amylase); a confirmé que certains
extraits sont dotés d’une activité inhibitrice des enzymes d’intérét.

En conclusion, notre étude confirme que les feuilles d’olivier et les deux types de
cultivars d’olive sont une bonne source de phénols et flavonoides qui possedent une puissante
activité antioxydante ainsi qu’une capacité de prévenir ’apparition du diabete.

Mots clés: Olea europea L, DPPH, polyphénols, activité anti diabétique, activité
antioxydante.



Abstract

The medicinal properties of the olive tree are attributed to its leaves whose use in
herbal medicine goes back far in history as well as its fruit (the olive) which has various
antioxidant properties; on this basis we set ourselves the following objectives: evaluation of
the antioxidant, anti-cholinesterase and antidiabetic activity of olive leaves and two olive
varieties (Blanquette of Guelma (BGV) and Chemlal of Tizi Ouzou (CTV))).

Extraction was carried out using two solvents: methanol and ethyl acetate, followed by
an estimation of the content of phenolic compounds using Folin-Ciocalteu reagent and tri-
aluminum chloride respectively, followed by Evaluation of antioxidant activity, antidiabetic
and anti-cholinesterase activity was performed using different tests.

The highest levels of total polyphenols and flavonoids were found in olive leaf extract.
The main methods for evaluating the antioxidant potential of olive leaves and of both varieties
of olives have shown that the leaf extract has a very high free radical capacity DPPH and a
very high capacity for inhibition of the galvinoxyl radical (GOR), by against for the effect
scavenger to the ABTS; the olive extract of BGV has a greater effect than that of the other
two extracts.

Alkaline DMSO superoxide activity is very high in olive extract of BGV and olive leaf
extract. Olive extract of CTV showed high antioxidant activity and high copper chelating
capacity using both CUPRAC and copper chelation activity, so all three extracts have a high
ability to reduce ions Fe*" in Fe?* ions ; using the phenanthroline activity test.

From two enzymatic tests of inhibition activity of butyrylcholinesterase and
acetylcholinesterase; our extracts showed a very slight anti-cholinesterase activity against the
anti-diabetic activity evaluated using two activities (inhibitory activity of alpha glucosidase
and alpha amylase); confirmed that some extracts have an inhibitory activity of the enzymes
of interest.

In conclusion, our study confirms that olive leaves and both types of olive cultivars are
a good source of phenols and flavonoids that possess potent antioxidant activity as well as an
ability to prevent the onset of diabetes.

Key words: Olea europea L, DPPH, polyphenols, anti-diabetic activity, antioxidant activity.



uadla

Al sl s ) Agadinl) 2 539 8 Lgalaiian) )5 3 5my 0 LBy sf () 05 0 3yl Al aibiadll s
poit A Calaa ) LY Laas ¢ () 13 e ¢ 3auS0 saliae dilide pailiad Lo Sl (05 ) bl
Blanquette ) sl (e cresis 05l G315Y anti-cholinesterase s s Sl aliaa 5 32083 sbiaall Lol
.(Chemlal de Tizi Ouzou (VCT) s de Guelma (VBG)

ARl A sl LS el (5 gina i L8 gite (YD il 5 J i) :Cpude aladiuly padAi) ) ja)
Jalal) 5 5208 alcadl) LaLaill anl o) ja) aidahy ¢ (gl e SOEN e};\-.hﬂjry\ 4,58 s Folin-ciocalteu —ei\S
Adliae &l Hldl) aladinly anti-cholinesterase s JSawll (a ad sladl)

LAY el i 3l Gl sl paliiue (8 95 @ 5 J sl sl £ sena e (5 siae el e siall o
Ale 3,08 4gal (31 ) V) Galiiuse ¢ & 5 3 (e Ce 53l IS5 5 3 (31 5Y 320U Baliaall 3 58l il g I
oaliiee 8 AT 4ali e (GOR e siilal) jda Tyl Lall dlle 5,385 DPPH Lall 3all Ll e
GAY) Gpaliivdl e ABTS Jall sl Blgl e 581 L850 VBG osia )l

O paliiv el s W Gl A VBG 05l paldive 3 4l 4 0 DMSO 2 Ll o)
A3l blis s CUPRAC  Jlia! (e JS aladiuly Galadl) A1) ) e dylle 3 )08 5 3008 lalias Llle Wi \/CT
Fe?* il I Fe¥" sVl gla) Lo dle 5 08 i AU cilalituall apen b Ul (el (aee
Ol _ilid Ll alasiuly

acétylcholinestérase s butyrylcholinestérase a3 Jaxis Ll dpey 3391 <l HLAaY) (e (] (e D)
S (58l i el dadl) Tl (5 5aT daal (e Jaa Uaaes anti-cholinesterase Wslis cllalaiua) & el
ol i % (' alpha amylase s alpha glucosidase s 3¥) o SV anfill Jalill ) ol aladinly daps
A g paall ey 30U S Tl L laliidl) Gian

Led )l 53 5330 Y saill da jaaa (A (i 3 il e cpe sl SIS st GBIl o Liul o 2S5 ¢ Q) b
Sl 2 pe ) seds aie e 5,08l Gl g g 68 5auSO alias Ll

2SO sladll Ll s Sl aa LLis Olea europea L, DPPH, polyphénols : dsaliial) cilell)



Nom : Ouammar Bensaad

prénom :  Sabrina Bochra Date de soutenance : 14/07/2019

Theme : Evaluation de Pactivité antioxydante, anti cholinestérase et anti diabétique des feuilles
de Dolivier et des deux variétés d’olives Blanquette de Guelma et Chemlal de Tizi Ouzou

M¢émoire présenté en vue de I’obtention du Diplome de Master

Résumé

Les propriétés médicinales de 1’olivier sont attribuées a ses feuilles dont I’utilisation en
phytothérapie remonte trés loin dans 1’histoire ainsi qu’a son fruit (I’olive) qui dispose de diverses
propriétés antioxydantes ; sur cette base nous nous sommes fixés comme objectifs : 1’évaluation de
I’activité antioxydante, anti-cholinestérase et antidiabétique des feuilles d’olivier et de deux variétés
d’olive (Blanquette de Guelma (VBG) et Chemlal de Tizi Ouzou (VCT)).

Une extraction a été réalisée en utilisant deux solvants : le méthanol et 1’acétate d’éthyle,
suivi d’une estimation de la teneur en composes phénoliques en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu
et le tri-chlorure d’aluminium respectivement, ensuite une évaluation de I’activité antioxydante,
I’activité antidiabétique et anti-cholinestérase a été realisée en utilisant différents tests.

Les teneurs les plus élevées des polyphénols et flavonoides totaux ont été constatées dans
I’extrait de feuilles d’olivier. Les principales méthodes d’évaluation du potentiel antioxydant des
feuilles d’olivier et des deux variétés d’olives ont montré que 1’extrait des feuilles posséde une
capacité antiradicalaire DPPH et une capacité d’inhibition du radical galvinoxyle (GOR) trés
élevées, par contre pour I’effet scavenger a I’ABTS ; ’extrait d’olive de la VBG présente un effet
plus grand que celui des deux autres extraits.

L’activité superoxyde DMSO alcalin est tres élevée dans I’extrait d’olive de la VBG et
I’extrait des feuilles d’olivier. L’extrait d’olive de la VCT a montré une grande activité antioxydante
et une grande capacité de chélation du cuivre en utilisant les deux méthodes CUPRAC et ’activité
de chélation de cuivre, aussi les trois extraits possédent une grande capacité a réduire des ions Fe*
en ions Fe?"; par utilisation du test de I’activité phenanthroline.

A partir des deux tests enzymatiques de 1’activité d’inhibition de la butyrylcholinestérase et
I’acétylcholinestérase ; nos extraits ont montré une trés Iégere activité anti-cholinestérase par contre
I’activité anti diabétique evaluée en utilisant deux activités (activité inhibitrice de 1’alpha glucosidase
et I’alpha amylase) ; a confirmé que certains extraits sont dotés d’une activité inhibitrice des
enzymes d’intérét.

En conclusion, notre étude confirme que les feuilles d’olivier et les deux types de cultivars
d’olive sont une bonne source de phénols et flavonoides qui possédent une puissante activité
antioxydante ainsi qu’une capacité de prévenir 1’apparition du diabéte.
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