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Résumé

Le travail présenté dans ce mémoire vise a défine méthode simple et rentable pour
I'extraction des composés phénoliques totaux daifide d’oliviers et étudier leur pouvoir antioxyta
et leur activité anti-inflammatoire. Deux variétdes feuilles d'oliviers ont été examinées. Les
composes phénoliques sont extraits par de I'equaete mélange eau/ éthanol (3v/v) a partir des
feuilles fraiches, séches et séches blanchieswaveapport solvant/matiére végétale de 10%, 20% et
30% (p/v). Les feuilles séches blanchies présenteatteneur en composés phénoliques de 13,97/100
g MS.

Le séchage des feuilles a été réalisé a une tetupde 40% jusqu’a perte de 70% du poids
frais. Le blanchiment a été effectué par infusias deuilles séches dans I'eau/éthanol a une
température de 45°C. Les polyphénols totaux ontdés®s selon la méthode de Folin Ciocalteu.
I'activité antioxydante de I'extrait de feuillesdivier a été réalisée in vitro par la méthode d&PBl.
L'activité anti-inflammatoire a été étudiée in vipar induction d’cedéme a la carraghénine chez les

rats blancs.

Le rendement maximum des composés phénoliquedtexdiala feuille d'olivier est obtenu
avec les feuilles séchées et blanchies a 40°C°&, 48spectivement. Ainsi, un rendement qui dépasse

les 65% de polyphénols totaux par 100 gramme d&raaéche est obtenu.

Cet extrait brut des composés phénoliques totasifalélles d’'oliviers seches blanchies a une
tres bonne activité antioxydante de 107% pour 1 dal I'echantillon. Pour [l'activité anti-

inflammatoire, il a pu diminuer l'inflammation inde chez les rats.
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INTRODUCTION

Introduction

L'olivier (Olea europaeal.) est une espéce largement cultivée dans leirbass
méditerranéen depuis la plus haute antiquité. lisation la plus connue de l'olivier est sans
nul doute la production de lhuile d'olivetilisée a des fins alimentaires, cosmeétiques
et thérapeutiques. Par ailleurs, les propriétéslicm@ales de I'olivier sont également
attribuées a ses feuilles qui font aujourd’hui Jetbde nombreuses recherches scientifiques.
En effet, l'utilisation des feuilles d'olivieren phytothérapie remonte a trés loin dans
I'histoire. L'olivier est considéré donc commé¢ardt une plante aromatique et médicinale,

réservoir de composés naturels aux effetefigpres.

by

Certains composés phénoliques extraits a partifedéles d’olivier par diverses
méthodes, tels que I'extraction solide-liquide itiadnelle ou assistée par ultrasons ou bien
par solvant pressurisés ont fait I'objet de plusietecherchesn vitro et in vivo afin de

déterminer leurs effets biologiques.

Jusqu'a présent, les diverses activités biologigigesoleuropéine et hydroxytyrosol
ont été identifiés dans plusieurs études. L'oleénop a été signalé comme étant un agent
antimicrobien, vasodilatateur hypoglycémiant, hgpseur, anti-inflammatoire, anti-
rhumatismale, anti-athérogene et antipyrétique. uBeap de ces caractéristiques
pharmacologiques sont dus a son action antioxyd&meutre, plusieurs études ont prouvé
les propriétés antioxydantes, hypoglycémiantetthaombotiques, hypocholestérolémiantes,
anti-inflammatoires et antimicrobiennes de [I'hydriyxosol issu de [I'hydrolyse de

I'oleuropéine.

Dans ce travail L'extraction solide-liquide estlisgée comme méthode pour la
récupération des composés phénoliques a partirfedebes d'olivier. Ainsi, nous allons
essayer d'optimiser plusieurs parameétres influencantype d’extraction afin de pouvoir

définir un simple procédé d’extraction des compgaeEnoliques de cette matrice vivante.

Par la suite, I'activité antioxydante de I'extrale feuilles d'olivier sera évaluée
in vitro par la méthode de DPRH.'activité anti-inflammatoire va étre étudiée vivo par
induction d’'cedéme a la carraghénine chez ledblates.
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SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

|- La feuille d’olivier

1- Généralité

On cultive l'olivier depuis au moins 3 500 ans avaotre ere, pour ses fruits et pour
'huile qu'on en tire. Le nom scientifigue de I'agh Olea vient d’'un mot qui signifiait
«huile» chez les Grecs de I'Antiquité. A cette @magon employait les feuilles pour
désinfecter les blessures cutanées. Les Ancienatgibuaient des vertus antiseptiques et la
propriété de combattre toutes sortes d’infections.

Ces usages sont tombés en désuétude pendant @in cenps en raison de
'omniprésence des antibiotiques. Cependant, depuefjues années, des extraits de feuille
d’olivier sont apparus sur le marché. Certainsi€amts en vantent les vertus pour le systeme

immunitaire et contre les infections virales, baetines et fongiques.

En Europe, les herboristes recommandent la feulltdivier pour améliorer la
circulation sanguine, ainsi que pour prévenir aitér I’hypertension et I'artériosclérose. La

feuille d'olivier est souvent combinée a d’autrésnpes aux propriétés complémentaires.
2- Les composés phénoliques de la feuille diaér

Les polyphénols représentent une grande famille @as moins de 8000 composés
différents. Le terme « polyphénols » est utilisésita littérature pour définir des substances
gui possédent un noyau benzéniques portant unusiepks groupements hydroxyle (libres,
estérifiées ou éthérifiées). lls peuvent aller delétules simples, comme les acides
phénoligujes contenant un seul noyau phénoligaesacomposés hautement polymérisés, de

plus de 3000 Dalton, comme les tanins.

lIs sont présents dans de nombreux fruits et Iégutes boissons comme le thé, le
café, les jus de fruits, le vin rouge ou blanc,dé=ales, les légumes secs, dans I'huile d’olive

et méme dans la feuille d'olivier.

L’olivier a une qualité qui pourrait bien étre liad’existence d’antioxydants puissants
présents dans cette espece végétale. Ceux contamss ses feuilles appartiennent a

différentes familles chimiques :
» les polyphénols, avec I'hydroxytyrosol, le tyrostl’'oleuropéine ;

» les stérols, avec en particulier le béta-sitostgrol
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» les tocophérols, avec une place de choix pautdcophérol, plus connu sous

le nom de la vitamine E.

Les antioxydants de la famille des polyphénols sarttiellement considérés plus
efficaces que les vitamines E et C et le béta-eamtsouvent cités comme des références en
matiere d’antioxydants naturels. Un véritable afpuir les feuilles d'olivier face aux dangers
des radicaux libres qui seraient responsables Hématéons cellulaires conduisant, entre
autres, au développement de canf{iéaria Bardoulat, 2013).

Les feuilles d'olivier fraiche sont riches en gioes (5,04 a 7,60 g / 100 g de matiere
fraiche) et en fibres (37,14 a 42,58 g /100 g matigiche). Elles présentent une teneur en
composés phénoliques totaux variant de 1,38 a 8/B20 g MS selon les variétés (N.
Boudhioua eal., 2008).

Esmaeili-Mahani et al (2010) ont quantifié certatomposés identifiés dans un extrait
éthanolique de feuilles d'olivier en utilisant laramatographie liquide a haute performance
(HPLC). Les résultats ont montré que l'oleuropéB&6 mg/g), hydroxytyrosol (4,89 mg/g),
tyrosol acide (3,73 mg/qg) et caféique (49,41 mgfg)été les principaux composés.

lI- L'oleuropéine

1- Généralité

Oleuropéine (Fig. 1), un composé Secoiridoides,pesstent dans I'ensembi@lea
europaeal. L’olivier et ses produits dérivés (huile di@ margines et grignons). Il est le
plus abondant biophénols et le composé bioacti€orajans feuilles d'olivier.

Plusieurs auteurs ont rapporté que les feuilledivilp sont source utile pour
I'extraction de I'oléuropéine (Savournin &ft, 2001;. Bouaziz et Sayadi, 2003; Japon-Lujan
et al.,, 2006). L'oleuropéine posséde de nombreusessdffatéfique sur la santé humaine.
Ainsi cette molécules est utilisée pour ces progsi@ntioxydants (Benavente- Garcialket
2000), antimicrobiens (Pereira ei., 2007), antiviraux (Micol etal., 2005), et anti-
inflammatoires (Visioli et al., 1998). En outre, l'oleuropéine possede un effet
cardioprotecteur (Andreadou &t, 2006) et neuroprotectrice (Omar S.H., 2010). &tesles
in vitro ont démontré que I'oleuropéine agit comme un ca@panti-tumoral (Hamdi et
Castellon, 2005), inhibe l'activité du facteur thaation des plaquettes (Andrikopoulosagt,
2002) et peut-étre un modulateur du métabolismaemiliore aussi le métabolisme des lipides

pour se protéger contre les problemes d'obésité&zdPetti etal., 2004). L'oleuropéine
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intervient dans le développement du processus aidgofdéfense d'olivier contre l'attaque

d'agents pathogenes et des insectes (Malik et @hd2006).

™| Glucose
e
Elenolic J; N Gty
acid
e
- _.—’o'-
4-(2-hydroxyethyl) ) |
benzene-1.2-diol '<'=
1 s
o &

Figure 1 : Structure moléculaire de l'oleuropéine.

2- Méthodes d’analyses et de quantification

Diverses méthodes ont été développées pour I'analyslitative et quantitative des

composés phénoliques: les techniques simples comgmé chromatographie sur couche

mince (CCM) (Capasso R. etl., 1992), chromatographie liquide a haute perforean
(HPLC) (Ficarra P. eal., 1991 ; De Laurentis N. etl., 1997), chromatographie en phase

gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC(U&@npeol E. etal., 2001) et

électrophorése capillaire (CE) (Bonoli M.adt, 2004).

D’autres méthodes sophistiquées sont aussi immEjué savoir, le Systeme de

modélisation automatique (FAMS) et 'RMN (Baracco At al., 1995), Electrospray

lonisation Mass Spectrometry Tandem (ESI-MS/MS)des mesures a haute résolution

(HRMS) (Di Donna L. etl., 2007).
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3- Chimie, et biosynthese
3-1. Chimie

L’Oleuropéine appartient aux sécoiridoides, qui stnondants dans |€3leaceagles
Gentianaceaet les Cornaleag ainsi que dans beaucoup d'autres plantes. lceddes et les
sécoiridoides sont des composés qui sont habituetle lies a un ou plusieurs résidus
glycosidiques et sont produites a partir du méiabw secondaire des terpénes en tant que
précurseurs de divers alcaloides indoliques. L'@ipéine est un ester d'acide 2-(3,4-
dihydroxyphényl) éthanol (hydroxytyrosol) et a wjuslette oléoside, qui est commun aux
glucosides secoiridoides d€deaceae(Solver-Rivas etal., 2000), principalement dans sa

forme aglycone, ce qui rend la partie sucre soldhles I'huile.
3-2. Biosynthése de l'oleuropéine

La biosynthése de l'oleuropéine dafeaceaese déroule via la voie l'acide

meévalonique, aboutissant a la formation des oléssjbamtoft S. edl., 1992).

Dans Olea europaeales deux époxydes possibles de secologanin ekgeganin
peuvent étre des précurseurs pour I'oleuropéine. pJausible voie de biosynthése de l'acide
deoxyloganic, l'acide 7-epiloganic, l'acide 7-keganic, Ester de l'acide 8-epikingisidic,
oleoside 11-méthyle, [-1-D-glucopyranosyl 11-méthyl oleoside et ligusites a

I'oleuropéine a été proposé par Damtofale{1992) pour Oléacées (Fig. 2).
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[1I- Extraction solide liquide des molécules active

1- Principe

Dans les processus d’extraction et de séparatianalécules spécifiques (molécules
actives) présentes dans un milieu solide, 'opénafait souvent appel, d’'un point de vue
technologique, a la diffusion au sein du solidendfiuide (liquide) porteur, dit solvant
d’extraction; I'extraction se présente ainsi comume interaction solide — liquide. Cependant,
le solvant, capable de « mettre en solution » uplasieurs composants solides, cristallisés
ou liquides, dénommé soluté (Mafart et Béliard )9%nére une solution ou un extrait
(solvant+soluté). Le transfert de ces moléculesestrecherchées, vers le milieu extérieur a
lieu grace a une diffusion ayant pour élément mokewradient de concentration en soluté
entre la solution au voisinage intime de la phadiees (plus concentrée) et la phase liquide. A
la fin de I'opération, le systéme tend vers I'édpié et la diffusion est quasi nulle. Par contre
si la phase liquide est continuellement renouvéd&diffusion se poursuit jusqu’a épuisement
de la phase solide (Dibert, 1989).

A la fin de I'opération, le solide épuisé, appeaisidu, inerte ou insoluble, contient trés
peu ou pas de soluté. En regle générale, c’estlldian qui constitue la phase noble, mais il
se peut que ca soit le résidu solide insoluble mpéisente la vraie valeur économique

(Bimbenet, Duquenoy et al. 1993).

L’extraction est une opération ancienne utiliséarpetirer des plantes et de certains
organes d’animaux, des produits alimentaires, pheeutiques ou odoriférants, sous formes
de breuvages, drogues ou parfums. Les solvantséstitlans ces procedés de séparation des
produits végétaux sont généralement I'eau, lesoldcdes solvants organiques et/ou chlorés,

etc.
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Figure 3 : Schéma des différents modes d’extraction en fonction de la température et du contact avec

le solvant.
2- Mécanisme de I'extraction

L’extraction solide/liquide est réalisée par cohtatime entre le solide et le solvant.
Au cours de I'extraction, la concentration du séldans le solide varie sans interruption, ce
qui explique un état non stationnaire de transfemnatiere. Une série de processus successifs
a lieu traduisant l'interaction entre le solide wrant initialement le soluté, et le solvant

effectuant la séparation ; ces processus concernent

1. la diffusion du solvant au sein de la matrickdso

2. la dissolution du soluté dans le solvant,

3. la diffusion du soluté dissous dans le solvanfadmatrice solide vers la surface,

4. le transfert par convection ou diffusion du $dlcontenu dans la solution pres du solide

vers la masse restante du solvant.

L’extraction, souvent étudiée au plan phénoménglagi comme une opération
unifiée, peut étre analysée en termes de cinétjude rendement total. La cinétique est
généralement exprimée en termes de concentratieoldté dans le solide par unité de temps
(dx/dt). La nature séquentielle de ces quatre psace fait que I'opération globale
d‘extraction se déroule a la vitesse du processuysius lent, qualifiée alors du processus

limitant du procédé.
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Dans le cas de la plupart des végétaux, c'estpléth transfert du solvant a travers la
matrice solide qui constitue I'étape limitante. Effet, la microstructure naturelle des
végétaux génere une mauvaise aptitude quant #uaidn interne des liquides. Une relation
étroite existe alors entre la vitesse d‘extracteinla structure de la matiére. Pour mieux
analyser cet aspect, il faudrait commencer pardsrdes notions théoriques du transfert de

masse.
3- Facteurs influencant les performances de I'extretion
3-1. Taille des particules

Tous les auteurs s’accordent sur l'effet génératenpositif du broyage sur les
opérations d’extraction. Le broyage du solide pémtiatensifier les phénoménes de transfert
du solvant a travers l'augmentation de la surfaoécifique (surface d’échange entre le
solvant et le solide) mais également la réduct®fedlistance de pénétration dans le matériel.
En effet, a taux de solide donné, la surface deacomrentre le solide et le liquide augmente
lorsque la taille de la particule diminue a travBasigmentation de la surface spécifique
comme 6/dp (Mohammad Mounir 2007). D’autre partfsdées opérations de transfert de
matiere par diffusion (Fick ; etc.), le gradientamcentration augmente directement avec la
diminution de la taille de la particule et le temgds traversée nécessaire intervient
généralement proportionnellement au carré de tartis traversée. L’'opération doit donc étre

nettement mieux intensifiée a la suite d‘'un boryage (Mafart et Béliard 1993).

Nous pouvons ainsi citer a titre d’'exemples quelds grands rendements d'extraction
de composés phénoliques et d'anthocyanes ont stéveéls avec la diminution de la taille des
particules de tournesol (Gao et Mazza, 1996) fdRikt Vaccari 1983) ou des résidus de
pression de jus de cassis (Landbo et Meyer 2001).

On est cependant limité dans la finesse des phasiclia présence de fines induit une
exageération dans ce sens et impliqgue une réductitable de la perméabilité du lit de solides
au solvant, ce qui entraine |'établissement deamdarpréférentiels bloquant ainsi le
processus d‘extraction dans certains endroits sollant ne peut plus circuler (Dibert 1989;

Leybros et Frémeaux 1990).
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3-2. La nature du solvant

Un solvant est, par définition, une substance dei pouvoir de former avec d’autres
substances une solution homogéne (Gerin 2002). alvarg d’extraction est choisi en
fonction de :

= Ses propriétés physiques : densité, viscositét pébullition, chaleur spécifique, etc.
déterminant les conditions de I'épuisement, vitedsoulement et de filtration,
conditions de distillation et de concentration,teerpar volatilisation, ... (Vigneron

1954),

= La nature des principes a dissoudre,

= Ses caractéristiques économiques et son prix dentev

Le solvant doit étre sélectif, posséder une graodpacité de dissolution, une
température d’ébullition peu élevée, une faiblecossté et étre, si possible, non toxique,

ininflammable, et non explosif.
i. Pouvoir de solubilisation

Le pouvoir de solubilisation d‘'un solvant est rettd a ses caractéristiques
moléculaires, définissant notamment sa polaritéseh hydrophilie, utilisées en tant
gu‘indicateurs de l'affinité chimique. Les carad@gues de polarité et d’hydrophilie sont

notamment révelées par :

= La présence de groupes fonctionnels dissociant,

= Le potentiel de liaison hydrogene et la facultérdee en commun d‘électrons,

Cette approche sur la capacité extractive des istsl\se justifie d‘autant plus gu’elle
concerne des substrats végétaux dont la teneuawepeut atteindre 80% pour les matieres
fraiches. L’affinité eau/solvant conditionne la fddion dans les tissus riches en eau

interstitielle et dans les cellules ou l‘eau lieist abondante.

En outre, la solubilisation peut atteindre le miliaterstitiel qui participe a l'intégrité
des tissus. Cette action prime sur les facteuesviahant sur le pouvoir extractant, notamment

a travers la diffusion en relation avec les prdpsaéhysiques du solvant.

Par sa qualité déstructurante, elle a pour incieletassurer la diffusion du solvant

dans les tissus veégétaux (Cu, Perineau et al. 1988¢ateur de I'affinité vis-a-vis de l'eau,

1C
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une forte polarité se traduit soit par une actioeate du solvant sur les constituants polaires
du contenu cellulaire, soit par une solubilisatitencertains de ces constituants ou encore par

une rupture des interactions.

Quelles que soient ses propriétés physiques détantnisa diffusion, I‘éthanol
bénéficie d’'un fort pouvoir extractant dés lors daemajorité des tissus, dont les tissus
structuraux et de soutien de la matiere végeétated'erigine lignocellulosique. En ce qui
concerne I'affinité vis-a-vis de I'eau, deux faategont a prendre en compte : la solubilité du
solvant dans l‘eau et la solubilit¢ de I'eau daassblvant. Ces facteurs interviendront
vraisemblablement sur la diffusion des produitsnd@rieur du contenu cellulaire, notamment
la solubilité dans I'eau pour la circulation duwsoit dans les milieux hydratés. La solubilité
de l'eau et sa polarité seront plus particulierenuksterminantes pour prévoir le pouvoir du

solvant vis-a-vis des composés hydrophiles damaitieu hydrophile.

Cependant, on ne peut établir la capacité extmactiun solvant vis-a-vis d’'un soluté
donné en se basant sur la seule solubilité (osdlubilité) des corps purs dans le solvant. La
solubilité d’'un corps peut étre compléetement meeifpar la présence des diverses substances
dans la plante : une substance insoluble dans @datat pur pourra se trouver en abondance
dans un soluté aqueux végeétal. Les principes existe effet le plus souvent sous forme de
complexes et ceci est particulierement vrai pourplante fraiche. C'est ainsi que les
alcaloides se présentent sous forme de sels minéraorganiques, que les anthocyanosides
peuvent étre acétylées, que les acides-phénolslerespsont majoritaires, qu’il est souvent
fait mention de complexes-tannoides, que les gidessse trouvent a I'état colloidal dans le
cytoplasme, que la chlorophylle contracte des di@s avec les caroténoides-protéines-
phospholipides (Ollier 1991).

ii. Le pouvoir extractant

L’estimation de l'efficacité d’'un solvant ne peuret réduite aux seules propriétés
chimiques de polarité et d’affinité vis a vis dedu. Nous devons également tenir compte des
propriétés physiques déterminant la capacité duaabk pénétrer dans une matrice poreuse ;
nous parlons alors du pouvoir extractant qui eBhidgar la capacité du solvant a pénétrer et
a diffuser dans la structure végétale de telleesqtfil rencontre et entraine les molécules
cibles. Evidemment ce dernier processus suggeselidilisation de ces molécules par le

solvant. Il est clair que ces notions de pouvolvaat et extractant, ainsi que de sélectivité

11
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chimique, sont liées les unes aux autres par lesctgaistiques chimiques et physiques du

solvant. Nous tenterons d’'apprécier le pouvoiraotant selon deux composants eux-mémes

liés a plusieurs parametres indiqués ci-dessous :

= La capacité de pénétration : tension superficetigscosité,

= La capacité de diffusion.

* La capacité de pénétration

Plus la tension superficielle d’'un liquide dansuielgon immerge un solide poreux tel
gu‘un substrat végétal est faible, mieux est asundouillage des pores, et ce, d’autant plus
gue ces pores sont de petite dimension ; c’esi gunest assurée une efficacité dans la

pénétration du liquide, notamment dans le cas dagere a organisation cellulaire.

Plus la viscosité est faible, mieux le liquide s'éle dans les pores et mieux il circule

dans les espaces intercellulaires (Cu, Perineals £#889).

* La capacité de diffusion

bY bY

Le choix d'un solvant a faible viscosité et a massdumique peu élevée est
recommandé pour accélérer sa diffusion, faciliem agitation et améliorer la séparation

meécanique. (Dibert 1989; Leybros et Frémeaux 1990).

La diffusion d’'un composé A dans un systeme binAi® a généralement lieu grace
au gradient de concentration de A. Ce phénoménemmslé « diffusion ordinaire », par
opposition a la diffusion sous pression ou le moumet de A est di a un gradient de
pression, ou la diffusion thermique (la progressierA découle d‘un gradient thermique), ou
la diffusion forcée (la dispersion de A résulterd’apport énergétique externe quelconque).
La diffusion dans un systeme multiphasique est ptuaplexe car elle n’est pas régie par un
simple équilibre de la viscosité au sein du miliBird, Steward et al. 1976). (Liley, Reide et
al. 1984) utilisent I'équation de STOKES EINSTEINuYp calculer lecoefficient de diffusion

de A dans B en phase liquide.

12
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Equation I-1/ D, = R
671t

ou :

R = Constante des gaz parfaits (8.314 J.mol1.K-1).

T= Température exprime en K,

Hg = Viscosité du solvant B,

YA = rayon d’'une molécule de soluté A.

Le coefficient de diffusion des solvants dans lestiénes végeétales (solides) est
impossible a déterminer selon ce modele mathéneticar les matieres végétales sont des
corps complexes hétérogénes pour lesquels on mmsdispas des constantes physico-
chimiques. Cependant, (Liley, Reide et al. 1984htremt que le coefficient de diffusion des
solvants est lié a leur viscosité. En ce qui cameda diffusivité d’'un solvant dans une
matiere végétale, (Krasuk, Lombardi et al. 196 f)paatent qu’elle dépend de certains
facteurs internes tels que I'‘épaisseur et la tdidle particules, les teneurs en eau et en huile,

etc.

Pour de nombreuses raisons évidentes, I'eau estiant le plus utilisé en Industrie
Agroalimentaire. Elle est le solvant le plus unsedrpuisqu’elle convient a I'extraction des

sucres, de matiéres azotées et a celle des sadsamin(Bimbenet, Duquenoy et al. 1993).

Les autres principaux solvants utilisés sont leso@s (méthanol, éthanol), les
hydrocarbures (hexane) et les solvants halogénés. solvants chlorés qui sont moins

sélectifs que les hydrocarbures, ont des diffussviilus élevées (Vigneron 1954).
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Tableau 1 : Propriétés physiques des solvants les plus usuels (Vigneron, 1954).

Masse solubilite a Polarité Tension Point Chaleur
volumique | 15°C dans 100 (moment superficielle | d‘ébullition | spécifique
(kg/m3) cm3 deau | dipolaire *10'%) mN/m (°C) (keal/kg/°C)
non ou peu polaires, utilisés pour I'extraction de molécules non ou peu polaires (huiles, essences, stéroides)
Heptane 679 0.005 0 98 0.507
Trichloréthyléne 1 455 0.01 152 0.223
Hexane 655 0.014 0 18.4 69 0.527
Toluéne 862 0.047 0 28.4 110 0.364
Benzéne 873 0.073
Tetrachlorure de carbone 1580 0.08 0 26.8 76.7 0.198
Sulfure de carbone 1260 0.218 0 33 46.2
Doués d’une faible polarité
Chloroforme 1479 0.621 1.05 27.3 61 0.232
Ether 707 7.42 1.14 17 34 0.521
Acetate d'ethyle 894 8.4 1.86 24.3 77 0.457
Doués d'une forte polarité, pouvant étre modifiée par mélanges
Méthylal 853 42.3 0.521
Acétone 788 2.8 23.7 56 0.514
Alcool méthylique 796 1.68 22.6 64.5 0.59
Alcool éthylique 785 1.7 22.2 78 0.505
Eau 1000 - 1,8 71 100 1

Les solvants organiques de polarité faible ou ndigsolvent les principes dont la
structure comporte surtout des chaines ou groupgsmieydrophobes : lipides, stérols,
terpenes, huiles essentielles.

Certains sont ininflammables (chloroforme, tétracnle de carbone,
trichlorométhylene). La plupart sont inflammablesther, benzéne, carbures d’hydrogene et

produits de rectification du pétrole : éther da@ét hexane, heptane, ligroine, kéroséne.

Les solvants polaires tels que l'acétone, I'eawsali®nt les principes riches en
groupements hydrophiles : sucres, acides et alamifaible poids moléculaire, nitrites etc.
Certains solvants par mélange avec des proportrangables d’eau agissent comme des
agents tant6t hydrophobes (éthanol absolu, éthear®®°) tantdt hydrophiles (éthanol a bas
degré) (Vigneron 1954).

14
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3-3. La température

Il est difficile de cerner de fagon simple I'iméince de la température sur I'extraction.
Dans la plupart des cas, les gammes élevées deératmme sont favorables au rendement
d‘extraction et ceci pour quatre principales rason
= La chaleur facilite I'extraction en perméabilisatés parois cellulaires par
dénaturation,
= La gamme des hautes températures usuelles, augmaeatdubilité des matieres a
extraire,
= Elle augmente les coefficients de diffusion, enfaile diminue la viscosité des
solvants d’extraction, ce qui facilite non seulemlenpassage du solvant a travers la

masse de substrat solide, mais aussi les opératiigngures de séparation.

La limite supérieure de la température est impaséde point d’é€bullition du solvant, par
les risques de : dégradation thermique du solsgues d’extraire des composés nuisibles

(Leybros et Frémeaux 1990;Binbenet, Duquenoy €t93).

Plusieurs travaux ont conclu de l'‘effet positif lBrigmentation de la température sur
la cinétique d’extraction et la diffusivité des qomsés phénoliques a partir de la fraise
(Cacace et Mazza 2003), des anthocyanes a paria darotte noire (Turker et Erdogdu
2005) et de composés solubles dans I'eau a padirodanges (Chambers, Exaudi-Larsen et
al. 1996). lls ont montré que la diffusion de c#&ckents composés dépend énormément de la
température et que l'influence de cette derniétgéséralement caractérisée par la variation
du coefficient de diffusion consécutivement a laiateon de la viscosité du milieu, comme

établie par I'équation d’Einstein :

Equation I-3/ D o (T/u).

Ou T est la température absolug.éh viscosité dynamique (Loncin and Merson
1979).

3-4. Temps d’extraction

Les quantités de substances extraites sont fondticlemps de séjour du matériel au
sein du solvant (temps nécessaire a la pénétratiosolvant a I'intérieur des vacuoles,

dissolution du composé etc.)
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Généralement, une élévation de la température isadu I'agitation moléculaire

permet de diminuer les temps de contact et ce,dansution notable du rendement.

A titre indicatif, une méthode comme la macératiome environ 8 a 10 jours, par contre des
méthodes comme la décoction ne nécessitent quéedgss de contact rapides de l'ordre

d‘une dizaine de minutes (Groubert 1984).
3-5. Degré d’agitation

L’agitation mécanique des particules dans le sajvgni permet leur maintien en

suspension et I’'hnomogénéisation du milieu, a ueteffujours favorable sur 'opération.

Dans le cas de l'extraction aqueuse, l'agitationmet de réduire la résistance au
transfert de solutés au niveau de l'interface soliquide (couche limite) et d’augmenter le
coefficient de transfert.

Si l'agitation est maintenue durant une longuequia] elle va favoriser les chocs entre
les différentes particules et permettre ainsi déminent de certaines cellules qui vont libérer

leur contenu cellulaire dans le milieu (Dibert 19B8ybros et Frémeaux 1990).

IV-Propriétés pharmacologiques de la feuille d’oliver

1- Activité antioxydante

Ces dernieres années, l'intérét porte autioxydants naturels, en relation avec leurs
propriétés thérapeutiques, a augmenté considérahterdes recherches scientifiques dans
diverses spécialités ont été développées pourdietkon, I'identification et la quantification
de ces composés a partir de plusieurs substanteslies a savoir, les plantes médicinales et
les produits agroalimentaires (Sanchez-Moreno22Q0@aarc etal., 2004 ; Huang, 2005).

L’activité antioxydante d’'un composé corresponé &apacité a résister a I'oxydation.

Les antioxydants les plus connus sofitdaroténe (provitamine A), I'acide ascorbique
(vitamine C), le tocophérol (vitamine E) ainsi ges composés phénoliques. En effet, la
plupart des antioxydants de synthese ou dorigirsdurelle possedent des groupes
hydroxyphénoliques dans leurs structures et leprigigés antioxydantes sont attribuées en
partie, a la capacité de ces composés naturetpargies radicaux libres tels que les radicaux
hydroxyles (OHe) et superoxydes (O2¢) (Rice-Evams. @tal., 1995; Bartosz G., 2003).
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Plusieurs méthodes sont utilisées pouluévan vitro etin vivo, I'activité antioxydante
par piégeage de radicaux différents, comme lesxgdes ROO- par les méthodes ORAC
(Oxygen Radical Absorbance Capacity) et TRAP (TdRaldical-Trapping Antioxidant
Parameter) (Ricardo da Silva J.M.,adt 1991) ; les ions ferriques par la méthode FRAP
(Ferric ion Reducing Antioxidant Parameter) (Benzi€., Strain J., 1996); ou les radicaux
ABTSe (sel dammonium de l'acide 2,2’-azinobis-3vgbenzothiazoline-6-sulfonique) (Re
R., Pellegrini N. etl., 1999), ainsi que la méthode utilisant le radidaidiDPPHe (diphenyl-
picrylhydrazyle) (Sharma Om P., Bhat T.K., 2009).

Compte tenu de la complexité des proceddwsydation et la nature diversifiee des
antioxydants, avec des composants a la fois hydespkt hydrophobes, il n’y a pas une
méthode universelle par laquelle l'activité antidagite peut étre mesurée quantitativement
d’'une facon bien précise. Le plus souvent il fauhbiner les réponses de tests différents et
complémentaires pour avoir une indication sur lpac#é antioxydante de I'échantillon a
tester (Tabart J. el., 2009 ; De Gauleja Saint-Crig &t, 1999 ; Huali eal., 2008).

De point de vue méthodologique, le testaalical libre DPPHe est recommande pour des
composeés contenants des groupes SH-, NH- et GiteH(8l. efal., 1995). Il s’effectue a une
température ambiante, ceci permettant d’éliminet tsque de dégradation thermique des
molécules thermolabiles. Le test est largemenisatiau niveau de I'évolution des extraits
hydrophiles en provenance de thé vert, des jugudts fet de raisins, pépins et pulpes, trés
riches en composeés phénoliques (Yi-Zhong Cal.e2006 ; Hat Zidimitrou EF. etl., 2007).

17
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Radicaux libres

Radicaux libres

Cellule normale
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Absence de Polyphénols Présence de Polyphénols ’

Figure 4 : Schéma explicatif de I'effet protecteur des polyphénols de I'huile d’olive contre les radicaux
libres (Benlemlih et Ghanam, 2012).

Dans ce cadre, I'étude s’est intéressée a I'é@tialn des activités antioxydantes
d’extraits de pépins de raisin en vue de leur vedtion en tant qu’antioxydants. Une étude
comparative a éte réalisée a partir des proto@rial/tiques publiés afin d’évaluer 'effet des
facteurs qui influent sur la méthode de mesure adedpacité antiradicalaire a l'aide du
DPPHe. Comme exemple d'illustration les cinétigdesréduction du DPPHe réagissant avec
I'acide gallique, I'épicatechine et I'acide tanngqant été étudiées afin d’estimer la différence
d’efficacité entre differentes familles de compopégnoliques présents dans les pépins de
raisins.

L’objectif de I'étude est de proposer une technicamde et reproductible permettant
de comparer les extraits vis-a-vis de leur actiomles phénomeénes du piégeage des radicaux
libres. Cette classification permettra de choiss tonditions les plus adéquates lors des
différentes étapes de la valorisation de la mat@remiére: extraction, purification et
concentration en fonction d'un critéere de qualigéiral : D’'une part la teneur en compoés

phénoliques et parallélement, leur activité antcaldire.

Le compose chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (a,oa-diphényl -
picrylhydrazyk) fut 'un des premiers radicaux libres utilise p@étudier la relation structure-

activité antioxydant des composes phénoliques ¢BWIS., 1958 ; Brand-Williams W. et.,
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1995). Il posséde un électron non apparie sur amatdu pont d’azote (Fig.1). Du fait de
cette délocalisation, les molécules du radical atenént pas des diméres, i.e. DPPHs reste
dans sa forme monomere relativement stable a teuypér ordinaire. La délocalisation
provoque aussi la couleur bleue bien caractéristapi la solution de DPPHe. La mesure de
I'efficacité d’'un antioxydant se fait en mesuraatdiminution de la coloration bleue, due a

une recombinaison des radicaux DPPHe, mesurablspeatrophotométrie a 515-518 nm.

O,N
QN,NLQNQ
NO,

Figure 5 : Structure chimique du radical liore DPPHe (2,2 DiPhenyle-1-Picryl-Hydrazyle).

Le piégeage des radicaux libres par demxgmlants est tributaire de deux types de
mécanismes:
() la libération de I'atome d’hydrogene dtogpement hydroxyle (cinétique rapide de
certaines acides et dérivées phénoliques) ;

(i) la libération d'un électron (cinétigueente des dérivées glycosylées et des
anthocyanes) (Huang, D., Ou, B., Prior, R.L., 208&njo F. etal., 1996).

Dans le cas des composes phénolig@e®H), le mécanisme principal d’action est le
pieégeage des radicaux libres par le transfert aterfie H sur le DPPHe alors transforme en
une molécule stable DPPHH (Molyneux P., 2004 ; Bandvioreno C. edl., 1998) :

DPPHe+®OH — DPPHH +®O-

Plusieurs voies réactionnelles sont alors possifplegorment des structures plus au
moins stables :

OO+ OO — OO-OD
DPPHe+®QO+s— ®O-DPPH

®Oe (semi-quinone)- He— ®=0 (quinone)

La capacité anti-radicalaire (capacité xerfides radicaux libres, donc a arréter la
propagation de la réaction en chaine) ne peutrégsurée directement, mais par contrdle de

I'effet de la réactivité. Plusieurs facteurs infiisur le potentiel antioxydant et la cinétique de
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réduction, notamment les conditions de la readtiemps, rapport, antioxydant/DPPHe, type

de solvants, pH) et le profil phénolique en patigu
2- Activité anti-inflammatoire

Visioli et al. (1998) ont montré que l'oleuropéine augmente tlexyitrique (NO) de
production macrophages ont contesté avec lipopotysaide par l'induction de la forme
inductible de la synthase de l'oxyde nitrique a @meyme, ce qui augmente l'activité

fonctionnelle de ceux-ci cellules immunocompétentes

Il est bien connu que l'oleuropéine prgue des effets anti-inflammatoires par
activité lipoxygénase inhibant et la production Idacotrienes B4 (De la Puerta R aif;
1999).
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Extraction solide/liquide

Dans les processus d'extraction et de séparatle molécules spécifiques
(molécules actives) présentes dans un milieu sdlim@ration fait souvent appel, d’'un point
de vue technologique, a la diffusion au séin solide d’'un fluide (liquide) porteur, dit

solvant d’extraction ; I'extraction se présentesaztbmme une interaction solide—liquide.

Cependant, le solvant, capable de «mettre en spletiun ou plusieurs composants
solides dénommeé soluté, génere une solutionumuextrait (solvant+soluté). Le transfert
de ces molécules actives recherchées, vers leum#éxtérieur a lieu grace a une diffusion
ayant pour élément moteur le gradient de concémtraén soluté entre la solution au
voisinage intime de la phase solide (plus concehtet la phase liquide. A la fin de
'opération, le systéme tend vers I'équilibre lat diffusion est quasi nulle. Par contre si
la phase liquide est continuellement renouvdidiffusion se poursuit jusqu’a épuisement
de la phase solide.

L’extraction est une opération ancienne utiliséarpetirer des plantes des produits
alimentaires, pharmaceutiques ou odoriférants, dSousies de breuvages, drogues ou
parfums. Les solvants utilisés dans ces procédéséparation des produits végétaux sont
généralement 'eau, les alcools, les solvants aggas et/ou chlorés, etc.

Le choix de la méthode et du solvant d’extractienfendamental pour un processus
optimal. Il dépend premiérement de la source etyge des composés a extraire et il doit

assurer un rendement élevé sans dégradation deosémen question.

Afin de choisir le solvant adéquat, il est nécassde connaitre ses propriétés, ses
interactions avec la matrice végétale et son pouwisolubiliser les analytes d’intérét. De
plus, le solvant doit présenter une bonne séléétpour les composés a extraire et il doit étre

compatible avec la méthode utilisée pour I'analyse extraits.

Au cours de ce travail, I'extraction solide/liquideété choisie comme moyenne pour
la récupération des composés phénoliques a pduiredmatrice végétale constituée de
feuilles d’olivier broyées, fraiches et sechesxtraction a été réalisée par I'eau et le mélange

eau/éthanol avec et sans blanchiment des feuilles.

Le diagramme ci-dessous représente les différentdemd’extraction suivis tout au

long de ce travalil :
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Feuilles d’olivier
Fraiches/séches

Opérations de prétraitement

Lavage/Broyage

\

\%

Extraction Extraction Extraction
Eau, eau/EtOH ( 7:3, viv) Eau, eau/EtOH ( 7:3, viv) Eau, eau/EtOH ( 7:3, viv)

\4

Infusion/Agitation Infusion sans
24h agitation 24h

Séparation matiére végétale /solvant

\

Centrifugation

\4

Dosage des PPT

Figure 6 : Schéma des différents modes d’extraction en fonction de la nature du substrat et du contact

avec le solvant.
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I- Opérations de prétraitement du matériel végétal

L’extraction solide-liquide est précédée généralenpar une ou plusieurs opérations
de préparations ou de prétraitement de la matiggitale. Les opérations de prétraitement
peuvent, suivant les cas, comprendre plusieursegtgpi vont du nettoyage au séchage

et broyage.
1- Récolte de la matiére végétale

Les feuilles fraiches d'olivier (tableau 2), va@étultivée au Maroc et en particulier
dans la région de Fes sont cueillies juste aprggtende de la récolte, dans la région. La
collecte des feuilles était effectuée le matintguegprés évaporation de la rosée. Apres récolte,
les feuilles étaient transportées au laboratouis ntensément nettoyées avec de l'eau

distillée a 20°C égouttées a l'aide d’un tamis.

Tableau 2 : Situation botanique de I'espece Olea europea L.

Reégne Plantae
Embranchement Magnoliophyta
Sous-embranchement Magnoliophytina
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Dialypetales
Ordre Lamiales
Famille Oleaceae
Genre Olea
Espece Oleaeuropea L.
Sous-espéces O.europeasubsp.europaeavar.
Sylvestris

O.europeasubsp.europaeavar.
Europaea (Picholine ;Menara)

2- Séchage des feuilles d’olivier

Une partie des feuilles a été séchée a 40°C aba e la lumiere dans un incubateur
de type BENDER, jusqu’a perte de 70% du poids, puig/ée pour obtenir une poudre de
feuilles séchées.
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Figure 7 : Incubateur de type BENDER.
3- Broyage de feuilles d'olivier

Le broyage vise a diviser la matiere pour augmelatesurface d’échange entre le
solide et le solvant d’extraction et a facilitezdtraction de l'intérieur des tissus végétaux par
cassure des tissus et des parois cellulaires.

Les feuilles ont été broyé a l'aide d'un broyeuhédlice, de type « moulin a café

électrique» dans le but d’obtenir les feuillesdhas broyé et la poudre de feuilles séches.

[I- Extraction des polyphénols totaux a partir desfeuilles d’olivier

1- Extraction des polyphénols totaux a partir desduilles d’olivier fraiches
1-1. Effet de la variété d’olivier

Deux variétés d'olivier ont été utilisées, lailine provenant de la région de Settat

et la variété Menara récoltée a partir du jardimedeaculté des Sciences Dhar El Mahraz.

10 g de broyat de feuilles d’olivier fraiches edtigionné a 100 ml d’eau distillée
de facon a obtenir une concentration de 10% (d/e)mélange subi une agitation magnétique
pendant 24 h a I'obscurité et a température amdiant

Une solution aqueuse d’extrait brut est donc ol#eQelle-ci est centrifugée pendant
20 minutes a une vitesse de 6000tr/min. Les polypls&otaux sont dosés dans le surnageant.
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1-2. Effet du rapport matiere végétale/solvant (p/y

L’extraction des PPT a été réalisée a partir dwydirale feuilles d'olivier fraiche a
différents rapports p/v ; a savoir, 10%, 20% et 30%

Les mélanges sont maintenus a une température @i@isi@us agitation, pendant 24h.
Apres une centrifugation a 6000tr/min pendant 2@utas, les polyphénols totaux ont été

quantifiés dans le surnageant.

1-3. Effet de la nature du solvant
Sur la base des résultats des travaux antérieunsaldaratoire de Biotechnologie,
concernant I'extraction des composés phénoliqugdidgeurs matrices vegeétales, I'éthanol a
été choisi comme deuxieme solvant pour I'extracti@s polyphénols a partir de feuilles
d’olivier fraiches.

Ainsi, le mélange eau/éthanol (70/30, v/v) a étiésatpour extraire les polyphénols du
broyat de feuilles fraiches. L’'extraction a étélisg&ge pour les rapports (p/v) 10%, 20% et
30%. Les mélanges sont maintenus a températureaatalsous agitation, pendant 24h. Les
polyphénols totaux sont dosés dans le surnagea@s apntrifugation a 6000tr/min pendant

20 minutes.
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Figure 8 : Schéma générale de I'extraction des polyphénols totaux a partir des feuilles d'olivier seches.
2- Extraction des PPT a partir de la feuille d’olivier séche

L’extraction des composés phénolique a été réahspartir de la poudre de feuilles
séchées a 40°C. Dans le but d’étudier I'effet dthage sur la diffusion des analytes dans le

et/ou les solvants d’extraction utilisés.
2-1. Effet du rapport matiére végétale/solvant (p/y

10 g, 20 g et 30 g de la poudre de feuilles d’eli\deches sont additionnés a 100 ml
d’eau de facon a obtenir une concentration 1086, 20% et 30% (p/v). Les mélanges ont

subis une agitation magnétique a température anebpemdant 24h.

Les polyphénols sont dosés dans la solution aquanseobtenue apres centrifugation

a 6000 tr/min pendant 20 min.
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2-2. Effet de la nature du solvant

Le rapport eau/éthanol (70/30, v/v) a été ausdisétipour extraire les composés
phénoliques a partir de la poudre de feuilles diefiseches a différents rapports (p/v).

Poudre Solvant
10%, 20% et 30% (piv) Eau et/ou eau/éthanol (70/30, viv)
Blanchiment
45°C =

BN <"

Extraction 24h

T°C ambiante, obscurité, agitation

Séparation

Filtration et/ou centrifugation
(6000tr/min, 20 min)

Dosage des PPT
Méthode de Folin Ciocalteu
Figure 9 : Schéma générale de 'extraction des polyphénols totaux a partir des feuilles d’olivier séches
avec et sans blanchiment.

3- Extraction des PPT a partir des feuilles d’oliver séches blanchie

10g, 20g et 30g de la poudre de feuilles d’oligeches sont additionnés a 100 ml
d’eau et du mélange eau/éthanol (70/30, v/v) cBaafd5°C. L'infusion est laissée reposer
pendant 24h a I'obscurité, a température ambidrdagex ou sans agitation magnétique.

Les mélanges d’extraction ont été centrifugés a06@0Min pendant 20 min. Les

polyphénols totaux sont dosés dans le surnagaasitaitenu.
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4- Effet de I'épuisement par renouvellement du sulbsat

L'objectif de cette expérience est de déterminervdaiation de la quantité des
composés phénoligues extraite en fonction du regltement du substrat.

La méthode consiste a ajouté une quantité du bedydé¢ poudre de feuilles d’olivier
fraiches et séches a raison de 10% (p/v) au méleagethanol (70/30, v/v). L’'opération se
répéte jusqu’a atteindre le point de saturatiorsolvant, au moment ou le taux de transfert
des analytes au solvant tend vers le zéro. Celas mmrmettra de savoir s’il y une

accumulation de la quantité des polyphénols totgomté a chaque fois.
5- Effet de la durée : cinétique d’extraction des PT a partir des feuilles d’olivier

Dans cette expérience, on a étudié I'effet de t@eld’extraction sur le rendement des
composés phénoliques extraits par I'eau/éthanal3(70v/v) a partir de feuilles d’olivier
seches.

Pour cela, une cinétique de 24h a été réalisee&evant des échantillons au bout de

chaque 2h et une autre de 2h avec prélevementHhastélons tous les 20 min.

[lI- Méthodes d’analyse

1- Dosage des polyphénols totaux

Les polyphénols ont été déterminés spectrophotimément par la méthode de
Folin Ciocalteu (Singleton et al., 1999 ; Heilerataal., 2003).

100ul de l'extrait de feuilles d'olivier qui estl@g@ 100 fois dans un volume final
de 10 ml. 0,5ml du réactif de Folin Ciocalteu eddliftonné au mélange. Apres 5 minutes, 2
ml de la solution de N&O; (20%) sont ajoutés au milieu réactionnel. Apresnifutes,

I'absorbance a été mesurée a 750 nm.

Le réactif de Folin Ciocalteu est constitué d’acipleosphomolybdique et d’acide
phosphorique qui seront réduits par les composésqgdigues pour donner une coloration
bleue, et ceci en milieu alcalin. L'intensité déteeoloration est directement proportionnelle

a la concentration des polyphénols dans la solution

La quantification des polyphénols a été faite @gport & une courbe d’étalonnage
linéaire (y= ax) réalisée par un étalon qui estitla gallique a différentes concentration.

27



MATERIELS ET METHODES

L’étalon a été soumis aux mémes étapes expérinsntple les échantillons d’extrait des
feuilles d'olivier fraiches. Les résultats sont grpges en gramme équivalent acide gallique
par litre d’extrait des feuilles d’olivier.

2- Dosage des flavonoides

» Réactifs:
La méthode du trichlorure d’aluminium (AICI3) citgar (Djeridaneet al.,2006) est
utilisée pour quantifier les flavonoides dans cdgaés.

» Echantillon:
On a pris 1ml de I'échantillon a difféerente concatibn : 100ul, 200ul, 300ul et
400ul gu’on lui a ajouté 1ml d’AICI3 déja mélangéraéthanol dans un rapport de 2%.

» Témoin:
Pour le témoin, on a pris 1ml d’eau distillé qulomn ajouté 1ml de AICI3 de 2% de
méthanol. On laisse déposer le tout pendant 10tesnet on effectue la lecture a 430 nm au

spectrophotometre.
> Le flavonoideréferent:
Le quercetine soluble a 60mg/l, donne une condsmirade 5mg/l, on a pris les

dilutions suivantes : 100ul, 200ul, 300ul et 400ul.

» Mode opératoire :

1ml de I'échantillon

v

1Iml d’AICI3 2% dans MeOH 10 ml

Aprées 10minutes

v
Lecture a 430 nm

3- Dosage des ortho diphénols
» Réactifs:
Sodium molybdate anhydre a 5% mélangé dans I'ebétleanol (50/50, v/v).
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» Echantillon:
Fraction phénolique extraite des feuilles d'oliviseche et blanchie par le mélange
eau/éthanol.

» Témoin:
On a pris ml de la fraction phénolique plus 1mihaglange eau / éthanol.

» L’ortho diphénolréférent:

L’acide caféique est utilisé comme standaodr préparer la gamme d’étalonnage a des

concentrations entre 0 et 10 mg/I.

» Mode opératoire :

Dans un tube a essai, verdanl|
de I'échantillon plud ml de la
solution de molvhdate de sodi

A 4

Le mélange est agité
vigoureusement et apré$ min,
I'absorbance est mesuré820
nm. On observe une coloratit

V- Activités biologiques de I'extrait de feuillesd’olivier

1- Activité antioxydante

1-1. Principe
En présence des piégeurs de radicaux libres, |[dHDER2 diphenyl 1 picryl hydrazyl)

de couleur violette se réduit en 2.2 Diphenyl Iyibydrazine de couleur jaune (Maataeti

al., 2006).
il v

NO,

Figure 10 : structure chimique du DPPH- (2.2 diphenyl 1 picryl hydrazyl).
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1-2. Méthode

L’activité du balayage du radical DPP&l été mesurée selon le protocole décrit par
(Lopes-Lutzet al.,2008). Dans des tubes on introduit 4 ml de chagtraie(dilué a plusieurs
reprises) et 0,5ml de la solution du DPPH (1ImM)geamgitation au vortex pendant 30s, les
tubes sont placés a l'obscurité a température arbipendant 30 minutes. La lecture est
effectuée par la mesure de I'absorbance a 517 nm.

1-3. Expressions des résultats
Les résultats peuvent étre exprimés en tant quévige anti-radicalaire ou l'inhibition des

radicaux libres en pourcentages (I %) en utilisafbrmule suivante :

19% = [1 — (Abs Echantillon — Abs Control négatif]104

ou

| % : Pourcentage de I'activité anti-radicalaire ;

Abs : Echantillon : Absorbance de I'échantillon ;

Abs : Control négatif : Absorbance du control négatif.

2- étude in vivo de I'activité anti-inflammatoire de 'extrait

2-1. Animaux
Les rats males blancs (souche Wistar), pesant erfite200g et provenant de
I'animalerie de la Faculté des Sciences Dhar Elrielont été utilisés pour étudier vivo

I'effet anti-inflammatoire des extraits de feuilld®slivier.

Les animaux ont été maintenus dans des conditiomstrolées d’humidité,
de température (22 + 2 ° C) et avec un cycle luenddrscurité de 12 h. Les animaux ont été
nourris avec une alimentation pour souris prépartéeiveau du DMT avec un acces libre a
'eau de robinet. Avant I'expérimentation, les gont été mises a jelne pendantl6 heures

avec acces libre a l'eau.
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Figure 11 : Rats Wistar élevés a I'animalerie de la Faculté des Sciences Dhar El Mahrez.
2-2. Activité anti-inflammatoire : Edéme a la carrgghénine

L'action inhibitrice de I'extrait de feuilles d'efer sur I'cedéme provoqué par
I'injection d'une solution de carraghénine a 1%sdéeau physiologique (NaCl 0,9%) a la
dose de 0,05ml/patte de souris.

Les mesures des volumes de la patte postérieuite die chaque souris ont été
effectuées avant l'induction de I'eedéme et a chafugh, 3h, 4h et 5h aprés l'injection de la

carraghénine.

Une heure avant l'injection de la carraghéninedifférents groupes de souris ont recu
par voie intra-gastrique (gavage) les différeraggments:

= Groupe témoin de 6 souris a recu de l'eau distillée

= Groupes expérimentaux de 6 souris chacun ont es;eXtraits de feuilles d'olivier &
une dose de 300 mg/kg de poids corporel;

= Groupes de 6 souris a recu par voie orale l'indacié® comme produit de référence a
une dose de 8mg/kg.

Expression des résultats :

(VT - VO) st = (VT = VO a0 g0 ) % 100

(VT -V0)

% inhibition =

il
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I- Extraction des polyphénols totaux a partir des éuilles d’olivier

1- Extraction des polyphénols totaux a partir desduilles d’olivier fraiches

1-1. Effet de la variété d’olivier
L’étude quantitative au moyen des dosages spduitométriques, avait pour objectif
la détermination de la teneur totale en polyphépal$onction du cultivar. La figure montre
gue la variété Menara accueillie du jardin de I®MJrésente une teneur relativement élevé
en composés phénoliques (7,76%) par rapport ariét@a@icholine provenant de la région de
Settat (6,95%).

7,76

6,95

polyphénols totaux (%)

Figure 12 : Effet du cultivar sur la teneur en polyphénols des feuilles d'olivier.

Ces reésultats sont en concordance avec ceux abparuBoudhioua et al (2008) qui
ont étudié I'effet de la variété d'olivier sur Ieslyphénols extraits de feuilles. Ces auteurs
suggerent que cette variation est due aux changsrolématiques et aux facteurs édaphiques.

Pour cela, les feuilles de la variété Menara ost @toisies pour les expériences

ultérieures.

1-2. Effet du rapport matiere végétale/ natre du solvant (p/v)
L’extraction des composés phénoliques a été réalisartir des feuilles d’olivier
fraiches a différents rapport matiere végétaleaid’ extraction. Ainsi, les rapports 10%,
20% et 30% ont éteé choisis pour I'extraction paall et le mélange eau/éthanol (7/3, viv). La

figure ci-aprés représente les résultats obtenus.
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La figure montre que les rendements de I'extractioninuent d’une fagcon étonnante
avec l'augmentation du rapport (p/v) pour les dekvants utilisés; a savoir, I'eau et
I'eau/éthanol (70%, 30%) (v, V).

La quantité des composés phénoliques extraite antgregnificativement avec le

rapport matiere vegeétale/solvant 10% ainsi qu’d\eaw/éthanol.

10,08

(a) (b)

m10%
m20%
30%

PPT EAU (%) PPT E/EtOH (%)

Figure 13 : Effet de la quantité des feuilles fraiches et du solvant sur le taux des PPT extraits, (a)
extraction a I'eau et (b) extraction a 'eau/éthanol (70/30, v/v).

Ces résultats pourraient étre dus soit a la natureolvant, a la nature du substrat ou
bien au probleme physique lié a I'agitation. Schelt Ambroscheit (1989) ont étudié I'effet
de l'affinité eau/éthanol sur la diffusion dans deslytes de tissus riches en eau interstitielle
et dans les cellules ou I'eau libre est abondante.

Selon les mémes auteurs, I'éthanol a une grarfaet@fpour I'eau. Il déstabilise les
interactions hydrophobes responsables de la steutértiaire des molécules protéiques ou
lipoprotéiques présentes dans les membranes d¢edhileDe plus, l'action alcoolisée de
I'éthanol, provoque certaines dégradations au degnmatieres végétales portant notamment
sur la rupture des ponts éther des molécules piggies| en particulier des motifs de lignine.
L’éthanol modifie donc la structure des tissus digw ainsi que le contenu cellulaire des

matieres traitées.
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2- Extraction des polyphénols totaux a partir desduilles d’olivier séches

2-1. Effet de la quantité et du solvant
L’extraction des composés phénoliques a été réabspartir des feuilles séches, la

figure ci-dessous montre les résultats des rendisnobtenus.

30,2

16,16
= PPT EAU (%)

: PPT E/EtOH (%)

20g/100ml 30g/100ml
Poucentage des polyphénols totaux

Figure 15 : Effet de la quantité de la matiére végétale et du solvant d’extraction sur la quantité des
composés phénoliques extraite des feuilles séches.

Le graphe ci-dessus montre qu'’il y a une augmiemntaignificative et proportionnelle
des PPT extraits avec I'augmentation du rappoxt) (mour les deux solvants utilisés. Alors
gue dans I'expérience précédente, I'extractionabesposés phénoliques a partir des feuilles

fraiches, il y avait une diminution au cours deiganentation de la quantité des feuilles.

A 30g de feuilles séchées, on atteint le maximumethdement malgré la présence du
probleme d’agitation qui se pose a cause de ladgrguantité des feuilles qui absorbent le

volume d’eau ou le solvant.
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2. Comparaison entre I'extraction avec ddsOF et avec des FOS par les
solvants
La comparaison entre I'extraction des composés gilggres par les feuilles
fraiches ou séches a différentes quantités et fé&rahts solvants ce montrent dans
la figure 16.

30,2

= FOF EAU (%)

= FOS EAU (%)

= FOF EAU/EtOH (%)
FOS EAU/EtOH (%)

16,16

20g/100ml 30g/100ml
Polyphénols totaux (%)

Figure 16 : Comparaison entre la quantité des polyphénols extraite des feuilles fraiches et des feuilles
seches par différent solvants et a différents rapport matiére végétale/solvant.

3-Extraction des PPT a partir des feuilles d'olivie seches blanchies

Les PPT extraits par les feuilles seches blanddes un solvant (eau /éthanol ; 70% /
30%) sans agitation, et avec agitatiorshakerdonnent les résultats suivants :
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24,46

Osans agitation

21,40 Davec agitation

sans agitation avec agitation

Pourcentage des polyphénols totaux

Figure 17 : Effet de I'agitation sur la quantité des composés phénoliques extraits des feuilles d’olivier
seches et blanchies.

Les résultats montrent que l'agitation a un effesifif sur le rendement d’extraction
des composés phénoliques, les valeurs enregigtéaesnt de I'ordre de 24,46% et 21,40%

pour les feuilles blanchies avec agitation et sayi®tion respectivement.

Le réle de I'agitation se traduit par le maintigansispension et I’homogénéisation du
milieu, permet aussi de réduire la résistance anstert de solutés au niveau de l'interface
solide liquide et d‘augmenter le coefficient densfert (Dibert 1989; Leybros et Frémeaux
1990).

Les feuilles séches blanchies infusés dans leurdiqueux chaud a 45°C qui contient
30% d’éthanol avec I'agitation pendant 24h, lesiltéss sont figurés ci-dessous :
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Figure 18 : Effet du solvant sur le rendement des PPT extraits des feuilles séches et blanchies.

Le graphe montre que les feuilles seches blancidess le solvant
eau/éthanol (70%/30%) avec agitation donne un raede optimum en PPT dans I'extrait
avec 46,56%. Or, les feuilles séches blanchies kizens donnent seulement un rendement de
24,46%. La différence en teneur des composeés pilgéesl entre I'extraction par de I'eau et

par le solvant est tres grande, elle atteint uheuwale 22,1%.

4- Comparaison entre les rendements des feuillescbes, fraiches et blanchies :
discussion
L’eau est le solvant le plus utilisé en industmgoalimentaire. Elle est le solvant
le plus universel puisqu’elle convient a I'extractides sucres, de matieres azotées et a celle

des sels minéraux (Bimberedtal, 1993).

Tableau 3 : Rendements, par 100g de la matiére séche, obtenus avec les feuilles fraiches, séches et

blanchies.
FOF FOS FOSB
Eau 5,5 16,16 24,46
Eau/EtOH 8,7 30,2 46,56
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Les autres principaux solvants utilisés sont leoab (éthanol entre autres), les
hydrocarbures et les solvants halogénés. Les dslehiorés qui sont moins sélectifs que les
hydrocarbures, ont des diffusivités plus élevéegriston 1954).

Le tableau 3 montre que les meilleurs rendementsreme d’extraction des composeés
phénoliques ont été obtenus avec les feuilles \d&liséchées a 40°C et blanchies dans le
mélange eau/EtOH (70/30, v/v) a 45°C, avec un mexeté maximal d’environ 47% par
rapport a la matiere seche.

Ce rendement obtenu avec les feuilles seches Idenchevient au chauffage du
solvant d’extraction. En revanche, la chaleur facilextraction en perméabilisant les parois
cellulaires par dénaturation, augmente la solébdiés matieres a extraire, et augmente aussi
les coefficients de diffusion, enfin, elle diminlaeviscosité des solvants d’extraction, ce qui
facilite non seulement le passage du solvant &tsalka masse de substrat solide, mais aussi
les opérations ultérieures de séparation (Leyhréséameaux 1990;Binbenet, Duquenoy et al.
1993).

El Belghiti (2005) a proposé une approche fondaalentles processus et des
mécanismes de I'extraction et d’interaction solidaide (solvant) se traduisent par quatre
processus successifs de (Fig. 20) :

» « Transfert » du solvant au sein de la matricedsolte qui pourrait faire intervenir, en

plus de la diffusion proprement dite, des phénom&oneplexes de capillarité, etc.,

» Dissolution du soluté dans le solvant ; il s’agiind de mettre en solution les divers
composeés en s’approchant, en terme de concentrateotiétat d‘équilibre qui est

fonction de la nature du composé, du solvant éa dempérature,

» Diffusion du soluté dissous dans la solution etnsgration de l'intérieur (surface
d‘interaction entre le solvant et les divers poidésla matrice solide) et la surface

externe,

» Transfert (par diffusion, mais nettement plus géle&nent par convection, agitation,
etc.) du soluté dans la masse liquide extériewtamée du solvant.
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Solvant

Soluteé

Matrice solide

aSolution™

Figure 20 : Schéma des principales étapes ayant lieu lors d I'opération d’extraction solide-liquide.

La vitesse et la cinétigue de ces divers processigsvenant d’'une facon
successive évoluent différemment selon les conditiopératoires incluant la nature du
solvant, la température a laquelle se déroule tatpEn, les molécules a extraire (soluté), la
structure de la matiere solide, l‘agitation et lgpd& des ressources mécaniques et/ou

thermiques.
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5- Effet de I'épuisement par renouvellement du sudirat

Le cycle d’épuisement des feuilles fraiches et sgaconne les résultats suivants :
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[
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Nombre d'épuisement

Figure 21 : Comparaison de la quantité des composés phénoliques par les feuilles fraiches et les

feuilles séches au cours d’une série d’épuisement.

La concentration des polyphénols augmente susegssint des le premier cycle de
I'épuisement avec les feuilles séches, I'optimutragteint au bout du sixieme cycle avec une
concentration de 10,28 g/l. Cependant, avec ledldgufraiches la concentration des
composeés phénoliques augmente jusqu’au troisierole cyépuisement avec une valeur de
2,44 g/l, puis subie une diminution significatit& point de saturation est rapidement atteint
avec les feuilles fraiches par rapport aux seches.

La différence entre les concentrations des polyplsétotaux enregistrée chez les
feuilles seches et les feuilles fraiches pourraié €ue au séchage des feuilles qui facilite
nombreuses réactions de dégradation dans le naifjgaux, avec une détérioration rapide du
contenu cellulaire (voir paragraphe précédente).dlminution du taux des polyphénols
totaux dans le cas des feuilles fraiches peut Stpxgr par la dégradation soit chimique due

aux réactions d’oxydation ou biologique sous I'effe champignons et de bactéries.
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6- Effet de la durée : cinétique d’extraction des PT a partir des feuilles d’olivier

Le but de cette expérience est de déterminer k&lation entre la durée d’extraction

et le rendement des composés phénoliques. Uneesievia quantité des polyphénols extraite

a été réalisée apres chaque 2 heures pendant & hpuis chaque 20 min pendant 2h. Pour

permettre d’extraire le maximum de polyphénolsfdedles d’olivier seches et blanchies par
le solvant mélangé de I'eau et de I'éthanol (70{20).

Rendement (%)

Temps (h)

Figure 22 : Effet de la durée de 24h d’extraction sur le rendement des polyphénols.

Les résultats montrent que le rendement de polygbeaiteint son optimum au bout
de deux heures avec un rendement maximal de 65af@% qu’il diminue a 46,56% apres
24 heures.

On constate que les quantités de substances egtsont en fonction du temps de

séjour du matériel au sein du solvant (temps néaesa la pénétration du solvant a l'intérieur
des vacuoles en dissolution du composeé etc.)

La figure montre la variation du rendement des jpla@nols extraits de feuilles séches
blanchies durant 140 min.
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Figure 23 : Effet de la durée de 24h d’extraction sur le rendement des polyphénols.

Le rendement de polyphénols extraits augmente ssisegnent jusqu’a la 198 min
ou on atteint le point de saturation du solvantnié&me résultat est obtenu dans la cinétique
de 24 heures, un pourcentage de 65,70% au bouhder@s, ce qui confirme que I'extraction
des polyphénols totaux ne dure que deux heures gibeindre pour avoir un rendement
optimal.

Les quantités de substances extraites sont enidarati temps de séjour du matériel
au sein du solvant (temps nécessaire a la pémétrdti solvant a l'intérieur des vacuoles,
dissolution du composée etc.)

Généralement, une élévation de la température isadu I'agitation moléculaire
permet de diminuer les temps de contact et ce,damnsution notable du rendement.

A titre indicatif, une méthode comme la macératitume environ 8 a 10 jours, par
contre des méthodes comme la décoction ne négesgite des temps de contact rapides de
I'ordre d‘'une dizaine de minutes (Groubert 1984).

Ainsi, 'augmentation de la durée d’extraction peahduire a la dégradation oxydative des
principes actifs en question et au développemerd decroorganismes (bactéries,
champignons) qui dégradent ces molécules en faleuleurs réactions biologiques. Ce qui

explique bien le résultat obtenu pour les feuiltagches, figure 13.
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II- Dosage des flavonoides et des ortho-diphénolsams I'extrait de feuille
d’olivier

Pour la détermination de la teneur des flavonoiides I'extrait brut éthanolique, on a
réalisé une courbe d’étalonnage par la quercete géterminer la quantité des flavonoides

selon I'équation présentée dans la figure ().

Densité
06 y=0,0015x
R2=0,99029%
05
 /
04
¢ Seérie1

03 —— Linéaire (Série1)
02 //
0.1

0 / T T T T 1 C /

ml
0 100 200 300 400 500 [l M9

Figure 24 : Courbe d'étalonnage des flavonoides de la quercétine.
La concentration des flavonoides dans I'extraitiest

Tableau 4 : La concentration des flavonoides dans I'extrait brut.

Echantillon Flavonoides de I'extrait
Densité Optique 0.972
Concentration mg/I 648

Le pourcentage des flavonoides représente 4% dudes de la concentration des

polyphénols totaux.

Pour la détermination de la teneur des o-diphédafs I'extrait brut éthanolique,
on a réalisé une gamme d’étalonnage par I'acid@iquaé afin de déterminer la quantité des a-

diphénols selon I'équation présentée dans la figdre
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Figure 24 : Courbe d’étalonnage des ortho-diphénols de I'acide caféique.

Le pourcentage des ortho-diphénols se présent6,p du taux des PPT. La figure
25 montre le taux des ortho-diphénols par rappottc@mposés phénoliques :

M Autres composés phénoliques  ® O-diphénols ™ Flavonoides

Figure 25 : Pourcentage des O-diphénols et des flavonoides par rapport aux polyphénols totaux.
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IV- Activités biologiques de I'extrait de feuillesd’olivier

1- activité antioxydante

L’activité antioxydante de I'extrait de feuillesdivier préparé été évaluée en utilisant
une solution méthanolique des radicaux libres {astabDPPH Une solution de DPPH
fraichement préparé présente une couleur pourpreééoavec un maximum d'absorption a
517 nm. Cette couleur pourpre disparait généralememd un antioxydant est présent dans
le milieu. Ainsi, les molécules antioxydantes peatvpiéger le radical libore DPPHt le
convertir en un produit incolore, soit lui en foissant des atomes d'hydrogéne ou en lui
cédant un électrons, vraisemblablement via ungjadtae I'électron libre sur la molécule de
DPPH (Fig. 26) (2,2-diphényl-1-hydrazine ou une hydnazanalogue substitué), ce qui se
traduit par une diminution de I'absorbance a 51{Yiamaguchi et al., 1998). DPPH essai est
le test couramment utilisé pour I'étude de I'acévantioxydante des composés synthétiques

purs, des composés naturels isolés et des ediraitsdes plants.

2 @ NO2
~/ _

NO 4 NO2

Forme libre Forme reduite

Figure 26 : Forme libre et réduite du DPPH (Mohammedi, 2006)

Les valeurs de l'activité antioxydante d’extraitubrde feuilles d'olivier ont été
étudiées et comparées avec celles de l'acide aqoerbLa figure () représente les courbes
dose-réponse de l'activité antioxydante de I'extde feuilles d’olivier, les résultats sont

exprimeés en pourcentage de diminution de l'absasbarbl7 (Yoshida et al., 1989).
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Figure 27 : Comparaison entre 'activité antioxydante de I'extrait brut de feuilles d’olivier et de 'acide

ascorbique.

L'extrait phénolique de la feuille d’olivier sembd@oir un effet un peu meilleur que
celui de l'acide ascorbique. Cet effet est peue &ue aux composés phénoliques qu'il
contient. En effet, le taux des phénols totauxeméiné précédemment, dans cet extrait
dépasse les 65% par gramme de matiere séche. BRatsivité antioxydante de chaque

extrait dépendait de la nature et la puissanckedes composeés phénoliques.

Dans l'extrait de la feuille d’'olivier, I'oleuropé s'est avéré le composé phénolique
majeur. La rutine, la vanilline et l'acide caféqsont des composés mineures (Lee et al.,
2009). En fait, I'oleuropéine, en lui-méme un axtdant puissant, a conféré a l'extrait
éthanolique un effet antioxydant intéressant etargueble. A la différence de I'extrait
éthanolique des feuilles d'olivier, I'extrait aguelans lequel I'oleuropéine ne fut pas détectée,

présente une activité antioxydante moindre (Lesd.e2009).

Les conclusions de Lee (2009) sur la particulatéd'effet antioxydant des composés
contenus dans les extraits de feuilles d'oliviencordent avec ceux de Benavente-Garcia et
al (2000), qui montrent la richesse des feuilledivder en composés phénoliques a effet

synergique élevé, comme les oleurosides (oleurepdh verbascoside), les flavones
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(lutéolinee, diosmétine, apigénin-7-glucose, luteé@lglucose et diosmétin-7-glucose), les

flavonols (rutine), flavan-3-ols (catéchine), ets lesubstituts des phénols (tyrosol,

hydroxytyrosol, vanilline, acide vanillique et aeidafféique).
2- Activité anti-inflammatoire

Les pourcentages d'inhibition de I'cedéme, provoghéz le rat par l'injection du
carragénine, reflete l'activité anti-inflammatoiplus ces pourcentages sont élevée, plus

I'activité anti-inflammatoire est élevée.

Nous constatons aussi que notre extrait diminmfidmmation de presque la moitié
(45%) dés le premier test réalisé aprés 3h d’imjpctlors que l'indométacine n’inhibe

gu’'avec 19% seulement.
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Figure 28 : Profile anti-inflammatoire de I'extrait de feuilles d’olivier (600 mg/kg) comparé a celui de
lindométacine.

Les résultats ont indiqués que notre extrait agm&sune activité significativement
plus élevée que celle du control positif (Indomitag sur tout I'intervalle de temps. Cette

activité pourrait étre liée & sa richesse en pappls.
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En effet, il est bien connu que les polyphénolsaey propriétés anti-inflammatoires
in vivo. La réponse inflammatoire au cours de l'athéroggngomprend l'adhésion des
leucocytes, des monocytes et des lymphocytes dotleélium. L’adhésion de ces cellules est
facilitée par les molécules d'adhérence interahall (ICAM-1), les molécule d'adhésion
cellulaire vasculaire-1 (VCAM-1) et le facteur Hesgtion (Dell’Agli et al., 2006). Carluccio
et al (2003) ont rapporté que des doses physiologiquerpertinentes de composés
phénoliques extraits de I'huile d’olive extra viergeduisent I'expression des ICAM-1 et des
VCAM-1 sur la surface des cellules (fig. 29). Unlamge de polyphénols d'olive, y compris
l'oleuropéine, I'’hydroxytyrosol et le tyrosol a aupermis une diminution des taux d’ARNm
de VCAM-1, du facteur E-sélection et I'activité pitomoteur du géne codant pour I'lCAM-1
(Carluccio et al., 2003).

NOLS

Adhésion cellulaire |
TS ICAMH

Cellules endothéliales activées

Figure 29 : Effet anti-inflammatoire des polyphénols, action sur les molécules d’adhésion endothéliales.
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Conclusion

Le présent travail avait comme but I'optimisatioa kextraction solide-liquide des
composeés phénoliques a partir des feuilles d'alivizette étude révele aussi I'importance de
l'extrait de feuilles d’olivier riche en oleurop&ncomme agent antioxydant et anti-

inflammatoire par des essais effectirésitro etin vivo.

Le rendement maximum des composés phénoliquestexiela feuille d’olivier est
obtenu avec les feuilles séchées et blanchies & 4€9°45°C, respectivement. Ainsi, un

rendement qui dépasse les 65% de polyphénols t@@ug00 gramme de matiére seche est

Feuilles seche blanchies Solvant
45°C, 30% (p/v) Eau/éthanol (70/30, viv)

i

obtenu.

Extraction 2h
T°C ambiante, obscurité, agitation

Séparation
Filtration et/ou centrifugation
(6000tr/min, 20 min)

Extrait riche en
nolyphénols

Figure 30 : Méthode optimale pour I'extraction solide liquide des polyphénols a partir des feuilles

d’olivier.

48



RESULTATS ET DISCUSSION

L’activité antioxydante de cet extrait s’est avéphgs importante que celle de 'acide
ascorbique. Les résultats obtenus montrent claimergae les polyphénols extraits de la
feuille d'olivier sont des vrais concurrents poeiBHT et pour I'acide ascorbique. De plus, ils
ont 'avantage d’étre d’origine naturelle. L’étude I'activité anti-inflammatoire de I'extrait
des feuilles d'olivier sur les rats a montré qpiBsente une activité anti-inflammatoire trés

importante que le médicament Indométacine.

Ainsi, les études cliniques réalisées chez 'Honser®nt nécessaires pour révéler 'un
intérét thérapeutique des polyphénols extraitsfel@ies d’olivier. Toutefois, de nombreuses
études fondamentales seront encore nécessairesqoprendre les mécanismes d’action et

les effets au niveau cellulaire et intégré de oesposeés.

En revanche, les systémes technologiques indsstgelvent donc exploiter les
feuilles d'olivier en tant que matiére premierestriche en polyphénols, afin de les employer

a la place des antioxydants synthétiques dangereux.
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