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Introduction

En tant que ressources naturelles, les plantes médicinales et leurs composants
phytochimiques sont de plus en plus recherchés en raison de leurs propriétés thérapeutiques
bien connues. En effet, les plantes proposent une multitude de substances antioxydantes
naturelles qui possedent diverses caractéristiques pharmacologiques, avec en prime peu d'effets
secondaires, et qui préservent la sant¢ humaine de différentes infections (Sharifi-Rad et al.,
2019). D'aprés ces derniers auteurs, les produits naturels ont la capacité de prévenir les maladies
graves telles que le cancer. Selon Abousalim et Brhadda, (2005), le regain d'intérét pour
I'exploitation des plantes médicinales est principalement attribu¢ a leur importance

socioéconomique, environnementale et a leurs qualités sanitaires et nutritionnelles.

Les feuilles d’olivier, I'un des principaux sous-produits de 1’industrie de la
transformation des olives et qui peuvent étre aussi obtenus du processus de la taille des oliviers.
Ces feuilles sont riches en nombreux composés bioactifs. Ces composés présentent de
nombreux avantages potentiels pour la santé, tels que I’activité antioxydante, les propriétés anti
VIH, les effets antiprolifératifs et apoptotiques, ainsi que des effets protecteurs contre la

leucémie et la réduction du taux de lipides (Benjeddou et al., 2019).

Olea europaea L. suscite également un intérét particulier, car contenant différentes
classes de bio-phénols, notamment des acides phénoliques, des alcools phénoliques et des
sécoiridoides, dont le principal composé dénommé oleuropéine (Bouaziz et Sayadi, 2005).
Selon Garcia-Gomez et al. (2003), 1'utilisation industrielle des feuilles d'olive est restreinte a
l'alimentation animale et a la phytothérapie. Dans ['économie circulaire, l'industrie
agroalimentaire pourrait jouer un role essentiel en valorisant de tels déchets de maniére durable.
Leurs propriétés antioxydantes et leurs avantages pour la santé sont particulierement captivants

(Lakhal et al., 2018).

Le diabete sucré est une condition ou le métabolisme du glucose dans le corps est
perturbé, ce qui entraine une hausse du taux de glucose dans le sang (hyperglycémie). Si jamais
'organisme ne produit pas suffisamment d'insuline ou si les cellules ne réagissent pas a
l'insuline, un exces de sucre reste dans le sang, ce qui entraine le diabéte sucré. Les propriétés
antioxydantes et antidiabétiques des extraits de feuilles d'olivier ont été démontrées, ce qui en
fait un traitement prometteur pour le diabéte de type 2. Ils ont la capacité de diminuer le taux
de sucre dans le sang et de préserver les organes tels que le foie, les reins et le pancréas (Alam

et al., 2022).



C’est dans cette optique que nous avons entrepris notre étude axée objectivement sur les
possibilités de valorisation des feuilles d'Olea europaea L. pour la récupération de composés
bioactifs. Avant d’entrevoir cette possibilité, notre intention d’investir un tel domaine s’est porté
sur une évaluation de quelques parametres physico-chimiques parmi tant d’autres, ainsi qu’une

approche de I’activité antidiabétique in vitro via des extraits des feuilles d'Olea europaea L.

L’¢étude a concerné trois provenances différentes de la wilaya de Bejaia : Tazmalt, El
Kseur et Tamridjt. C’est une volonté de cerner un plus large patrimoine de ressources
phytogénétiques liées a 1I’espece d’étude dans des environnements différents : de la plaine vers

la montagne.

Les tests physico-chimiques ont ét¢é menés incluant dans une premicre partie
directement les poudres issues des feuilles desséchées. Dans une seconde partie, notre étude
s’est concentrée sur les extraits de feuilles obtenus par décoction. En marge de ce travail réalisé
sur ces extraits de feuilles, 1’activité antioxydante ainsi qu'une étude in vitro de l'activité

antidiabétique ont été également approchés.
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Chapitre I Synthése bibliographique

.1 Généralités sur ’olivier (Olea europaea L.)

L'olivier (Fig. 1), connu sous le nom scientifique d’Olea europaea L., tire son
appellation du mot grec "elea" et compte parmi les plus anciens arbres cultivés répertoriés a
travers le monde. Il semble plausible qu'a I'époque ou I'Homme avait initialement prélevé des
branches d'olivier sauvage pour alimenter un feu ou les utiliser comme arme, il ait également
remarqué leurs énormes potentialités. Le processus d’apprivoisement de I'olivier sauvage et
'émergence de la culture de I'olivier ont débuté bien avant I'invention de 1’écriture (Kiritsakis,
1998). L’olivier est étroitement 1i€ a I'histoire des civilisations qui ont émergé autour du bassin

méditerranéen (Grecque, Phénicienne, Carthaginoise, Etrusque...) (Palamarev, 1987).

Figure 1 : Aspect général de 1’olivier (Olea europaea L.) de la région d’ Akkache, Tamerid;t
(Originale).

1.1.1 Histoire et origine

L'olivier, arbre emblématique, avec une histoire remontant a environ 6000 ans. Les
premiers centres de culture étaient en Syrie, en Israél, au Liban, a Chypre et en Créte. Les
archéologues pensent que la richesse du royaume minoen de Crete (3500-1000 av. J.-C.) était
due au commerce florissant de I'huile d'olive et des olives. Vers 600 av. J.-C, la culture de
l'olivier s'est propagée de la Créte au reste de la Gréce, puis a 1'Italie et I'Europe méridionale,
avant d'étre introduite en Espagne par les Grecs, les Romains et les Arabes. Plus tard, les colons

espagnols I’ont introduit en Amérique du Nord (Kostelenos et Kiritsakis, 2017).
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1.1.2 Répartition géographique

L'olivier est cultivé dans diverses régions du globe situées entre les latitudes 30° et 45°
Nord dans les deux hémisphéres, couvrant ainsi les Amériques, I'Australie et s'étendant jusqu'en
Chine, au Japon, en Afrique du Sud et dans d'autres régions (Palamarev, 1987). Actuellement,
il y a plus de 900 millions oliviers cultivés a travers le monde, mais la majeure partie se trouve
dans le bassin méditerranéen, ou prés de 95 % des oliveraies mondiales sont concentrées (Fig.

2) (Hannachi et Breton, 2008).

~

45N
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Figure 2 : Zone de répartition géographique de la culture de 1’olivier dans le bassin

méditerranéen (Schatz et al., 2013).

En Algérie, la culture de I'olivier est principalement concentrée dans six wilayas, trois
situées dans la région centrale du pays, représentant plus de la moiti¢ de la surface ol€icole
nationale (Bejaia, Tizi-ouzou et Bouira), et trois dans la région Est (Bordj Bouarreridj, Sétif et
Jijel). Les autres zones de culture de I’olivier se situent a I’ouest (Tlemcen, Mascara et Relizane)

et sont dédiées a la production d'olives de table (Lamani et Ilbert, 2016).

Dans la région de Bejaia (nord de la Kabylie), on compte plus de 4 millions d'oliviers.
Les variétés principales sont Chemlal, Limli et Azeradj, qu’on trouve en zones montagneuses

accidentées et sur des terres irrégulieres et marginales (Boucheffa et al., 2017).
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1.1.3 Position systématique

La classification de I’Olea europaea L. selon Cronquist (1981) est la suivante :
Reégne : Plantae

Sous régne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida

Sous-classe : Asteridae

Ordre : Scrophulariales
Famille : Oleaceae
Genre : Olea
Espece : Olea europaea L.

Six sous-especes d'oliviers sont identifiées en fonction de leurs caractéristiques

morphologiques et de leur répartition géographique :
e Sous-espece cuspidata : largement présente en Afrique et en Asie,
e Sous-espece laperrinei : se trouve principalement dans le désert du Sahara,
e Sous-espece maroccana : est principalement associée au Maroc,

e Sous-especes guanchica et cerasiformis sont respectivement présentes dans les iles

Canaries et a Madeére,

e Sous-espece europaea : est répartie uniformément dans tout le bassin méditerranéen et
se décline en deux variétés botaniques distinctes : 'olivier cultivé (var. europaea) et

l'olivier sauvage ou oléastre (var. sylvestris).

Il y a lieu de noter que la plupart des sous-especes de 1’olivier sont diploides (2n = 46),
la sous-espece cerasiformis est tétraploide et la sous-espece maroccana possede un cytotype

hexaploide (Fanelli et al., 2022).



Chapitre I Synthése bibliographique

1.1.4 Description botanique et écologie de I’espéce

L'olivier peut atteindre une hauteur de 10 m, son tronc est tortueux et son écorce de
couleur grisatre est crevassée. Il présente des feuilles simples, opposées, persistantes et peu
pétiolées, également coriaces et vertes sur la face supérieure, blanchatres sur la face inférieure.
Elles sont de forme ovale elliptique, généralement pointue a I'extrémité. Cette plante porte des
fleurs d'avril a juin, de couleur blanc lait et sont groupées en grappes dressées, naissant a
’aisselle des feuilles. Le fruit ou la drupe, possede une forme sphérique, allongée ou bien
ovoide, sa couleur change lors des différents stades de maturité du vert au noir, avec un noyau

dur fusiforme (Fig. 3) (Ghedira, 2008 ; Arab, 2013).

(a)

Figure 3 : Olea europaea L. : (a) arbre ; (b) feuilles ; (c) inflorescences ; (d) fruits mirs ; (e)

écorce de tige (Hashmi et al., 2015).

L’olivier est un arbre dont I’espérance de vie peut atteindre ou méme dépasser 500 ans
(Rhizopoulou, 2007). Sa croissance ¢étant lente, on le retrouve poussant aussi bien sur sol
calcaire ou sur sol schisteux, en climats doux et secs, avec une température qui reste souvent
autour de 16°C pendant plusieurs jours, et ou la limite de son aire de culture correspondrait a
un isotherme de 12°C. Il est fort tolérant du stress hydrique, mais ne tolére pas la salinité

(Ghedira, 2008 ; Arab, 2013 ; Popay, 2016).
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1.2 Métabolisme secondaire et application aux feuilles de I’olivier

1.2.1 Apercu sur les métabolites liés au métabolisme secondaire

Les métabolites secondaires sont des composés qui jouent un rdle crucial dans la santé
et la survie des plantes en interagissant avec leur environnement, tels que la communication
intercellulaire, I'adaptation des plantes a leur environnement, la défense contre les prédateurs et

la régulation des cycles catalytiques (Bourgaud et al., 2001 ; Sauvion et al., 2013).

Ces métabolites peuvent étre classés en fonction de divers critéres tels que leur structure
chimique, leur composition, leur solubilité dans différents solvants et la voie de biosynthése

utilisée (Macheix et al., 2005 ; Tiwari et al., 2015). On en distingue :

o Les alcaloides : composés végétaux basiques contenant de l'azote et ayant une activité
pharmacologique. Ils peuvent entrainer une large gamme d'effets indésirables allant des
hallucinations a la mort, en passant par la perte de coordination et les convulsions

(Bourgaud et al., 2001).

¢ Les phénoliques : composés constitués d’un cycle aromatique hydrocarboné (aréne) et
d’un ou plusieurs groupes hydroxyle —OH qui y sont attachés. Ils peuvent perturber la
digestion, ralentir la croissance, bloquer l'activité enzymatique et la division cellulaire,

ou simplement avoir un gotit désagréable (Macheix et al., 2005).

e Les terpenes : ce sont des hydrocarbures dont les structures sont souvent dérivées de
l'isopréne. Ils peuvent agir comme des agents allélopathiques, des insecticides, ou
encore influencer la pollinisation et la régulation hormonale végétale (Tiwari et al.,

2015).

¢ Les flavonoides : composés polyphénoliques, se présentant avec une structure de base
formée par deux cycles aromatiques relié€s par trois carbones, chaine souvent fermée en
un hétérocycle oxygéné hexa- ou pentagonal. Ils forment les pigments, jouent un rdle
dans la photoprotection et luttent contre les stress biotiques et abiotiques (Dai et

Mumper, 2010).

1.2.2 Composition chimique globale des feuilles d’olivier

La composition chimique des feuilles de 1'olivier differe selon les variétés, les conditions
climatiques, le moment de la récolte et 'age de la plante. Cependant, en général, la maticre
séche représente environ 50 %, avec une proportion importante de polysaccharides et de
lignines. La composition en minéraux des feuilles d’olivier est présentée dans le Tableau I, ou
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le minéral le plus abondant dans les feuilles est le fer avec une concentration de 273 g/ Kg de

maticre séche (Fegeros et al., 1995).

Tableau I : Composition en minéraux des feuilles d’olivier (exprimé en g par Kg de maticre

séche) (Fegeros et al., 1995).

Minéraux Concentration (g/Kg MS)
Calcium (Ca) 12,7
Phosphore (P) 2,1
Manganese (Mg) 1,9
Potassium (K) 6,3

Fer (Fe) 273,0

Cuivre (Cu) 10,7

Zinc (Zn) 21,3
Magnésium (Mn) 50,0

Les feuilles de 1’olivier (Olea europaea L.) sont considérée comme une source
potentielle de biophénols, notamment des acides phénoliques, des alcools phénoliques
(hydroxytyrosol et tyrosol), des flavonoides (lutéoline 7-O-glucoside, rutine, apigénine 7-O-

glucoside, lutéoline 4-O-glucoside) et des séco-iridoides (oleuropéine) (Ghanbari et al., 2012).

1.2.3 Importance et usages traditionnels
Les feuilles d'olivier ont d'abord été utilisées a des fins médicinales dans l'ancienne
Egypte et étaient le symbole du pouvoir céleste. On utilisait I'huile extraite des feuilles lors des

cérémonies de momification (Rhizopoulou, 2007).

Le folklore traditionnel, rapporte sur les effets thérapeutiques du thé a base de feuilles
d’olivier contre diverses maladies telles que la toux, les maux de gorge, la fievre et la cystite
dans la culture du Moyen-Orient depuis des centaines d'années. Au milieu du XIXe siecle, le
thé aux feuilles d'olivier était utilisé pour prévenir le paludisme. De plus, la feuille était un
remede pour les maladies dermatologiques, également bénéfiques dans le traitement de

maladies telles la dengue, la diarrhée sévere, ainsi que les infections dentaires, auriculaires, des
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voies urinaires et chirurgicales, notamment dans les cultures méditerranéennes (Sahin et
Bilgin, 2017). Selon Komaki et al. (2003), les feuilles sont particuliérement bien connues en

Europe comme un remede traditionnel contre le diabéte et I'hypertension.

1.2.4 Bienfaits sur la santé

Le criblage chimique des feuilles d'olivier a révélé divers composés ayant une activité
antioxydante, anti-inflammatoire et antimicrobienne (Beyaz et al., 2022 ; Contreras et al.,
2022 ; Melguizo-Rodriguez et al., 2022). Ils jouent également un rdle comme agents

hypoglycémiants et anticancéreux (Abdallah et al., 2023).

1.2.4.1 Activité antidiabétique

Le diabéte est une maladie du métabolisme des glucides, des graisses et des protéines,
causée par une diminution de la production d'insuline ou une croissance de la résistance a son
action. Les traitements naturels a bases de plantes contre le diabéte ont été utilisés chez les
patients souffrant d'insuline dépendante et non-insuline dépendante. Différentes plantes sont
connues pour leurs mécanismes d’action antidiabétique. Dans le cas d’Olea europaea L., le
constituant responsable de cette activité antidiabétique est ses feuilles qui stimulent le glucose,
liberent de I’insuline et augmentent 1’absorption périphérique du glucose (Bhushan et al.
2010). Le tableau II ci-dessous explique plus en détails les constituants de la plante et leurs

modes d'activité antidiabétique.

Tableau II : Composés bioactifs des plantes en général et leur mode d'activité antidiabétique

(Bhushan et al. 2010)

Constituants Mode d'Activité

Alcaloides Inhibent 1'a-glucosidase et diminuent le transport du glucose a

travers 1'épithélium intestinal.

Composés imidazolines Stimulent la sécrétion d'insuline de maniere dépendante du
glucose.
Polysaccharides Augmentent les niveaux d'insuline sérique, réduisent les taux de

glucose sanguin et améliorent la tolérance au glucose.

Flavonoides Suppriment le taux de glucose, réduisent significativement le

cholestérol et les triglycérides plasmatiques et augmentent
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probablement leur activit¢ de glucokinase hépatique en

améliorant la libération d'insuline par les ilots pancréatiques.

Fibres alimentaires Adsorbent efficacement le glucose, retardent la diffusion du
glucose et inhibent l'activité¢ de 1'a-amylase, ce qui peut étre

responsable de la diminution du taux d'absorption du glucose.

Saponine (triterpénoides + | Stimulent la libération d'insuline et bloquent la formation de

glycosides stéroidiens) glucose dans la circulation sanguine.

Acide férulique Effets stimulants sur la sécrétion d'insuline.

1.2.4.2 Activité antioxydante

Un antioxydant est une substance qui, ajoutée a faible dose a un produit oxydable, peut
ralentir ou inhiber 1'oxydation. Ce terme englobe toutes les substances protégeant les systemes
biologiques contre les effets nocifs de 1'oxydation excessive (Lu et al., 2004). Des études ont
montré que les flavonoides, en particulier ceux avec un groupement carbonyle en C4 et une
double liaison entre les carbones C2 et C3, possedent de fortes activités antioxydantes (Picman
et al., 1995). Les épidémiologistes ont récemment souligné l'importance des antioxydants
alimentaires dans la prévention des maladies cardiovasculaires, neurodégénératives et certains

cancers (Aljuhr et al., 2022).
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1.1 Matériel végétal
11.1.1 Collecte des feuilles

Les feuilles d’Olea europaea L. ont été collectées au mois de février de I’année 2024 au
niveau de trois régions de la wilaya de Bejaia : Tazmalt (2 80 Km au sud-ouest du chef-lieu de
la wilaya), El-Kseur (a 24 km au sud-ouest) et Tamridjet (& 50 km a l'est) (Fig. 4). Les données

géographiques et climatiques sont résumées dans le Tableau III.

TAMRIDJET

TAZMALT

Figure 4 : Lieu de provenance des échantillons de feuilles d’Olea europaea L. collectées des
régions de Tazmalt (zone de plaine), d’El kseur et de Tamridjet (zones montagneuses) de la

wilaya de Bejaia.
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Tableau III : Localisation géographique et caractéristiques climatiques des échantillons par

région. Source : https://fr.db-city.com/

Tamridjt El-kseur Tazmalt
Latitude 36.572 36.6845 36.3844
Longitude 5.3738 4.85213 4.39927
Coordonnées 36° 34" 19" Nord, 36° 41’ 4" Nord, 36° 23’ 4" Nord,
geographiques 5° 22" 26" Est 4°51"8" Est 4° 23’ 57" Est
Altitude 471 m 276 m 464 m
Climat Climat Climat Climat

méditerranéen avec méditerranéen avec méditerranéen avec

été chaud été chaud été chaud

11.1.2 Préparation des échantillons

Apres la récolte, les feuilles fraiches d’Olea europaea L. ont été lavées a I’eau potable
pour éliminer les impuretés et la poussiere, puis égouttées avant d'étre étalées sur des feuilles
de papier absorbant. Elles ont ensuite été séchées pendant une quinzaine de jours dans un

endroit sec, a I'abri du soleil, et a température ambiante (Fig. 5 A & B).

Figure 5 : Photographie originale des feuilles d’oliviers. A) feuilles lavées, B) feuilles seches

C) poudre de feuilles tamisées (Originale).
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11.2 Méthodes appliquées aux poudres seches des feuilles de ’olivier
Toutes les méthodes utilisées ci-dessous ont été effectuées sur les poudres tamisées

obtenues a partir des feuilles desséchées et broyées.

11.2.1 Teneur en cendres

e Principe

La détermination de la teneur en cendres consiste a incinérer un échantillon de matiere
organique a haute température (environ 500-600°C) dans un four. Cela brile toutes les

substances organiques, ne laissant que les résidus inorganiques (cendres) (Ismail, 2017).
e Mode opératoire

2 g de poudre de feuilles d'olivier des différentes provenances, ont été calciné dans un
four a moufle a 550°C (Nabertherm GmbH,Allemagne) pendant 3 heures, jusqu'a combustion

complete de la matiére organique et obtention de cendres.

La teneur en cendres (T) exprimée en pourcentage est calculée selon la formule suivante :

wi-w2

T% = w3

x 100

Avec W1, masse du creuset + cendres (g) ; W2, masse du creuset vide (g) et W3, masse de

I'échantillon avant calcination (g).

11.2.2 Dosage d’acide ascorbique

e Principe

Le 2,6-dichlorophénolindophénol (DCPIP) est utilis¢ comme indicateur pour
I’évaluation de I’acide ascorbique (vitamine C) dans un milieu acide, la présence de la vitamine
C, qui est un bon agent réducteur conduit a la décoloration de ce réactif qui est bleu dans son

état oxydé (Pénicaud et al., 2010).
e Mode opératoire

La teneur en acide ascorbique est déterminée selon la méthode modifiée de (Klein et
Perry, 1982). Sur une plaque agitatrice (Denchtop Low Speed Centrifuge, Chine), 2 g de poudre
de feuilles d'olivier des différentes provenances ont ét¢ mélangés avec 10 mL d'acide oxalique
(3 %, m/v) a température ambiante pendant 30 minutes. Apres centrifugation, 100 puL de cette
solution ont ét¢ mélangés avec 1 mL de 2,6-dichloroindophénol (DCPIP) a 143 uM, et les
absorbances mesurées a 515 nm (spectrophotomeétre Biotech Engineering Management CO.

LTD, Royaume-Uni). Les résultats ont été exprimés en mg équivalent d’Acide Ascorbique par
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gramme de matiere seche (mg EAA/g MS), suivant 1’équation de la courbe y=-3,596x + 0,564

(R?=0,99) (courbe étalon d’acide ascorbique, Annexe 1).

11.2.3 Dosage des protéines

e Principe

Le principe de cette méthode développée par Bradford (1976), repose sur la réaction
entre les protéines présentes dans un échantillon et la solution de Bradford dans un milieu acide.
Le bleu de Coomassie comme réactif principal de cette solution se lie aux résidus d'acides
aminés basiques présents dans les protéines, notamment l'arginine, I'histidine, la phénylalanine,
le tryptophane et la tyrosine, ainsi que sur les interactions hydrophobes, ce qui provoque un

changement de couleur du marron vers le bleu (Nouroozi et al., 2015).
e Mode opératoire

Les protéines ont été¢ extraites des échantillons selon le protocole décrit par Landi-
Librandi et al. (2007). Une quantité¢ de 0,4 g d'échantillons ont été agités a température
ambiante avec 10 mL d'éthanol (70 %, v/v) pendant 24 heures (VELP SCIENTIFICA, Italie).
Ensuite, la teneur totale en protéines a été mesurée selon la méthode de Bradford (1976), en
mélangeant 50 pL de chaque extrait avec 1,25 mL de réactif de Bradford. Aprés incubation
pendant 5 minutes a I'abri de la lumicre, l'absorbance est mesurée a 595 nm. Les résultats ont
été exprimés en mg équivalent d'albumine sérique bovine par gramme de matic¢re séche (mg
EBSA/g MS) suivant I’équation y= 3,2539x + 0,0408 ; (R*=0,99) (Courbe étalon des protéines,

Annexe 2).

11.2.4 Dosage de la Proline

e Principe

Cette méthode est basée sur le principe selon lequel la proline réagit en milieu acide et
a chaud avec la ninhydrine, en donnant un composé de couleur rouge orangé soluble dans le

toluene (Troll et Lindsley, 1955).
e Mode opératoire et calculs

Le dosage de la proline a été effectué selon la méthode modifi¢e de Bates et al. (1973).
Pour cette analyse, 100 mg d’échantillon ont été agités avec 3 mL de méthanol a I'aide d’un
vortex (Velp scientifica, Italie) puis chauffés a 85°C dans un bain-marie (Bunsen, Espagne)
pendant 1 h. Apres refroidissement, 1 mL d'extrait obtenu a été mélangé avec 1 mL d'acide

acétique (CH3;COOH) et 1 mL du réactif de ninhydrine (1,25 g de ninhydrine (CsHsO4) dissous
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dans une solution de 30 mL d’acide acétique glacial, 7,5 mL d’acide orthophosphorique
(H3POg4) et 12,5 mL d’eau distillée). Ce mélange a été porté a €bullition pendant 30 minutes
(période apres laquelle la solution prend une coloration rouge). Apres refroidissement, a 1 mL
de I’extrait on rajoute 3 mL de toluéne et une pincée de Sulfate de sodium (NaSO4) afin
d’¢liminer 1’eau résiduelle. Suite a 1’agitation et une nuit de décantation, la phase contenant la
proline a été récupérée a I'aide d'une pipette Pasteur, puis la densité optique a été¢ mesurée a une
longueur d'onde de 515 nm. Les résultats ont été exprimés en ug équivalent de proline par
gramme de matiére seche (umol EPro/g MS) en utilisant 1’équation y= 0,0386x - 0,0238) ; (R?
=0,995) (Courbe étalon de la proline, Annexe 3).

11.2.5 Dosage des sucres solubles et amidon
¢ Principe
C’est une méthode colorimétrique basée sur la déshydratation des oses en milieu acide
(acide sulfurique (H2SO4) concentré) et a chaud. Les dérivés furfuraliques obtenus (5-
hydroxyméthy-furfural pour les hexoses) se condensent avec l'anthrone pour donner des

produits colorés (McCready et al., 1950).

e Extraction
Les sucres solubles totaux ont été¢ dosés selon la méthode de McCready et al. (1950).
Apres une agitation vigoureuse de 100 mg de matériel végétal avec 4 mL d'éthanol a (80%, v/v),
le mélange a été centrifugé pendant 10 minutes a 5000 tr/min. Le surnageant contenant les
sucres solubles a été récupére, tandis que le culot a €té¢ soumis a deux autres extractions avec a
chaque fois 3 mL d'éthanol bouillant a (80%, v/v), suivies de centrifugations successives a 5000
tr/min pendant 10 minutes. Puis les surnageants des trois extractions ont été combinés et ajusté

a un volume final de 10 mL avec de I'éthanol a (80%, v/v).

Pour I'amidon, le culot restant est resuspendu dans 2 mL d'eau distillée froide et acidifié
avec 3 mL d'acide perchlorique (60 %, v/v). Cette solution a ensuite ét¢ incubée pendant 15
minutes dans un bain de glace pour favoriser I'hydrolyse de I'amidon. Aprés une centrifugation
de 10 minutes a 5000 tr/min, le surnageant a été récupéré, et le culot a ensuite été¢ soumis a une
deuxiéme extraction avec 2 mL d'eau distillée froide et 3 mL d'acide perchlorique (60 %, v/v),
suivi d'une nouvelle incubation de 10 minutes dans la glace. Le surnageant obtenu aprés une
deuxiéme centrifugation de 10 minutes a 5000 tr/min a été combiné avec le premier surnageant
pour former un seul échantillon. Ce mélange a été ajusté a un volume final de 10 mL avec de

I'eau distillée.

15



Chapitre 11 Matériels et méthodes

e Dosage

Pour le dosage des sucres solubles et de 1’amidon, aux dilutions a 1/20 des extraits on a
rajouté 2 mL du réactif d’anthrone (0,2 g d’anthrone dissous dans 100 mL de H>SO4 a 91 %,
v/v). L’agitation au vortex est suivie d’une incubation de 7 minutes au bain-marie a 100 °C.
Apres refroidissement, la densité optique est mesurée a 630 nm, au spectrophotomeétre. La
quantité en sucres solubles et en amidon, moyenne de trois répétitions, ont été exprimés en mg
équivalent de Glucose par gramme de mati¢re séche (mg EGlc/g MS) en utilisant 1’équation

y=0,012x-0,0096 ; (R*=0,998) (courbe étalon des sucres solubles, Annexe 4).

11.2.6 Mesure de la teneur en malondialdéhyde (MDA)

e Principe

Dans un milieu acide et a chaud, une molécule de MDA se condense en présence de deux
molécules d’acide thiobarbiturique (TBA) pour former un complexe coloré en rose, susceptible

d’un dosage spectrophotométrique a 532 nm (Draper et Hadley, 1990).
e Mode opératoire et calculs

100 mg de poudre de feuilles d'olivier des différentes provenances ont été agités avec 2
mL d’acide Trichloroacétique (TCA) a 1 %, m/v. Le mélange a été centrifugé a 5000 tours/min

pendant 20 minutes, puis le surnageant a été récupéré.

Dans un tube, 1 mL de ce surnagent a ét¢ mélangé a I’aide d’un vortex avec 2 mL d'acide
TBA a 0,5 %, m/v (dissous dans du TCA a 20%, m/v). L’échantillon a été incubé pendant 30
minutes a 95 °C dans un bain-marie, il a ensuite été refroidi et laissé toute une nuit pour
décantation. La densité optique a été mesurée a deux longueurs d'onde a 532 nm et a 600 nm (la
DO a 600 nm étant utilisé pour corriger 1'absorption résultant de substances autres que le
complexe MDA-TBA). La teneur en MDA (mmol g! MS) a été calculée en utilisant le

coefficient d’extinction molaire du MDA (g = 155 mmol.L'.cm™).

11.2.7 Dosage des pigments photosynthétiques et phéophytines
e Principe
Le dosage des pigments photosynthétiques et des phéophytines repose sur 1'extraction
des pigments, leur dosage par spectrophotométrie a des longueurs d'onde spécifiques tel que

décrit par Lichtenthaler (1987).
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e Mode opératoire
On a pesé 100 mg de poudre séche a laquelle on a ajouté 10 mL d'acétone (80%, v/v).
Toutes les manipulations ont été effectuées dans des conditions de faible éclairement et a froid.
Le mélange a ensuite été centrifugé pendant 5 minutes a 5000 rpm. Les absorbances de I'extrait
ont été mesurées a différentes longueurs d'onde (663,2 nm, 646,8 nm, et 470 nm) a l'aide du

spectrophotometre, en utilisant un blanc constitué¢ d'acétone (80%, v/v).

Immédiatement apres la lecture de l'absorbance, la cuve contenant I'extrait a été
récupérée et une goutte d'acide chlorhydrique (25%, v/v) a été ajoutée afin de transformer les
chlorophylles en phéophytines. Les absorbances ont ét¢ mesurées a nouveau apres 30 a 60
secondes a différentes longueurs d'onde (665,4 nm, 653,4 nm et 470 nm), en utilisant le méme

blanc constitué d'acétone (80%, v/v).

e Calculs
Les teneurs en pigments photosynthétiques et phéophytines ont été déterminées pour le

solvant utilisé (acétone 80 %) par les équations de Lichtenthaler (1987) :
Chlorophylle (a) (ng/mL) = 12,25 A 663,2 - 2,79 A 646,8
Chlorophylle (b) (ng/mL) = 21,50 A 646,8 - 5,10 A¢63,2
Chlorophylles (a + b) (ng/mL) = 7,15 A 6632 + 18,71 A 646,8
Phéophytine (a) (ng/mL) = 22,42 A 6654 - 6,81 A 6534
Phéophytine (b) (ug/mL) = 40,17 A 53,4 - 18,58 A 665,4

Phéophytines (a + b) (ug/mL) = 3,84 A 6654 + 33,36 A 6534

1000 A470—1,82 Chl(a )-85,02 Chi(b)
198

Caroténoides totaux (ug/mL) =

Avec (A) qui représente I’absorbance lue a chacune des longueurs d’onde indiquées.

La quantité de pigments a ét¢ déduite de la moyenne de cinq mesures avec calcul de

I’écart-type. Les résultats ont été exprimés en mg de pigments par gramme de matiere seche.
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1.3 Méthodes appliquées aux extraits de poudres des feuilles de I’olivier
Dans ce qui suit, sont décrites toutes les méthodes utilisées sur les extraits de poudres
des feuilles de ’olivier. Les extraits ont été obtenus par décoction optimisée avec le choix d’un
ratio de 1 g pour 100 mL d’eau distillée, une température de 76 °C, pendant un temps de 24
minutes. Les extraits ont été recueillis apres décantation et filtration. Ils ont été conservés a -

20°C avant toute utilisation.

11.3.1 Détermination du pH
Le potentiel hydrogeéne (pH) a ét¢ mesuré a 1’aide d’un pH-métre (Bante modéele 920,

Chine) sur les extraits des 3 provenances.

11.3.2 Détermination de la conductivité
La conductivité de 1’extrait a été mesurée a 1’aide d’un conductimetre (Bante modéle

920, Chine).

11.3.3 Dosage des flavonoides totaux
e Principe
Cette méthode colorimétrique repose sur le principe selon lequel le réactif a base de
trichlorure d'aluminium (AICl3) forme des complexes acides stables avec les groupes cétone en
C-4, ainsi qu'avec les groupes hydroxyle en C-3 ou C-5 de flavones et des flavonoides, et méme
avec les groupes ortho-dihydroxyle situés dans les cycles A ou B de ces composés (Makuasa

et Ningsih, 2020).

e Mode opératoire et calculs

La mesure des flavonoides totaux (TFC) a été évaluée selon le protocole amélioré par
Boudjouan et al. (2022). Un mélange composé de 250 uL d'extrait, 750 pL d'éthanol, 50 pL
d'acétate de potassium (CH3CO2K, 1 M dans I'éthanol), 50 uL de chlorure d'aluminium
(AICI3.6H20, 10%, m/v dans H»O), et 1,4 mL d'eau a été¢ incubé pendant 40 minutes a
température ambiante et a 1'obscurité. L'absorbance du produit a été mesurée a 415 nm. Les
résultats ont été exprimés en mg équivalent de quercétine par gramme de maticre seéche (mg
EQ/g MS) suivant I'équation y = 6,3949x+0,039, (R? = 0,9987) (Courbe étalon des flavonoides

totaux, Annexe 5).

11.3.4 Dosage des polyphénols totaux
e Principe
Le réactif de Folin Ciocalteu est composé d'un mélange d'acide phosphotungstique

(H3PW12040) et d'acide phosphomolybdique (H3PMo012040). Lorsque les polyphénols sont
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oxydés en présence de carbonate de sodium, ce réactif est réduit, produisant un mélange

d'oxydes bleus de tungsténe (Wg0O23) et de molybdeéne (MogO23) (Georgé et al., 2005).

e Mode opératoire et calculs

La mesure des polyphénols totaux (TPC) a été réalisée selon le protocole modifié¢ de
Zeghbib et al. (2022). Un mélange de 200 pL d'extrait et de 1 mL de réactif de Folin-Ciocalteu
(0,1 N) a été pré-incubé pendant 5 minutes dans 1'obscurité, puis 800 pL de carbonate de sodium
(7,5 %, m/v) ont été rajoutés. Apres incubation dans l'obscurité pendant 5 minutes a 50 °C,
I'absorbance du produit de réaction a été mesurée a 760 nm avec un spectrophotomeétre. La
teneur en TPC a été exprimée en mg équivalent d'acide gallique par gramme de matiére seche
(mg EAG/g MS), en utilisant 1’équation y=6,4067x+0,0525 ; (R? = 0,999) (Courbe ¢étalon des
polyphénols totaux, Annexe 6).

11.3.5 Dosage des tanins condensés
e Principe
Cette méthode repose sur la capacité de la vanilline a réagir avec les unités des tanins
condensés en milieu acide pour produire un complexe coloré mesuré a 500 nm. La réactivité de

la vanilline avec les tanins n'implique que la premiére unité du polymeére (Tine et al., 2010).

e Mode opératoire et calculs

La teneur en tanins condensés dans les extraits de feuilles d’olivier a été déterminée
selon le protocole modifi¢ de Sun et al. (1998). Un volume de 125 pL de l'extrait a été ajouté a
750 pl de la solution vanilline (4%, m/v) puis mélangé a 1'aide d'un vortex. Ensuite, 375 pL de
l'acide chlorhydrique concentré (HCl) ont été additionné. Apres 15 minutes d'incubation a
température ambiante, I'absorbance a ét¢ mesurée a 500 nm a l'aide d'un spectrophotometre.
Les résultats ont été exprimés en microgramme (pg) €équivalent de la catéchine par gramme de
matiere seche (ug EC/g MS) suivant 1'équation y=0,0023x-0,0024 ; (R* = 0,9932) (Courbe

¢talon des tanins condensés, Annexe 7).

11.3.6 Capacité antioxydante équivalente de Trolox (TEAC)
e Principe
L’activité antioxydante d’un produit est déduite de sa capacité a neutraliser le radical
ABTS™, obtenu a partir de ’ABTS : sel d’ammonium de I’acide 2,2’-azinobis- (3-
éthylbenzothiazoline-6-sulfonique). L’obtention du radical cation résulte du contact de I’ABTS
généralement avec la présence de persulfate de potassium qui donne une solution d'une couleur

bleu intense (Re et al., 1999).
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e Mode opératoire et calculs

Le test TEAC a été réalisé selon le protocole modifi¢ de Re et al. (1999). Pour cette
analyse 100 pL d'extrait de feuilles d’olivier ont été mélangés avec 1 mL d'une solution
éthanolique de radical ABTS (ABTS") (solution d'ABTS"" a été préparée en mélangeant 7 mM
d'ABTS et 2,4 mM de persulfate de potassium v/v 1:1, puis incubée pendant 12 a 16 heures a
l'abri de la lumiére et a température ambiante). Aprés incubation pendant 7 minutes a
température ambiante, a 1'abri de la lumiére, I'absorbance du produit réactionnel résultant de la
décoloration de 'ABTS*" a été mesurée a 734 nm. Les résultats ont été exprimés en mg
équivalent de Trolox par gramme de matiére seéche (mg ET/g MS) en utilisant 1’équation y=-

11,143x +0,5705 ; (R*=0,996) (Courbe étalon du TEAC, Annexe 8).

11.3.7 Inhibition d’oxyde nitrique (NO")
e Principe
Cette méthode repose sur le principe selon lequel le nitroprussiate de sodium en solution
aqueuse, a pH physiologique, génére spontanément de 1'oxyde nitrique, qui interagit ensuite
avec I’oxygene pour produire des ions nitrites. Ces ions nitrites peuvent étre quantifiés a l'aide

du réactif de Griess (Ebrahimzadeh et al., 2010).

e Mode opératoire et calculs

Le test d’inhibition des radicaux d’oxyde nitriques (NO") a été réalisé selon le protocole
de Lopes et al. (2012). Pour cela 450 pL d'extrait de feuilles d’olivier ont été¢ mélangés avec 1
mL de solution nitroprussiate de sodium (10 mM), puis incubés a la lumiere, a température
ambiante pendant 60 minutes. Ensuite un volume de 450 puL de réactif de Griess fraichement
préparé (un mélange 1:1 (v/v) de deux solutions distinctes : (1%, m/v) de sulphanilamide et de
(0.1%, m/v) de N-(1-naphtyl) éthyléne diamine dissous dans (2%, v/v) d’acide phosphorique
H3POy4) a été ajouté au mélangé et incubé a 'abri de la lumiére a température ambiante pendant
10 minutes. Un témoin sans extrait a ¢té réalis€ en méme temps que les échantillons.
L'absorbance du produit réactionnel a été¢ mesurée a 562 nm, Les pourcentages des radicaux

nitriques ont été calculés selon 1'équation suivante :

Actr — Aext
A ctr

% d’inhibition =

Avec A ctr, absorbance controle ; A ext, absorbance de 1’extrait.
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11.3.8 Test d'inhibition de I’a-amylase
e Principe
Le principe du test d’inhibition de I’a-amylase repose sur la réaction de l'acide
dinitrosalicylique (DNS) avec un sucre réducteur (tel que le glucose) pour former de l'acide 3-
amino-nitrosalicylique. Simultanément, les groupes aldéhydes des sucres réducteurs sont
oxydés en groupes carboxyle. Cela crée un changement de couleur observable qui peut étre

mesuré pour quantifier la présence du sucre (Draper et Hadley, 1990).

e Mode opératoire et calculs

L’activité antidiabétique a été réalisée selon le protocole de Miller (1959) avec quelques
modifications. Un volume de 200 pL d'extrait a été mélangé avec 200 pL d'amidon (1%, m/v),
suivi d'une incubation de 10 minutes a température ambiante. Ensuite, 200 puL d'enzyme a une
concentration de 0.5 mg/mL ont été ajoutés au mélange, suivi d'une nouvelle incubation de 10
minutes a température ambiante. Apres cette étape, 400 ul de solution de DNS diluée a 1/2 ont
¢été ajoutés au mélange. Le tout est ensuite placé dans un bain marie et chauffé a 100°C pendant
5 minutes. Apres cette incubation, les absorbances ont été mesurées a une longueur d'onde de

540 nm. Les pourcentages d’inhibitions ont été calculés selon I'équation suivante :

Actr — Aext

% d’inhibition = T

Avec A ctr, absorbance contrdle ; A ext, absorbance de 1’extrait.

0,

¢ Analyse statistique

Tous les résultats rapportés représentent une moyenne de 5 répétitions différentes avec
calcul de I’écart-type. Le logiciel Statistica 7.0 a été utilisé¢ pour les comparaisons statistiques
par I’analyse de la variance (ANOVA) et les différences entre les moyennes ont été déterminées

a I’aide du test LSD-Fisher en considérant un niveau de signification a p < 0,05.
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I11.1 Analyses effectuées sur les poudres seéches

I11.1.1 Teneur en cendres
La Figure 6 illustre les teneurs en cendres (%) des poudres de feuilles d'olivier des trois
provenances : Tazmalt (TZ), Timri (TM) et Akkache (AK).
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Figure 6 : Teneur en cendres des poudres de feuilles d’olivier de 3 provenances différentes.

Les résultats obtenus montrent que le pourcentage des teneurs en cendres est variable.
Il est de 8,17+0,08% pour I’échantillon de Tazmalt, de 7,81+0,01 % pour celui de Timri et de
6,90+0,32% pour la provenance d’Akkache (Fig. 6). Ces valeurs sont en accord avec les
résultats trouvés par Greche et Ennabili (2007) qui ont travaillé sur les feuilles de différentes
variétés d’olivier d’origine tunisienne (Zarrazi, Chétoui, Chemlali et Chemchali). Les résultats
rapportés varient entre 6,60+0,22 et 9,82+0,09%. Ces résultats sont légerement supérieurs a
ceux trouvés par De Oliveira et al. (2024), qui ont travaillés sur des feuilles de trois cultivars
portugais (Cobrangosa, Madural et Verdeal) et dont les teneurs en cendres sont de 4,34+0,30 a
4,79+ 0,04%.

111.1.2 Teneur en acide ascorbique

La teneur en acide ascorbique des 3 échantillons étudiés a donné lieu a des différences
significatives particulierement entre les provenances de Tazmalt (0,645+0,008 mg EAA/g MS)
et Timri (0,619+0,004 mg EAA/g MS) vis-a-vis de celle d’Akkache (0,4134+0,006 mg EAA/g
MS) (Fig. 7).
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Figure 7 : Teneur en acide ascorbique de feuilles d’olivier de 3 provenances différentes.

Pour des fins de comparaisons, nous n’avons pas trouvé dans la littérature scientifique
d’études relatant cet aspect qui concerne 1’acide ascorbique dosé au niveau des feuilles de
I’olivier. Sinon, au niveau du fruit il a été trouvé que la teneur en acide ascorbique varie de 0,03

a 7,38 mg/100 g MF selon les variétés et 1’¢état des fruits (Lopez et al., 2005).

111.1.3 Teneur en protéines

Les protéines solubles dosées par la méthode de Bradford (1979) ont donné lieu a une
teneur assez faible dans 1’échantillon de Tazmalt (6,224+0,460 mg EBSA/g MS)
comparativement a ce qui a été trouvé dans les deux autres provenances a savoir Timri et
Akkache, qui se caractérisent d’ailleurs par une teneur en protéines assez identique (= 9 mg

EBSA/g MS) statistiquement (Fig. 8).
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Figure 8 : Teneur en protéines des poudres de feuilles d’olivier de 3 provenances différentes.

Analysant une variété d’olivier dénommée Mari cultivée en Iran, il a été trouvé que la

quantité en protéines des feuilles est de 13.08+0.06% MS (Hukerdi et al., 2018). C’est a peu
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pres les mémes quantités trouvées par Cavalheiro et al. (2015) qui ont travaillé sur plusieurs
variétés de ’olivier originaires du Brésil. Les quantités trouvées varient de 10,50 a 13,10% MS

(Cavalheiro et al., 2015).

C’est un peu moins que les cas des variétés espagnoles qui exhibent des teneurs en
protéines des extraits de feuille de 7% MS (Garcia et al., 2003) jusqu’a 10% MS (Molina-
Alcaide et Yafez-Ruiz, 2008). C’est encore moins que ce qui a €té cité pour 3 variétés poussant
au Portugal, dont la teneur en protéines tourne entre 3.81 £ 0.02% a 6.43 = 0.09% (De Oliveira
et al., 2024).

I11.1.4 Teneur en proline

L’acide aminé, la proline a ét¢ quantifi¢ au sein des 3 échantillons considérés dans notre
¢tude. Les résultats obtenus montrent, tout comme pour les protéines, une quantité en proline
beaucoup moindre dans I’échantillon de Tazmalt par rapport aux deux autres échantillons.
Ainsi, la diminution est de 13% lorsqu’on compare entre ce qui a été trouvé dans 1’échantillon
de Tazmalt (1,880+0,084 pmol/mg MS) par rapport a la quantité en proline dosée dans
I’échantillon d’ Akkache. Le pourcentage de diminution passe a 16,5%, lorsqu’on la compare a
la quantité trouvée dans 1’échantillon de Timri. Par ailleurs, les 2 échantillons d’Akkache
(2,160,085 pmol/mg MS) et Timri (2,2540,224 pmol/mg MS) présentent statistiquement une

méme quantité de proline (Fig. 9).
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Figure 9 : Teneur en proline des poudres de feuilles d’olivier de 3 provenances différentes.

Sofo et al. (2004) trouvent dans les feuilles fraiches d’oliviers du sud de I'ltalie, des
valeurs en proline variant entre 0,53+£0.01 et 1,59+0.03 umol/mg MF pour ce qui est des feuilles

stressées par de la sécheresse. C’est un peu moins dans le cas des feuilles témoins d’oliviers
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irrigués, dont la quantité en proline est entre 0,47+0.02 et 0,65+0.01 umol/mg MF (Sofo et al.,
2004).

Il'y a lieu de noter que nos dosages ont été réalisés sur les poudres dessechées et nos résultats

ont donc été exprimés par rapport a de la matiére séche.

111.1.5 Teneur en sucres solubles et amidon

La figure 10 ci-dessous rapporte les résultats combinés des teneurs en sucres solubles et
en amidon. Celui relatif & la teneur en sucres solubles atteint une valeur moyenne de
130,50+1,67 mg EGlc/g MS dans I’échantillon de Tazmalt. C’est relativement la méme quantité
dans I’échantillon d’Akkache (123,50+10,37 mg EGlc/g MS), a un degré moindre dans celui
de Timri (116,00+5,52 mg EGlc/g MS) (Fig. 10).

Ceux relatifs aux teneurs en amidon, révelent des valeurs similaires entre les
¢chantillons de Tazmalt et d'Akkache, tout autant d’ailleurs que ce qui a été observé pour les
sucres solubles pour les 2 types d’échantillons. Par contre, pour I’échantillon de Timri, 1a ou
nous avons observé moins de sucres solubles, en revanche la quantité d’amidon dosée
(44,559+£5,561 mg EGlc/g MS) surpasse celles observées dans les échantillons de Tazmalt
(36,338+2,623 mg EGlc/g MS) et d’Akkache (36,825+3,075 mg EGlc/g MS) (Fig. 10).

D’ailleurs on trouve de 3,3 a 3,5 fois plus de sucres solubles que d’amidon dans les
¢chantillons de Tazmalt et Akkache. Par contre, dans I’échantillon de Timri, le rapport sucres
solubles / amidon n’est que de 2,6. Ceci indique qu’une réserve d’amidon existe un peu plus

dans I’échantillon de Timri que chez les deux autres provenances.
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Figure 10 : Teneur en sucres solubles et en amidon des poudres de feuilles d’olivier de 3

provenances différentes.
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Dans une étude de caractérisation de la composition lignocellulosique et de sucres
menée sur des feuilles issues de différents cultivars de I’olivier, il a été trouvé un contenu en
sucres solubles de ’ordre de 12,79+0,39 a 15,1440,12 % MS. Par ailleurs, il a été trouvé que
parmi les sucres solubles majoritaires, ce sont le glucose de 6,22 a 9,32 % et le mannitol (de
3,26 2 5,23) qui sont les plus représentatifs. D’autres sucres y sont présents mais faiblement tels
que le xylose, le galactose, 1’arabinose et le xylitol. Aussi, cette composition différe d’un

cultivar a un autre (Lama-Muiioz et al., 2020).

Il y a lieu aussi de dire que le contenu total en sucres solubles varie selon les saisons.
C’est ce qui a été constaté par Eris et al. (2007) qui ont rapporté un contenu en sucres solubles
de 12 a 13 mg EGlc/g MF aux mois d’aout, septembre et octobre pour passer a des contenus de

24 a 27 mg EGlc/g MF aux mois de janvier, février et mars (Eris et al., 2007).

Dans une autre étude, le dosage des sucres solubles dans les feuilles de 1’olivier donne
un contenu de pres de 100 pg/mg MS. Celui relatif au contenu en amidon est voisin de 50 pg/mg
MS. Ces dosages ont été réalisés sur les feuilles d’oliviers poussant en conditions normales,
sans stress hydrique et sans stress hautes températures (Araujo et al., 2019). Il y a lieu de faire
remarquer que ces contenus varient en fonction des conditions du milieu. Sur ce plan, un stress
hydrique fait augmenter de prés de deux fois le contenu de 1’amidon alors que 1’augmentation

des sucres solubles ne suit pas celle de I’amidon (Aratjo et al., 2019).

111.1.6 Teneur en malondialdéhyde (MDA)
La teneur en MDA mesurée ne varie pas chez les 3 provenances. Statistiquement, pas
de différences significatives entre ce qui a été dosé pour 1’échantillon de Tazmalt

(11,771«£1,193) par rapport a celui de Timri (12,47441,205) et d’Akkache (11,427+0,988
ng/g) (Fig. 11).
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Figure 11 : Teneur en MDA des poudres de feuilles d’olivier de 3 provenances différentes.

26



Chapitre 111 Résultats et discussion

Une forte accumulation du MDA est la conséquence d’un stress, notamment hydrigue.
C’est ce qui a été constaté au niveau des parties foliaires de I’olivier du sud de I'ltalie stressées
par un manque d’eau. Les teneurs en MDA enregistrées sont de 73,78 £ 2,39 & 256,06 + 13,27
nmol/g MF alors que dans les conditions normales de non stress hydrique, la teneur en MDA
n’est que de 8,00 £ 8,39 a 68,33 + 5,30 nmol/g MF (Sofo et al., 2004).

111.1.7 Teneur en chlorophylles, en phéophytines et en caroténoides totaux

= Teneur en chlorophylles

Sur les pigments chlorophylliens, les dosages effectués montrent sensiblement les
mémes teneurs en chlorophylle (a) et en chlorophylle (b) lorsqu’on les considére provenance
par provenance. En revanche, chacune des provenances se distingue par une teneur en

chlorophylle distincte, et ce qu’elle soit pour la chlorophylle (a) ou la chlorophylle (b).

En effet, I’échantillon d’Akkache montre un contenu en chlorophylle (a) comme en
chlorophylle (b), supérieur a celui de Timri, encore plus par rapport a celui de Tazmalt. On le
constate lorsqu’on considére le total des chlorophylles (a+b), ou I’on enregistre un total de 2,446
+ 0,070 mg/g MS pour celui d’Akkache, supérieur de 8,8% par rapport a celui de Timri et de
23% par rapport a celui de Tazmalt (Fig. 12).
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Figure 12 : Teneur en chlorophylles (a), (b) et totales (a+b) de feuilles d’olivier de 3

provenances différentes.

Dans 1’étude consacrée aux feuilles d’oliviers poussant en conditions normales, sans
stress hydrique et sans stress hautes températures, il a été trouvé un contenu en chlorophylles
totales d’environ 0,45 mg/g MS, avec un rapport en chlorophylle (b) deux fois plus élevé que

celui relatif & la chlorophylle (a). Cependant, lorsqu’on applique un stress hydrique, la
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chlorophylle (b) diminue pendant que la chlorophylle (a) augmente de moiti¢ (Araujo et al.,
2019).

Dans le travail d’Antunes et al. (2021) sur les feuilles de différentes variétés
d’olivier (Arbosana, Arbequina, Frantoio, Manzanilla et Koroneiki) du nord-ouest du Parana
(Brésil), il a été trouvé des quantités en chlorophylle (a) variant de 0,27+0.02 a 0,33+0.01 mg/g
MF ou bien des quantités en chlorophylle (b) variant entre 0,11+£0.01 a 0,15+0.01 mg/g MF.

Ces quantités sont assez faibles par rapport aux quantités que nous avons trouvées.
= Teneur en phéophytines

Les phéophytines dérivent des chlorophylles. Leur dosage donne lieu aux résultats
rapportés dans la figure 13. Autant pour les phéophytines (a) que pour les phéophytines (b), la
provenance d’Akkache se distingue par une teneur plus élevée que celle de Timri, encore plus
que celle de Tazmalt. C’est d’ailleurs le cas lorsqu’on considére le total des phéophytines, ou
I’on trouve dans 1’échantillon d’Akkache une teneur de 3,119+0,075 mg/g MS, supérieure a
celle de Timri (2,935+0,040 mg/g MS) et de Tazmalt (2,498+0,059 mg/g MS).
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Figure 13 : Teneur en phéophytines (a), (b) et totales (a+b) de feuilles d’olivier de 3
provenances différentes.

A chaque fois que I’on compare la teneur en phéophytine(s) trouvée par rapport a la
teneur en chlorophylle(s) correspondante, on trouve qu’elle est toujours supérieure dans tous
les cas considérés. La différence entre phéophytine (a) et chlorophylle (a) étant moins
importante que celle constatée entre la phéophytine (b) et la chlorophylle (b). Autrement, la
différence ne peut étre qu’intermédiaire entre phéophytines (a+b) et chlorophylles (a+b) (Tab.
V).
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Donc, il y a plus de phéophytine (b) que de chlorophylle (b). Ce n’est pas le cas pour la
chlorophylle (a) qui est presque de méme ordre que la phéophytine (a). La principale déduction
est que la chlorophylle (b) est plus sensible que la chlorophylle (a). Cette sensibilité se voit
beaucoup plus pour I’échantillon de Tazmalt (1,57) que celui de Timri (1,48), pendant que celui
d’Akkache présente un rapport le moins élevé (1,37) concernant la comparaison phéophytine
(b) / chlorophylle (b) (Tab. IV).

Dans un travail de Minguez-Mosquera et al. (1994) qui ont mesuré I’activité de la
chlorophyllase dans le fruit d’Olea europaea, il a été trouvé que les valeurs Km et Vmax obtenus
de I’hydrolyse de tous les substrats présentent une forte affinité pour la chlorophylle (b),
pendant que le taux maximum de la réaction le plus élevé se passe pour la phéophytine (a).
L’inhibition du substrat a été observé avec la phéophytine (b) (Minguez-Mosquera et
al.,1994).

Tableau IV : Tableau indiquant les teneurs en chlorophylles, en phéophytines et en
caroténoides totaux des 3 différentes provenances des feuilles de I’olivier (mg/g MS). Les

rapports phéophytines / chlorophylles ont été déterminés pour chacun des 3 échantillons

considérés.
Tazmalt Timri Akkache
Chlorophylle (a) 0,966+0,019° 1,090+0,012° 1,142+0,020°
Phéophytine (a) 1,052+0,042° 1,245+0,044 > 1,319+0,054°
Phé (a) / Chl (a) 1,08 1,14 1,15
Chlorophylle (b) 0,919+0,007° 1,140+0,029° 1,304+0,051°
Phéophytine (b) 1,446+0,045° 1,690+0,025° 1,799+0,043%
Phé (b) / Chl (b) 1,57 1,48 1,37
Chlorophylles (a+b) 1,885+0,024° 2,230+0,038° 2,446+0,070°
Phéophytines (a+b) 2,498+0,059¢ 2,935+0,040° 3,119+0,075°
Phé (a+b) / Chl (a+b) 1,32 1,31 1,27
Caroténoides totaux 0,172+0,016° 0,141+0,005° 0,139+0,005°
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= Teneur en caroténoides totaux

A T’inverse des chlorophylles, le contenu en caroténoides totaux de 1’échantillon
d’Akkache, tout comme d’ailleurs pour I’échantillon de Timri est de 18,6% moins important

que celui exhibé par 1’échantillon de Tazmalt (Fig. 14 et Tab. IV).
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Figure 14 : Teneur en caroténoides totaux de feuilles d’olivier de 3 provenances différentes.

Par comparaison a d’autres travaux notamment ceux de Brahmi et al. (2013), qui ont
travaillé sur les feuilles de deux variétés d’olivier (chemlali et neb jmel) collectées en Octobre
et en Janvier dans le centre de la Tunisie. Les dosages des caroténoides totaux montrent une
variation saisonniere pour les 2 variétés considérées. A ce titre, la variété chemlali montre une
teneur en caroténoides totaux variable de 51.00 mg/100 g MF en octobre a 12,11 mg/100 g MF
en janvier. Pour la variété neb jmel, la teneur en caroténoides totaux varie entre 35.24 mg/100

g MF en octobre et 9.01mg/100 g MF en janvier (Brahmi et al., 2013).

111.1.8 Synthése

Tous les parametres considérés dans cette premiére partie ont portés sur les poudres de
feuilles d’oliviers provenant de 3 oliveraies situées dans 3 endroits différents. 2 sites sont
montagneux (Timri et Akkache), un site fait partie de la plaine de la vallée de la Soummam

(Tazmalt).

Le tableau V regroupe toutes les analyses effectuées. Hormis pour la teneur en MDA
qui est la méme pour les 3 échantillons, trois autres caractéristiques considérées sont plus ou
moins différentes d’une provenance a une autre, nous citerons, les cendres, 1’acide acorbique et
la teneur en chlorophylles, (a) ou bien (b). Sinon, les sites de Timri et Akkache montrent des
teneurs identiques en protéines et en proline qui sont notablement supérieures a celles

déterminées dans la provenance de Tazmalt.
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Encore plus, les sites de Timri et Akkache se caractérisent par des teneurs en d’autres
métabolites qui sont identiques, mais inférieures cette fois-ci a celles correspondantes dans la
provenance de Tazmalt. Ici, nous citerons les sucres solubles et les caroténoides totaux. Il reste
I’amidon, sa teneur est identique entre les provenances de Tazmalt et Akkache, supérieure a

celui correspondant dans la provenance de Timri (Tab. V).

Tableau V : Récapitulatif des parameétres considérés sur les poudres provenant des feuilles

d’oliviers de 3 provenances differentes.

Tazmalt Timri Akkache
Teneur en acide aij[(;r)blque (Mg EAAE 10 645£0,008° | 0,61940,004" | 0,413£0,006°
Teneur en protéines (mg EBSA/g MS) 6,224+0,460° | 9,472+0,403* | 9,810+0,312°
Teneur en proline (umol EPro/g MS) 1,761+0,087° | 2,145+0,231% | 2,052+0,088?
Teneur en sucres solubles (ug EGlc/g 130,50+1.67 | 116,0045.52° | 123.5+10.37%

MS)

Teneur en amidon (ng EGlc/g MS) 36,33842,623" | 44,559+5,561° | 36,825+3,075°
Teneur en MDA (pg/g MS) 11,771£1,193% | 12,474+1,205% | 11,427+0,988*

La variabilité observée dans notre étude pour les tests physico-chimiques effectués, en
comparaison avec la littérature pourrait étre due a plusieurs parametres : variabilité
géographique, climatique, pédologique et agronomique. Ces différents aspects peuvent avoir
un impact notable sur la composition chimique des plantes et particulierement au niveau des
parties foliaires, qui sont le siege principal de différents processus métaboliques, dont le

processus le plus important 1ié a la photosynthése (Rodriguez-Lopez et al., 2020).

Par ailleurs, les conditions liées aux stress biotiques ou abiotiques ainsi que la part
représenté par les conditions édaphiques et les €éléments nutritifs influencent également le
métabolisme en général et le fonctionnement des feuilles en particulier (Djenane et al., 2012).
L’ensemble ne peut que modifier et influencer les principaux composants dont ceux que nous

avons considérés dans cette premicre partie.

I11.2 Méthodes appliquées aux extraits de poudres des feuilles de I’olivier
Dans ce qui suit, ce sont des résultats opérés sur les extraits de poudres des feuilles de

I'olivier. Ces extraits ont eté obtenus par décoction réalisée a travers des conditions
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préalablement optimiseées : ratio de 1 g pour 100 mL d'eau distillée, température de 76 °C, durée

de 24 minutes.

111.2.1 Potentiel hydrogéne (pH) et conductivité

A I’aide d’un pH-métre Bante 920, les mesures du potentiel hydrogéne ont donné lieu
aux résultats qui distinguent les échantillons provenant de 3 endroits différents : celui de
Tazmalt se distingue par un pH de 5,93, celui de Timri par un pH de 5,66 alors que celui

d’Akkache se présente avec un pH qui est de 5,55.

A T’aide d’un conductimeétre, les mesures effectuées donnent lieu a des résultats
sensiblement différents. La valeur mesurée pour 1’échantillon extrait de feuilles provenant de
Tazmalt est de 312 S/m, celui propre a Timri est de 323 S/m, pendant que la conductivité

mesurée dans 1’échantillon d’Akkache est de 350 S/m.

Selon Antunes et al. (2021), les résultats du pH de I’extrait de feuilles d'Olea europaea
de 5 variétés différentes (Arbosana, Arbequina, Frantoio, Manzanilla et Koroneiki) cultivés au
Brésil, varient entre 5,25 + 0,18 et 5,89 + 0,04. Nos résultats se situent dans cette gamme de
pH. Pour ce qui de la conductivité, nous n’avons pas trouvé de point de comparaison par rapport

a cette situation précise.

111.2.2 Teneur en flavonoides totaux

Le dosage quantifiant les flavonoides totaux des 3 provenances montre des teneurs qui
varient statistiquement. La teneur la plus élevée est obtenue avec 1’extrait de Timri, qui est de
4,958+0,159 mg EQ/g MS (Fig. 15). Juste apres, on trouve par ordre décroissant une teneur de
3,877+0,135 mg EQ/g MS pour I’extrait de Tazmalt, puis de 2,330+0,088 mg EQ/g MS pour
I’extrait d’ Akkache (Fig. 15).

Nos résultats ne sont pas aussi équivalents de ceux rapportés par Lins et al. (2018), qui
obtiennent une teneur en flavonoides totaux de 19.4+1.3 mg EQ/g MS dosée a partir des extraits
de feuilles d’Olea europaea L. provenant du Brésil. Il y a lieu de signaler que ces dosages

correspondent a des extraits méthanoliques.
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Figure 15 : Détermination de la teneur en flavonoides totaux des extraits de feuilles d’olivier

de 3 provenances différentes.

111.2.3 Teneur en polyphénols totaux

A T’opposé des flavonoides totaux, les quantités dosées en polyphénols totaux révelent
des différences notables entre 2 provenances vis-a-vis d’une seule provenance, en I’occurrence
celle de Tazmalt. Celle-ci se distingue par une teneur la plus élevée (78,272+1,759 mg EAG/g
MS) par rapport aux teneurs sensiblement égales (64 mg EAG/g MS) des extraits de feuilles
provenant de Timri et Akkache (Fig. 16).
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Figure 16 : Détermination de la teneur en polyphénols totaux des extraits de feuilles d’olivier

de 3 provenances différentes.

Aussi bien que pour les flavonoides totaux, les quantifications des polyphénols totaux
sont inférieures a celles obtenues par Lakache et al. (2019), qui ont travaillé avec des extraits

de feuilles d’Olea europaea méthanoliques. Les résultats obtenus avec de tels extraits de 1’ordre
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de 115,35 + 2,24 mg EAG/g, surpassent bien les notres (Lakache et al., 2019). Cependant, nos
résultats sont en parfaite accord avec ceux obtenus par Ben Salah et al. (2012), qui trouvent
des teneurs en composés phénoliques variant entre 73,05+ 15.52 et 144,19 + 10,27 mg EAG/g.
Ces résultats ont été obtenus depuis les extraits éthanoliques de feuilles d’olivier d’origine

tunisienne.

111.2.4 Teneur en tanins condensés

De trés moindre importance, les teneurs en tanins condensés ne montrent de différence
significative que pour la provenance de Timri, qui tourne autour d’une teneur de 1,930+0,075
mg EC/g MS. Cette teneur est significativement supérieure a celle de Tazmalt et d’ Akkache,
qui montrent par ailleurs des résultats similaires, respectivement de 1,713+0,097 et 1,670+£0,147

mg EC/g MS (Fig. 17).
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Figure 17 : Détermination de la teneur en tanins condensés des extraits de feuilles d’olivier

de 3 provenances différentes.

Antunes et al. (2021) trouvent que les teneurs en tanins condensés varient d une teneur
de 0,0002 + 0,00 a 0,01 = 0,00 mg EC/g pour les variétés d’olivier Arbosana, Arbequina,
Frantoio, Manzanilla et Koroneiki. Ces variétés sont celles cultivées dans le nord-ouest du
Parana au Brésil. Comparativement a nos résultats, de telles teneurs sont encore plus faibles,

cela ne peut qu’indiquer d’une présence a faible concentration de ces tannins condensés.

Les résultats obtenus concernant les polyphénols, les flavonoides et les tanins condensés
spécifient 1’extrait de Tazmalt par un contenu appréciable en polyphénols totaux par rapport
aux 2 autres extraits. Timri en revanche se distingue un tant soit peu par un contenu en
flavonoides totaux assez appréciable comparativement aux 2 autres provenances. A moindre

échelle, c’est aussi le cas pour les tanins condensés.
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La teneur en polyphénols totaux, flavonoides totaux et tanins condensés des feuilles
d'olivier varient de celles qui sont décrites dans plusieurs travaux. Ces différences sont
tributaires de plusieurs facteurs. Premi¢rement, la méthodologie d'extraction et d'analyse joue
un réle crucial. Les techniques et les solvants utilisés peuvent influencer considérablement les
résultats obtenus. A titre indicatif, des études ont montré que les variations dans les méthodes
d'extraction par solvant et les conditions analytiques peuvent conduire a des différences
significatives dans les concentrations de composés phytochimiques (Dai et Mumper, 2010).
Aussi, les changements tant qualitatifs que quantitatifs des composés phénoliques sont
dépendants du cycle biologique de l'olivier, de l'organe étudi¢ et de la variété considéré

(Brahmi et al., 2013).

Selon Altiok et al. (2008), les concentrations en composés polyphénoliques dans les
feuilles de l'olivier changent en fonction de la qualité, de 1’origine du matériel végétal et de la

zone d'étude.

111.2.5 Capacité antioxydante équivalente de Trolox (TEAC)
La Figure 18 rend compte de la capacité antioxydante équivalente de Trolox des feuilles

d'Olea europaea.

90,00 -

72,00 =
Fon) ’ h
2] c
= =
en
= 54,00 4
g "TZ
Ey = TM
G 36,00 AK
2

18,00 1

0,00

Echantillons

Figure 18 : Détermination de la capacité antioxydante équivalente de Trolox (TEAC) des

extraits de feuilles d’olivier de 3 provenances différentes.

Cette capacit¢ varie de la plus élevée trouvée dans 1’extrait de Tazmalt
(70,421£1,792mg ET/g MS), a la plus faible trouvée dans 1’extrait d’Akkache
(58,952+0,584 mg ET/g MS) en passant par une teneur intermédiaire trouvée pour 1’extrait de

Timri (64,067+0,997 mg ET/g MS).
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Ce qui a été trouvé comme documentation sur ce sujet, est que Benavente-Garcia et al.
(2000) rapportent pour la mesure du TEAC depuis les extraits des feuilles d'Olea europaea L

cultivé en Espagne des capacités antioxydantes de I’ordre de 1.58+0.06 mM.

111.2.6 Dosage d’oxyde nitrique (NO"°)

Les résultats de I'analyse d'inhibition de NO® (oxyde nitrique) dans les échantillons de
feuilles d'olivier révelent des similitudes entre les extraits des différents échantillons étudiés.
Celui de Tazmalt se distingue par un pourcentage d'inhibition de 75,64+0,25%, légerement

supérieur a celui exhibé par I’extrait de Timri et d’ Akkache, quasi-identique de 73% (Fig. 19).
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Figure 19 : Pourcentage d’inhibition de NO" des extraits de feuilles d’olivier de 3

provenances différentes.

Les résultats de notre étude d'inhibition de NO™ ont montré des valeurs significativement
plus élevées par rapport aux données rapportées par De Oliveira et al. (2024), notamment pour
des extraits hydroéthanoliques obtenus des feuilles d’olivier de différentes variétés portugaises
(Madural, Cobrancgosa et Verdeal). Les % d’inhibition obtenus varient entre 24,8 et 47,3% (De
Oliveira et al., 2024).

L’oxyde nitrique est un médiateur pléiotrope, principalement produit par une voie
enzymatique impliquant I'oxyde nitrique synthase (NOS) et ses isoformes. Ce radical libre
participe a de nombreux mécanismes physiologiques, notamment la transmission des signaux.
Toutefois, en excés, le NO", avec sa courte durée de vie, est extrémement réactif et peut interagir
avec l'oxygene et d'autres molécules pour produire des radicaux réactifs aux effets néfastes pour
les cellules (Luiking et al., 2010).
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111.2.7 Test d'inhibition de I’a-amylase
La Figure ci-dessous présente les pourcentages d'inhibition de I'a-amylase pour les trois

¢échantillons d’extraits de feuilles d'olivier référencées par rapport a un standard Acarbose a 1

mg/ml (Fig. 20).
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Figure 20 : Pourcentage d’inhibition de I’a-amylase des extraits de feuilles d’olivier de 3

provenances différentes référencées a un standard acarbose.

Les résultats de l'analyse de l'inhibition enzymatique de 1' a-amylase dans les
¢chantillons de feuilles d'olivier ont révélé des variations significatives entre les différents
¢chantillons étudiés. Le % d’inhibition obtenu pour 1'échantillon de Tazmalt est le plus ¢€levé
avec 53,15+0,53%, suivi immédiatement de celui de Timri avec 46,15+0,52%. Celui d’ Akkache

affiche le pourcentage d'inhibition le plus bas avec 39,75+0,41% (Fig. 20).

Ces valeurs sont comparativement inférieures a celles obtenues par Chigurupati et al.
(2021) qui ont rapporté des pourcentages d'inhibition de l'alpha-amylase dans les feuilles
d'olivier de la région de Qassim en Arabie Saoudite de 95,16%. Aussi, la valeur d'inhibition de
l'acarbose dans notre étude qui est de 46,55+0,17% est également inférieure a celle de 94,35%

observée par Chigurupati et al. (2021).

Il est important de noter que plusieurs facteurs pourraient expliquer ces différences,
notamment les variations dans les sources des échantillons, les méthodes d’extraction et les
concentrations utilisées. Dans 1’étude de Chigurupati et al. (2021), I’utilisation de différentes
concentrations d’éthanol absolu pourrait avoir permis une extraction plus efficace des composés
actifs responsables de I’inhibition de 1’alpha-amylase. De plus, les différences géographiques

et environnementales entre les régions de collecte des échantillons pourraient également
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influencer la composition chimique des feuilles d’olivier et par conséquent, leur activité

enzymatique (Chigurupati et al., 2021).

111.2.8 Synthése

Dans cette seconde partie, on s’est intéressé a un ensemble d’analyses regroupés en 3
grands groupes : le contenu en composés phyto-chimiques issu du métabolisme secondaire, les
activités antioxydantes et antidiabétique. Ces 3 paramétres ont été étudiés sur les extraits de

feuilles obtenus par décoction. Les feuilles ont ét¢ récoltées de 3 endroits distincts : Timri,

Akkache et Tazmalt.

Le tableau VI regroupe les résultats obtenus pour ces 3 grands groupes d’analyses

effectuées.

Tableau VI : Récapitulatif des parameétres considérés sur les extraits de poudres provenant des
feuilles d’oliviers de 3 provenances différentes.

Tazmalt Timri Akkache

Flavonoides totaux (mg EQ /g MS)

3,877+0 ,135°

4,958 + 1,509*

2,330 + 0,088°¢

Polyphénols totaux (mg EAG /g MS)

78,272+1,759%

64,037+0,775°

62,813+1,767°

Tanins condensés (mg EC /g MS)

1,713 £ 0,097°

1,930 +0,075%

1,670 £ 0,147°

TEAC (mg ET/g MS) 70,421+1,792% | 64,067+0,997° | 58,952+0,584¢
NO" (%) 75,64+0,25% | 73,66+0,35° | 73,45+0,19°
L’a-amylase (%) 53,15+0,53* | 46,15+0,52° | 39,75+0,41°

Ce qui ressort de 1’analyse de ce tableau est que les composés phénoliques totaux sont
bien représentés dans 1’échantillon de Tazmalt, beaucoup plus que ce qui a été trouvé dans
I’échantillon de Timri et d’Akkache. Les flavonoides peu représentatifs distinguent la
provenance de Timri par rapport aux provenances de Tazmalt et d’Akkache. Alors que le
contenu en tanins condensés est insignifiant et les différences entre les 3 provenances sont trés

peu marquées.

Le comportement différentiel des trois variétés vis-a-vis de ces métabolites secondaires
pourrait traduire une stratégie spécifique propre a chacune dans son endroit ou elle pousse par
rapport a son environnement immédiat. Le comportement de la plante dans son cycle biologique
est étroitement lié aux conditions climatiques, conditions de croissance, ainsi qu'a I’influence
des différents stress (Sahin et Bilgin, 2018 ; Munekata et al. 2020).
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Aussi, le contenu en substances phéenoliques est changeant en fonction des méthodes
employées lors de I’extraction comme le type de solvant, les préparations préliminaires des
échantillons, la composition du solvant, la taille des particules, la température d’extraction, le
temps, le pH et la pression (Sahin et Bilgin, 2018 ; Munekata et al., 2020). C’est aussi le cas
des flavonoides totaux, dont la variabilité est déterminee par la différence entre variétés utilisées

est transposable également aux techniques testées (Ozcan et Matthius, 2017).

Les 2 activités antioxydantes considérées dans ce travail sont la capacité antioxydante
équivalente de Trolox et le % d’inhibition d’oxyde nitrique. Dans les deux cas, ces activités
distinguent la provenance de Tazmalt par rapport aux 2 autres échantillons considérés. D’autre
part, si I’activité via le trolox est plus importante dans 1’échantillon de Timri par rapport a
I’échantillon d’Akkache, le % d’inhibition de NO® est sensiblement le méme entre ces deux

derniéres provenances.

La caractérisation de I’activité antioxydante des extraits est difficile, puisqu’elle dépend
de la technique utilisée et qui doit étre performante tenant compter de plusieurs parametres qu’il
faut controler. Les difficultés découlent des mecanismes réactionnels associes a I’effet
antioxydant (Karadag et al., 2009). Sinon, les feuilles de I’olivier comptent des composés
antioxydants. Leur capacité a piéger des radicaux libres est avérée avec un effet retardant sur
les réactions oxydatives (Sahin et al., 2018). Ces activités sont liées a plusieurs facteurs comme
la position géographique, les conditions de préparation des extraits et la période de la récolte

des échantillons (Sanchez-Gutiérrez et al., 2021).

Quant a Pactivité antidiabétique via I’a-amylase, la différence est observée pour les 3
provenances. Elle est importante dans 1’échantillon de Tazmalt, moins dans 1’échantillon de
Timri, encore moins dans 1’échantillon d’Akkache. L'inhibition de I'a-amylase peut étre due a
la richesse de la plante en composés phénoliques capables de ralentir le diabéte en inhibant la
conversion de l'amidon en glucose (Mehenni et al., 2016). Les polyphénols protegent
également contre les dommages oxydatifs induits par un exces de glucose et peuvent moduler

la sécrétion d'insuline chez les humains (Stull et al., 2010).
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Conclusion

L'objectif de cette étude est d’essayer de confirmer ou d’infirmer de possibles disparités
d’ordre physiologiques et/ou biochimiques de l'olivier (Olea europaea L.) cultivé dans
différentes régions de la wilaya de Bejaia. Pour rappel, les feuilles ont été collectées d’une
oliveraie irriguée de la région de Tazmalt située en pleine vallée de la soummam. Les 2 autres
provenances sont montagneuses, il s’agit de Timri et d’ Akkache.

Akkache d’ou on a ramené les feuilles est proche d’une riviere ainsi que d’un site dédié
a I’¢levage de volailles. Timri est en revanche un site isol¢, non entretenu et fortement exposé
a I’incidence directe du soleil.

La premiére approche a concerné les poudres obtenues depuis les feuilles desséchées

des 3 sites. Les différentes analyses effectuées ont donné lieu aux constations suivantes :

Tazmalt Timri Akkache
Cendres (%) + 4+ ++ +
Réle d’antioxydant / Défense contre le stress
Acide ascorbique (mg / g MS) +++ ++ +
Métabolisme protéinique
Protéines (mg / g MS) + + +++ +++

Indicateur de stress /

Ajustement osmotique / Protecteur

Proline (umol / g MS)

++

+++

+++

Hydrolyse de ’amidon en

sucres solubles /

Meétabolisme des sucres

Sucres solubles (ng / g MS) +++ ++ ++
Amidon (pg/ g MS) ++ ++ + ++
Photosyntheése
Chlorophylles (at+b) (mg /g MS) + ++ +++
Pouvoir protecteur contre la photoinhibition
Caroténoides totaux (mg /g MS) +++ ++ ++
Installation d’un stress oxydatif
MDA (pg/g MS) +++ +++ +++

De prime abord, les feuilles récoltées du site de Tazmalt soufrent plus que Timri.
Pendant que les feuilles récoltées du site d’ Akkache montrent certaines caractéristiques qui vont

dans le sens indiquant que I’espece dans son site naturel est bien portante.
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La seconde approche a concerné les extraits de poudres obtenus par décoction. Les

analyses effectuées ont donné lieu aux constats suivants :

Tazmalt Timri Akkache

Systéme de défense / Adaptation

Polyphénols totaux (mg /g MS) +++ ++ ++
Flavonoides totaux (mg /g MS) + + + 4+ + +
Tanins condensés (mg /g MS) ++ +++ + +

Activité antioxydante

TEAC (mg /g MS) +++ ++ +

NO" (%) +++ ++ ++

Hydrolyse de ’amidon / Mobilisation des réserves

L’a-amylase (%) +++ ++ +

+ + + : Quantité ¢levée, + + : Quantité modérée, + : Quantité faible

De D’interprétation qui ressort de ces teneurs en métabolites secondaires, 1’activité
antioxydante et le % d’inhibition de I’ a-amylase, il parait plus que probable que ce qui a été
récolté du site d’Akkache est plus résistant que ce qui est du cas de Timri, encore plus pour
celui de Tazmalt.

C’est encore plus probable lorsqu’on sait que I’oliveraie de Tazmalt de la plaine vallée,
nécessite une irrigation sinon la récolte en souffre.

D’autre part, il y a lieu de ne pas négliger 1’aspect énergétique, lorsqu’on sait que les sucres
provenant de I’activité de 1’a-amylase sont essentiels pour les processus métaboliques, y

compris ceux impliqués dans la syntheése de composés phénoliques et autres antioxydants.
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Annexe 1: Dosage d’acide ascorbique.
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Annexe 1 : Courbe d’étalonnage de 1’acide ascorbique.
Annexe 2 : Dosage des protéines.
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Annexe 2 : Courbe d’étalonnage de la BSA pour le dosage des protéines.
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Annexe 3 : Dosage de la proline.
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Annexe 3 : Courbe d’étalonnage de la proline.
Annexe 4 : Dosage des sucres solubles
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Annexe 4 : Courbe d’étalonnage de Glucose pour le dosage des sucres solubles.
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Annexe 5 : Dosage des flavonoides totaux
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Annexe 5 : Courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides totaux.

Annexe 6 : Dosage des polyphénols totaux
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Annexe 6 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des polyphénols.
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Annexe 7 : Dosage tanins condensés
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Annexe 7 : Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des tanins condensés.

Annexe 8 : Capacité antioxydante
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Annexe 8 : Courbe d’étalonnage de Trolox pour le dosage de la capacité antioxydante.



Résumé

Cette étude vise a évaluer les caractéristiques physico-chimiques des feuilles d'Olea europaea
L. de trois provenances (Tazmalt, Timri et Akkache). C’est objectivement pour une étude plus
comparative entre les trois provenances. Les analyses ont ciblé les poudres desséchées obtenues des
feuilles, puis a partir des extraits de feuilles obtenus par décoction.

Les premiéres analyses sur les poudres de feuilles desséchées donnent un premier apercu en
faveur de I’oliveraie d’ Akkache qui prime en tous points analysés sur celle provenant de Timri, encore
plus sur celle provenant de Tazmalt.

La seconde approche qui a porté sur les extraits de feuilles obtenus par la méthode de décoction
confirme 1’hypothése selon laquelle la provenance d’ Akkache est plus sauvegardé des effets stressants
que la provenance de Timri encore plus par rapport a la provenance de Tazmalt. Ce sont les analyses
des métabolites secondaires, des activités antioxydantes et de 1’activité inhibitrice de 1’a-amylase qui
confortent cette hypothése.

Mots clés : Olea europaea L., caractérisation physico-chimiques, activités antioxydantes, activité o-
amylase

Abstract

This study aims to evaluate the physico-chemical characteristics of Olea europaea L. leaves
from three provenances (Tazmalt, Timri and Akkache). This is objectively for a comparative study
between the three provenances. Analyses focused on dried powders obtained from leaves, then from leaf
extracts obtained by decoction.

The first analyses on dried leaf powders gave an initial indication in favor of the Akkache olive
grove, which outperformed the Timri grove in every respect, and even more so the Tazmalt grove.

The second approach, which focused on leaf extracts obtained using the decoction method,
confirms the hypothesis that the Akkache provenance is better protected from stressful effects than the
Timri provenance, and even more so than the Tazmalt provenance. Analyses of secondary metabolites,
antioxidant activity and a -amylase inhibitory activity support this hypothesis.

Key words: Olea europaea L., physicochemical characterization, antioxidant activities, a-amylase
activity
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