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L’oxydation est générée par des radicaux libres, espèces chimiques instables 

qui ne cherchent qu’à récupérer un électron dans leur environnement pour retrouver 

un état plus stable. Les espèces moléculaires cibles de l’oxydation sont avant tous les 

corps gras comme les phospholipides des membranes cellulaires, mais aussi les 

protéines, enzymes et ADN. Elle constitue probablement l’un des paramètres majeurs 

à l’origine de l’altération des produits alimentaires et cosmétiques. Les dégradations 

oxydatives qui en résultent affectent les qualités nutritionnelles (acides gras 

essentiels) et sensorielles des produits (composés volatils à flaveur caractéristique, 

rancissement) et même parfois à l’apparition de substances toxiques qui peuvent avoir 

des répercussions sur la santé humaine (Byun et al., 2010). 

Les antioxydants synthétiques butylhydroxytoluène (BHT), l’hydroxyanisol 

butyle (BHA), etc.) Sont fréquemment utilisés pour stabiliser les graisses, les huiles et 

les lipides contenant des aliments. Cependant, nombreuses études ont porté sur la 

toxicité élevée des antioxydants synthétiques (Gomez-Estaca et al., 2014). La 

recherche de substances naturelles bioactives alternatives à l’utilisation des additifs 

alimentaires synthétiques, mais aussi l'étude de plantes possédant des propriétés 

potentiellement valorisables dans le domaine alimentaire sont parmi les thèmes-

phares des projets de recherche actuels dans le monde. 

Les feuilles d’olivier sont connues par leurs vertus bénéfiques pour la santé 

humaine, due à leurs richesses en composés phénoliques, notamment l’oleuropéine. 

Ces composés possèdent, entre autres, des pouvoirs antioxydant, anticancéreux, 

antimicrobien qui les rendent très importants pour les domaines de la santé et 

l’industrie agroalimentaire. Aouidi 

 

Notre présent travail comporte deus parties 

Dans la première partie de cette étude, nous avons commencé par une étude 

bibliographiques  sur  les feuilles d’olivier, les composés phénoliques ainsi que le 

stresse oxydant. 

La deuxième partie, réservée à l’étude expérimentale et discussion des 

résultats, traite les points suivants : 

Extraction et dosage de quatre classes de composés phénoliques (PTS, 

flavonoïdes, tannins hydrolysables et tannins condensés) 
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Evaluation de l’activité antioxydante d’extrait de feuilles d’olivier au moyen 

de deux tests : Le pouvoir réducteur du fer et le piégeage du radical libre DPPH. 

 

 

 
 

. 

 

    



 Chapitre I                                           Radicaux libres et stress oxydant	
 

	 	3	
 

 

I. Radicaux libres et stress oxydant 

I. 1. Les radicaux libres  

I. 1. 1. Définition  

   Un radical libre est défini comme toute molécule possédant un ou plusieurs 

électrons non appariés (Jacques et André., 2004), cette molécule est très instable et 

réagie rapidement avec d’autres composants, essayant de capturer l’électron 

nécessaire pour acquérir la stabilité, une réaction en chaine débute lorsqu’un radical 

libre attaque la molécule stable la plus proche en lui arrachant son électron, et la 

molécule attaquée devient elle-même un radical libre (Martinez-Cayuela, 1995). 

I. 1. 2. Production des radicaux libres  

   La production des espèces oxydantes est une conséquence inévitable du 

métabolisme aérobie. En effet, l’organisme a besoin d’O2 pour produire de l’énergie 

au cours des réactions dites de respiration oxydative. Cependant, une faible partie de 

l’oxygène échappe à sa réduction en eau au niveau de la mitochondrie, elle peut alors 

être à l’origine de la production de radicaux libres oxygénés (Chu et al., 2010) . 

   Les autres sources de production de radicaux libres sont classées en deux catégories   

les sources endogènes ou les RL sont des produits des réactions de l’organisme, et les 

sources exogènes tel que le tabagisme, les radiations UV, les médicaments, les réactif 

chimiques, les solvants industriels et la pollution (Pastre, 2005). 

I.1.3. Nature des radicaux libres dans le système biologique  

   La majorité des espèces radicalaires dans le corps est dérivée de l’oxygène, 

certaines peuvent être dérivées de l’azote (NO•) qui possède un électron partagé entre 

son atome d’azote et son atome d’oxygène (Benammar, 2011).  

 Espèces réactives de l’oxygène (ERO) 

   L’oxygène est un élément essentiel pour les organismes multicellulaires parce 

qu’il permet de produire de l’énergie en oxydant de la matière organique. Lors de la 

réduction de l’oxygène en eau, 2 à 3 % de l’oxygène sont transformés en espèces 

réactives de l’oxygène (ERO, radicaux libres) particulièrement réactionnelles 

(Koppenol,2001 ; Lesgards, 2000). 

   Dans une première étape, le radical libre anion superoxyde est formé, ce qui 

conduit par la suite à la production d’autres comme le peroxyde d’hydrogène, 

l’oxygène singulet, le radical hydroxyle.De part leur nature instable, les ERO sont 
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I. 2.2.  Les maladies liées au stress oxydant  

La plupart des maladies induites par le stress oxydant apparaissent avec l'âge, car le 

vieillissement diminue les défenses anti-oxydantes et augmente la production 

mitochondriale de radicaux. En faisant apparaître des molécules biologiques 

anormales et en sur-exprimant certains gènes, le stress oxydant sera la principale 

cause initiale de plusieurs maladies : cancer, cataracte, sclérose latérale 

amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu, œdème pulmonaire, 

vieillissement accéléré.   

   Le stress oxydant est aussi un des facteurs potentialisant l'apparition de maladies 

plurifactorielles tel que le diabète, la maladie d'Alzheimer, les rhumatismes et les 

maladies cardiovasculaires (Favier, 2003). 

I.2 .3. L’oxydation lipidique problèmes de conservation en agroalimentaire 

   Des principales préoccupations de l’industrie agro-alimentaire est d’assurer la 

conservation des aliments. En effet, l’oxydation des lipides au cours du traitement et 

de stockage des aliments est d'une importance majeure. Les acides gras polyinsaturés 

ainsi que les phospholipides membranaires sont les cibles privilégiées des attaques 

oxydatives qui forment des hydro peroxydes ; ces derniers sont sensibles à la 

poursuite de l'oxydation et la production des produits d’oxydation secondaire tels que 

les aldéhydes à chaîne courte, des cétones et d'autres composés oxygénés qui peuvent 

nuire à la qualité globale des aliments, y compris : la saveur, le goût (composés 

volatils à flaveur caractéristique, rancissement), la valeur nutritionnelle (acides gras 

essentiels) et la production de composés toxiques dont le malondialdéhye 

(Moudache,2017 ). 

I.2 .4. Oxydation des protéines 

   Les radicaux libres peuvent réagir avec les différents acides aminés et donc altérer 

la structure des protéines (Pastre, 2005). Une modification structurale mineure d’une 

protéine peut induire une forte variabilité dans le fonctionnement de celle-ci. Comme 

pour les lipides, c’est le radical hydroxyle qui est le plus réactif pour induire des 

altérations oxydatives des protéines introduisant de nouveaux groupes fonctionnels 

comme des fonctions hydroxyles ou carbonyles qui contribuent aux altérations des 

fonctions des protéines. L’oxydation induit également des modifications de 

conformation ainsi que des phénomènes de fragmentation (Kruidenier et al.,2002; 

Valko et al.,2006). 
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I. 3. Les antioxydants  

I. 3.1.  Définition  

   Les antioxydants sont des composés chimiques capables de minimiser efficacement 

les rancissements, retarder la peroxydation lipidique, sans effet sur les propriétés 

sensorielle et nutritionnelle du produit alimentaire. Ils permettent le maintien de la 

qualité et d’augmenter la durée de conservation du produit. En outre, l’antioxydant 

alimentaire idéal, doit être soluble dans les graisses, efficace à faible dose, et non 

toxique, n’entraine ni coloration, ni d’odeur, ni saveur indésirable, résistant aux 

processus technologiques, et stable dans le produit fin (Hellal, 2011). 

  I. 3.2. Classification des antioxydants  

I. 3.2.1. Classification Solon  la nature chimique  

 Antioxydants synthétiques 

   Les antioxydants synthétiques, vu leur efficacité, leur faible coût et leur 

disponibilité, sont largement utilisés dans les aliments comme additifs dans le but de 

prévenir la rancidité. Plusieurs antioxydants synthétiques comme le BHA, le BHT, 

sont utilisés dans les cosmétiques et les huiles végétales (Guo et al.,2006). 

 Le BHA et le BHA sont des antioxydants phénoliques synthétiques hautement actifs 

qui agissent en inhibant la chaine de réactions d’initiation et en réduisant la 

peroxydation des acides gras insaturés (Xiang et al., 2007). 

   Malgré la puissance de leur activité antioxydant, l’excès de ces antioxydants 

synthétiques peut être toxique, responsable de mutagenicités et peut même présenter 

un danger pour la santé humaine (Williams, 1993)  

 Antioxydants naturels  

   Les antioxydants naturels apportés par l’alimentation comprennent, généralement, 

des tocophérols, des caroténoïdes et des phénols végétaux bioactifs. Les effets 

bénéfiques sur la santé des fruits et légumes sont largement dus aux vitamines 

antioxydantes présentes par un grand nombre de composés phytochimiques (Caillet et 

Lacroix, 2007). 
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   I.  3.2.2. Classification des antioxydants par rapport à leur mécanisme d’action  

    A : définition de la Mécanismes d’action des antioxydants  

   En présence d'oxygène, l'oxydation des lipides insaturés ne peut pas être empêchée. 

De plus, c’est une réaction irréversible, cependant elle peut être inhibée. Les 

antioxydants sont des réducteurs qui ralentissent et inhibent l'oxydation des lipides. Ils 

peuvent agir sur différentes étapes de l'auto-oxydation et de 

l'oxydation (MOUDACHE. 2017). 

 B. La Classification des antioxydants  Solon leur mécanisme d’action  

 Groupe I (les antioxydants primaires)  

   Ce genre d’antioxydants peut inhiber la réaction d’initiation et la propagation de 

l’oxydation en participant au processus d’oxydation et en convertissant les radicaux 

libres vers leurs formes inactives. Les antioxydants primaires sont généralement des 

composés phénoliques (AH) capables de donner un atome d’hydrogène au radical 

libre et le convertir en un composé stable non radicalaire. Un piégeur du radical libre, 

même à des concentrations faibles, entre en compétition avec les lipides pour rendre 

le radical libre inactif par l’intermédiaire d’une réaction de libération d’un électron, 

suivie d’une déprotonation  (Frankel et al., 2000 ; Huang et al., 2005). 

 Groupe II (les antioxydants secondaires)  

   Les antioxydants secondaires englobent une large gamme de différentes substances 

chimiques chélateurs de métaux pro-oxydatifs, des désactivateurs de l’oxygène 

singlet, des piégeurs de la molécule d’oxygène, inhibiteurs des enzymes pro-

oxydative, enzymes antioxydants et destructeurs des hydroperoxides.  

Parfois, quelques antioxydants peuvent exercer plusieurs fonctions anti-oxydatives, 

par exemple, l’acide ascorbique peut être un piégeur du radical libre, désactivateur des 

oxygènes singlets dans une solution aqueuse et effectivement régénérer du tocophérol. 

Plusieurs flavonoïdes sont des piégeurs de radicaux libres et chélateurs de métaux 

(Miller et al., 1996). 
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Tableau I: Principaux nutriments antioxydants et leur sources alimentaires                             

(Mohammedi, 2013). 

Principaux nutriments antioxydants  Sources alimentaires  

Vitamine C  Agrume, melon, brocoli, fraise, kiwi, 

chou, poivron  

Vitamine E  Huile de tournesol, de soja, de maïs, 

beurre et dans les œufs et les noix  

GRAS Légumes et fruits orangés et vert foncés  

Flavonoïdes  Fruits, légumes et thé vert  

Acides phénoliques  Céréales complètes, baies et cerises  

Tanins  Lentilles, thé, raisins et vin  

Métabolisme de  

cystéine, glutathion  

Caséine, Lactalbumine (petit-lait), 

produits laitiers  

Brocoli, chou, œufs, poissons et viandes 

 

I. 3.3. Utilisation des antioxydants 

  Dans le domaine agro-alimentaire, les antioxydants  sont principalement utilisés 

pour prévenir ou retarder les phénomènes d'oxydation des aliments au cours des 

procédés technologiques du transport et du stockage, les antioxydants synthétiques 

sont fréquemment utilisés pour stabiliser les graisses, les huiles et les lipides 

contenant des aliments (Byun et al, 2010; Wanasundara et Shahidi, 2005). 

 

 



      Chapitre II                                                         Les composes phénoliques	

 
 

	 	10	
 

II. Les composes phénoliques  

II.1. Définition  

   Avec environ 9000 structures naturelles élucidées à ce jour, les polyphénols 

constituent une famille importante de métabolites secondaires de faible poids 

moléculaire du règne végétal (Akowauh et al, 2004). Sont des composés qui ont un ou 

plusieurs groupes d'hydroxyles attachés directement à un cycle aromatique. Le phénol 

est une structure sur laquelle le groupe entier est basé, le cycle aromatique est 

représenté par le benzène (Vermerris et Nicholson, 2006). Les polyphénols sont 

habituellement trouvés sous forme d’esters ou glycosides plutôt qu'en forme libre 

(Vermerris et Nicholson, 2006).  

II. 2. Biosynthèse des composés phénoliques  

   Du point de vue biosynthétique ,les composés phénoliques peuvent être engendrés 

par deux voies métaboliques: la voie du shikimate, la plus courante, qui conduit entre 

autre à la formation des acides phénoliques, flavonoïdes et lignines et la voie des 

polyacétates qui est à l’origine de composés polycycliques tels que les coumarines, les 

xanthones et les quinones (Machaeix et al.,2006).    

II. 2.1. La voie de Shikimate  

     C’est souvent la voie de biosynthèse des composés aromatiques, elle joue un rôle 

pour contrôler le métabolisme de la voie de phénylpropanoide (Yao et al., 1995). 

II. 2.2.La voie de l’acide malonique  

   La glycolyse et la β-oxydation aboutissent à la formation de l’acétyl CoA donnant le 

malonate. C’est à travers cette voie que s’effectue la cyclisation des chaînes 

polycétoniques, obtenues par condensation répétée d’unités « Acétate » qui se fait par 

carboxylation de l’acétyl-CoA. Cette réaction est catalysée par l’enzyme acétyl-CoA 

carboxylase (Fleeger et Flipse, 1964). 

II. 3. Localisation au niveau cellulaire et tissulaire 

     Les composés phénoliques s'accumulent principalement dans deux sites, d'une part, 

la paroi cellulaire où sont présentes les lignines, et d’autre part, dans la vacuole. Des 

flavonoïdes pourraient également être présents au niveau du noyau et de la  membrane 

plasmique mais toujours à très faible concentration. A l'échelle tissulaire, on observe 
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les protéines du derme, d’où leur utilisation dans le tannage des peaux. Les polymères 

donnent une structure hérissée d’OH phénoliques capable de former des liaisons 

stables avec les protéines (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006). 

II .5. Les propriétés antioxydantes des composés phénoliques 

   Les composés phénoliques ont été en grande partie étudiés pour leur forte capacité 

antioxydants. Leur intervention se fait à différents niveaux : piégeage de radicaux 

libres, chélations de métaux et inhibition de certaines enzymes. 

II .5. 1. Le piégeage des radicaux libres  

   Les propriétés antioxydantes des polyphénols sont souvent associées à leur forme 

radicalaire. En effet, leur structure chimique aromatique permet une délocalisation 

électronique importante, donc une stabilisation de leur forme radicalaire. Cette 

propriété leur confère la capacité de piéger les radicaux et les ERO (radicaux 

superoxydes, hydroxyle, peroxyles et alkoxyles) (Hennebelle., 2004 ; Pastre, 2005). 

Le piégeage des radicaux libres par les polyphénols. 

II .5.2.La chélation des métaux  

   La production de radicaux hydroxyles très réactifs à partir de l’espèce moins 

réactive H2O2 via la réaction de Fenton a comme origine les ions métalliques comme 

le fer ou le cuivre (Macheix et al., 2006).  

composés phénoliques ont la propriété de chélater les métaux à forte charge positive 

(tels que le Cu2+, le Fe3+ et l’Al3+).pour forme des complexes (Lee et al., 2004, 

Macheix etal., 2006).  

II.6. Intérêt des composés phénoliques  

II.6. 1.Dans le domaine Agroalimentaire 

    Berset et Bondini (2000) posent le problème de la place des polyphénols dans 

l’alimentation et soulignent leurs différentes fonctionnalités à savoir :  

L’action sur la qualité sensorielle des aliments, flaveur, saveur et couleur. 

L’action sur la sécurité alimentaire, rôle antioxydant et antibactériens.  

Plusieurs auteurs se sont intéressés à l’activité antioxydante des polyphénols.(Chimi et 

al.1988) au cours de leurs études ont mis en évidences le rôle des composés 

phénoliques dans la préservation de la qualité de l’huile. 
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III l’olivier 

III.1.1Historique  

     L’olivier, comme la plupart des plantes naturalisées dans le bassin méditerranéen, 

est originaire de la région caucasienne où sa culture commença il y a 6 000 ou 7 000 

ans, puis il se diffusa sur les côtes de la Syrie, de la Palestine et en Egypte (Villa 

,2006). 

    Les Grecs participèrent à l’extension de l’aire oléicole avec leurs colonies d’Emilie 

et de Provence (Mahbouli, 1974). 

     Les Romains permutèrent ensuite une grande extension des oliveraies et un essor 

des échanges d’huiles d’olive (Mahbouli, 1974). 

III.1.2.classification  

La classification botanique de l’arbre de l’olivier selon  (Cronquist ,1981) est la 

suivante : 

Règne : Plantae 

Sous-règne : Tracheobionta 

Division : Magnoliophyta 

Classe : Magnoliopsida 

Sous-classe : Asteridae 

Ordre : Scrophulariales 

Famille : Oleaceae 

Genre : Olea 

Espèce : Olea europea L. 

Sous-espèce : Olea europea subsp europaea var. europaea . 

III.1.3.Distribution géographique  

    L’olivier se présente sur tous les continents (excepté l'antarctique) : des régions 

tempérées du nord aux régions subtropicales du sud et des basses altitudes aux 

altitudes élevées (Wallander et Albert, 2000). 

III.1.3.1.A l’échelle mondiale  

     En 2012, les oliveraies occupaient une superficie totale de 11 193 000 ha dans le 

monde, avec 1 460 000 000  pieds d’olivier. 
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 III.2.3. Composition  chimique des feuilles d’olivier  

  La composition chimique des feuilles varie en fonction de nombreux facteurs : 

variété, conditions climatiques, époque de prélèvement, âge des plantations 

(Nefzaoui, 1991). Elles contiennent des traces d'éléments vitaux pour la bonne santé 

tels que le sélénium, le fer, la vitamine C, le B‐carotène et une grande partie d'acides 

aminés (Polzonetti et al., 2004). 

   Les feuilles sont particulièrement riches en carbohydrates. La matière organique est 

constituée par des protéines, des lipides, des monomères et polymères phénoliques 

(tel que les tannins). Et principalement par des polysaccharides (tel que la cellulose et 

l’hémicellulose). La teneur en protéine est faible dans les feuilles d’olivier. (Aouidi, 

2012).Le Tableau II montre sa composition chimique globale selon différents auteurs.  

 

Tableau II : Composition chimique global des feuilles d’olivier (exprimé en g par 

100 g) selon plusieurs auteurs (Aouidi, 2012). 

Composition 

(en %) 

Boudhrioua 

et al., 2009 

Erbay et 

Icier, 2009

Martin- 

Garcia 

et al., 

2006 

Garcia 

et al., 

2003 

Fegeros 

et 

al., 1995 

Eau 

Protéines 

Lipides 

Minéraux 

Carbohydrates 

Fibres brutes 

Cellulose 

Hémicellulose 

Lignin 

Polyphénolstotaux

Tannins solubles 

Tannins condensés 

46,2-49,7 a 

5,0-7,6 a 

1,0-1,3 a 

2,8-4,4 a 

37,1-42,5 a 

Nd 

Nd 

Nd 

Nd 

1,3-2,3 b 

Nd 

Nd 

 

49,8 a 

5,4 a 

6,5 a 

3,6 a 

27,5 a 

7,0 a 

Nd 

Nd 

Nd 

Nd 

Nd 

Nd 

41,4 a 

7,0 b 

3,2 b 

16,2 b 

Nd 

Nd 

Nd 

Nd 

Nd 

2,5 b 

Nd 

0,8 b 

Nd 

Nd 

6,2 b 

26,6 b 

Nd 

Nd 

19,3 b 

25,4 b 

30,4 b 

Nd 

Nd 

Nd 

44,0 a 

Nd 

Nd 

9,2 b 

Nd 

18,0 b 

11,4 b 

13,3 b 

14,2 b 

Nd 

0,3 b 

1,0 b 
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a: correspond aux valeurs exprimées par rapport à la masse fraiche des feuilles 

d’olivier. 

b : correspond aux valeurs exprimées par rapport à la masse sèche des feuilles  

d’olivier. 

Nd: valeur non déterminée 

III.2.4.Les composés phénoliques des feuilles d’olivier  

      Des études suggèrent que les feuilles d'olivier sont une source importante de 

composés phénoliques bioactifs (Lee et al., 2009) ; (Braham et al., 2012). Cette teneur 

change selon l’age, l’origine, les conditions climatiques, et la  variété,…..etc (Braham 

et al., 2012). Les feuilles d’olivier sont riche en : Flavonoïdes (lutéoline, 

quercétine...), les secoiridoides (oleuropeine, ligstroside...), les acides phénoliques  tel 

que l’acide caféique, acide coumarique et chlorogénique (Ryan et al., 2002 ; Khan et 

al., 2007).et terpnoide (acide oleanolique et des alools phenoliques tel que :tyrosol et 

hydroxytyrosoles ). 

   L'oleuropeine est le principal composé phénolique des feuilles d’olivier (Ryan 

et al., 2002), il est aussi responsable de la saveur amère des olives (Esti et al, 1998).  

Il est présent à raison de 5 à 7 mg/g de feuilles fraîches (Perrin, 1992). Les polymeres 

phènolique sont représentés par les tannins hydrolysables et condenses et 

principalement  par la lignine  (fegrosse et al 1995). 

Tableau III : Structures chimiques des composés phénoliques les plus abondants des 

feuilles d’olivier. (Benavente-Garcia et al., 2000) 
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III.6.1. Action antioxydant 

   Les composés phénoliques de l’olive dont les sécoiridoides sont susceptibles de 

réagir avec la plupart des espèces réactives de l’oxygène (ERO). En effets, 

l’oleuropéine et ses dérives l’hydroxytyrosol et le tyrosol ont montré un pouvoir anti 

radicalaire important sont capable de piéger les ERO et les espèces réactives de 

l’azote ce qui permet la protection d’ADN contre les lésions (De la Puerta et al., 

2001). Les flavonoïdes exercent aussi leur activité antioxydant via leur groupe 

hydroxyle. Cette action est également due à la présence de triterpènes. 

Tableau IV: Propriétés pharmacologiques des composés phénoliques d’Olea 

europaea ( Moudache 2017).        

  

Mécanismes d’action et 
indication cliniques 

Références 

Activité anti-oxydante Altiok et al., 2008; Lee et al., 2009; Jemai et 
al., 2008; 
Benavente-García et al., 2000; Kiritsakis et 

al., 2010. 

Activité anti-microbienne Pereira et al., 2007; Bisignano et al., 1999, 
Sudjana et al., 2009, 
Cobrançosa et al., 2007. 

Activité anti-viral Micol et al., 2005; Omar 2010; Lee-Huang 
et al., 2003. 

Activité hypo-glycémiante Komaki et al., 2003 ; Gonzalez et al., 1992, 
Jemai et al., 2009. 

Activité hypo-tensive Khayyal et al., 2002 ; Somova et al., 2003; 
Eddouks et al., 2009; 
Susalit et al., 2011. 

Activité anti-inflammatoir Miljkovic et al., 2009, Benavente Garcia et 
al.,2000, Kim et al., 
2003 

Activité anti-cancérigène Abaza et al., 2007; Bouallagui et al., 2011; 
Hamdi et Castellon., 
2005; Menendez et al., 2007; Owen et al., 
2003. 
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I.3.2. Dosage des composés phénoliques  

I.3.2.1. Phénols totaux solubles 

Le dosage des phénols totaux solubles est effectué par la méthode au Folin-Ciocalteu 

décrite par Singleton et Rossi. (1965) rapportée par Škerget et al. (2005). Le réactif de 

Folin- Ciocalteu, mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12O40) et d’acide 

phosphomolybdique (H3PMo12O40), est réduit en présence de polyphénols en un 

mélange d’oxydes bleus de tungstène (W8O23) et de molybdène (MO8O23). La 

coloration bleue produite est proportionnelle au taux des composés phénoliques 

présents dans le milieu réactionnel (Lapornik et al., 2005).  

   Mode opératoire : 

 

 

 

 

                                                                                                                                               

d’incubation au bain marie à 50°C/5min 
 

l’absorbance est mesurée à 760nm 

 

                       Figure 8 : Protocole de dosage des polyphénols. 

La teneur en Phénols totaux solubles (PTS) est détermine par référence a une courbe 

détalonnage obtenue avec l’acide gallique .les résultats sont exprimes en mg 

équivalente d’acide gallique par gramme de matière sèche (mg EQ AG /gMS). 

I.3.2.2. Dosage des flavonoïdes 

   La quantité de flavonoïdes contenue dans les extraits feuille est déterminée selon la 

méthode colorimétrique de Lamaison et Carnat (1990). 

Cette méthode est basée sur la capacité des flavonoïdes à se complexer avec le 

chlorure d’aluminium. Il résulte de cette réaction une coloration jaunâtre avec un 

maximum d’absorption à 430nm. 

 

 

 

2,5 ml du réactif de Folin ciocalteu+500ul  d’extrait 

Ajoute 2 ml de carbonate de 
sodium à 7,5% (Na2CO3) 
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 Mode opératoire : 

 

1ml d’extrait a été ajouté à 1ml de chlorure d’aluminium (2%) 

                             

                                                                                             

 

 

   

 

 

 

                             Figure 9 : Protocole de dosage des flavonoïdes. 

La teneur en flavonoïdes, est détermine par référence a une courbe détalonnage 

obtenue avec le Quercitine .les résultats sont exprimes en mg équivalente d’acide 

gallique par gramme de matière sèche (mg Eq Q /gMS). 

I.3.2.3. Dosage des tannins condensés 

   La teneur en tannins condensés est déterminé par la méthode à la vanilline 

(Deshpande et al.,1986), basée sur la capacité de la vanilline à réagir avec les unités 

des tannins condensés en présence d’acide pour produire un complexe coloré et 

mesuré à 500 nm. 

Mode opératoire : 

 

   2,5ml de vanilline-HCl (1:1) sont ajoutés à 0 ,5ml de l’extrait 

 

   

 homogénéisation et incubation au bain marie à 30°C pendant 20min 

 

 

  

 

 

                      Figure 10 : Protocole de dosage des tannins condensé. 

laissés à l’obscurité pendant 15min à température ambiante 

Lecture à 430 nm 

Lecture a 500nm
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 Les résultats sont rapportes a une gamme étalon et exprimes en milligramme 

équivalent de catéchine par gramme de matière sèche  mg eq C /gMS)    

I.3.2.4. Dosage des tannins hydrolysables 

   Les teneurs en tannins hydrolysables sont déterminés par la méthode au chlorure  

ferrique décrite par Mole et Waterman (1987), basée sur la capacité du chlorure 

ferrique à réagir avec les unités des tannins hydrolysables pour donner une coloration 

bleue mesurée par spectrophotométrie à 660nm. 

 Mode opératoire :  

 

 

 

 

 

 

 

              

                  

                      Figure 11 : Protocole de dosage des tannins hydrolysables. 

La teneur en tannins hydrolysable est détermine par référence a une courbe 

détalonnage obtenue avec l’acide tannique.les résultats sont exprimes en mg 

équivalente d’acide tannique par gramme de matière sèche (mg EQ AT /gMS). 

I.4. Autres métabolites secondaires 

I.4.1. Mise en évidence de la présence d’autres métabolites secondaires dans les 

Extraits  

  La mise en évidence de la présence des métabolites secondaires est effectuée sur 

trois types de composés (saponines, alcaloïdes et terpenoides) 

   La détection des saponosides est réalisée au moyen du test de Yadav et Agarwala 

(2011) : 3ml d’eau distillée sont ajoutés à 1 ml d’extrait. Après agitation pendant 2 

min, la formation d’une mousse persistante indique la présence des saponines. 

Cette dernière est mesurée. La lecture des résultats est rapportée à l’échelle suivante : 

< 4mm : +      .  4-8mm : ++     . > 8mm : +++ 

500ml d’extrait 

1,75ml de chlorure ferrique (FeCl3 à 0,01M dans HCl à 0.001M) 

homogénéisation 

l'absorbance à 660 nm 
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  La présence d’alcaloïdes est révélée par la méthode d’Amana (2007) : Quelques 

gouttes du réactif de Bouchardat sont ajoutées à 2 ml d’extrait. La formation d’un 

précipité brun-noir, brun-terne ou jaune-brun indique la présence de ces métabolites 

dans l’extrait. 

La méthode de Aziman et al. (2012) permet de mettre en évidence la présence de 

terpènoïdes : 1 ml de chloroforme est ajouté à 2.5 ml d’extrait. Après 

homogénéisation, 1.5 ml d’H2SO4 concentré sont ajoutés au mélange. La formation 

d’une couleur brun-rouge à l’interface indique la présence de ces composés. 

I.5. Activité antioxydant des extraits de feuilles 

Elle réalise ou moins de deux tests : 

 Effet scavenger du radical DPPH et mesure solon la méthode de Brand-

Williams et al. (1995). 

 le pouvoire reducteur est évalue Solon la méthode d’Oyaizu (1986) 

I.5 .1. Pouvoir réducteur ferrique 

  Elle repose sur la réduction du fer ferrique Fe3+ (FeCl3) en fer ferreux Fe2+ (FeCl2) 

en présence d’un agent chromogène, le ferricyanure de potassium K3 [Fe(CN)6]. 
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 Mode opératoire : 

 

200μl d’extrait 

 

500μl de tampon phosphate 

(0.2 M, pH6.6) 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

l’absorbance a 700nm 

 

                              Figure 12: Protocole d’étude du pouvoir réducteur.  

Le pouvoir réducteur de fer est exprime en mg équivalent d’acide ascorbique par 

référence a une courbe d étalonnage  

I.5.2. Activité anti-radicalaire du DPPH 

    L’activité anti-radicalaire du DPPH des extraits phénoliques est déterminée selon la 

méthode décrite par Brand-Williams et al. (1995). Elle est basée sur la capacité des 

antioxydants à piéger le radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH). Ce dernier est 

réduit à la forme d’hydrazine (non radical) en acceptant un atome d’hydrogène. Plus 

la perte de couleur est élevée plus le donneur d’hydrogène est considéré comme un 

antioxydant fort. 

 

 

500μl de ferricyanure de potassium 

([K3Fe(CN) 6] à 1%). 

incubation de ce mélange (50°C pendant 20min 

Ajoute 500μl d’acide 

trichloracétique (TCA à 10 %) 

centrifugation (à 4500 tpm    

pendant 10 min) 

1 ml de surnageant est mélangé avec 1 ml de l’eau distillée et 200μl de chlorure 
ferrique FeCl3 (0.1%, P/V) 
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I.6. Analyse statistique des résultats 

   Toutes les déterminations sont menées en triple. Tous les résultats ont fait l’objet 

d’une analyse de la variance à un seul facteur, suivie d’une comparaison multiple des 

moyennes (Test LSD) au moyen du logiciel Statistica version 5.5. Les différences 

sont significatives à p < 0.05. 
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II .Résultats et discussion 

II .1. Teneurs en composés phénoliques 

Nos différents tests analytiques mettent en évidence la présence de différentes classes 

de composés phénoliques (PTS, flavonoïdes et tannins condensés et hydrolysables) 

dans les extraits de feuilles. 

II.1.1.Teneurs en phénols totaux solubles 

   La figure 16 montre une variabilité de teneurs entre les différents extraits. L’extrait 

aqueux  se caractérise par la plus faible teneur en PTS : 13 ,25 mg EqAG/gMS. 

La substitution de l’eau par l’éthanol améliore de manière significative  (P<0.05) 

l’extraction des PTS. 

La plus forte est notée pour l’ETHOH (50%) (33,24 mgEqAG/gMS. p< 0.05), suivie 

de  ETHOH (70%) (28,24 mg Eq AG/g MS). 

 

 

 

                         Figure 16 : Teneurs en phénols totaux solubles 

IV .1.2. Teneur en flavonoïdes 

   Les teneurs en flavonoïdes des différents échantillons sont illustrés dans la figure 

17. Les extraits aqueux des feuilles caractérisent par les teneurs les plus faibles en 

flavonoïdes : 1,05  mg EQ Q/g MS (P<0.05). 

L’augmentation de la substitution de l’eau par l’éthanol (50% et 70%) s’accompagne 
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d’une amélioration progressive de la solubilisation des phénols totaux des feuilles : 

Les teneurs notées pour l’éthanol (50%) et ethanol 70 % sont réspectivement (1,78 mg 

Eq Q /g MS.), et (5,03 mg Eq Q /g MS) p <0.05. 

 
 

 
 
                            

Figure 17: Teneurs en flavonoïdes 

 

IV .1.3. Teneurs en tannins condensés 

          Les extraits aqueux de feuilles (figure18) renferment les plus faibles quantités 

en tannins condensés (2,10 mg EC C /g MS). 

L’optimum d’extraction est atteint avec l’éthanol (70%) (4,63 mg Eq C/g MS). 

L’incorporation de quantités croissante d’éthanol dans le solvant d’extraction 

augmente significativement (P<0.05) la solubilisation des Teneurs en tannins 

condensés des feuilles 
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                             Figure 18 : Teneurs en tannins condensés. 
 

IV .1.4. Teneurs en tannins hydrolysables 

 La figure 19 illustre la variabilité de teneurs en tannins hydrolysables de nos 

échantillons  p<0.05. 

 Les extraits aqueux affichent les plus faibles teneurs en tannins hydrolysables: 

6,32 mg Eq AT/g MS. 

 Dans nos conditions expérimentales, la solubilisation des tannins hydrolysables de 

feuilles augmente avec le taux de substitution de l’eau avec l’éthanol. Les teneurs sont 

respectivement 24.07 et 31.02 mg Eq AT/ g MS pour l’ethanol 50% et l’ethanol 70% 

 

 
               
                                Figure 19: Teneurs en tannins hydrolysables 
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I.3. Corrélations de l’activité antioxydante avec les teneurs en composés 

phénoliques 

Les données rapportées dans le Tableau XIII relèvent des corrélations entre activités 

antioxydantes et les teneurs en composés phénoliques. Les diverses corrélations 

rapportées diffèrent entre elles par le niveau de signification. 

Nous notons une corrélation hautement significative entre le DPPH et la teneur en 

phénols totaux solubles (R2= 0.806), les tannins hydrolysables (R2= 0.902) et les 

tannins condensés (R2= 0.631); les flavonoïdes participent pour (49%) de cette 

activité.  

Tableau VII: Matrice de corrélation (R2) des composés phénoliques et l’activité 

antioxydante. 

Variables  PTS  FLAV  TC  TH  DPPH  FRAP 

PTS  1 

FLAV  0,195  1

TC  0,425  0,812 1

TH  0,780  0,653 0,828 1

DPPH  0,806  0,492 0,631 0,902 1 

FRAP  0,896  0,489 0,712 0,970 0,934  1

 

Le pouvoir réducteur du fer des extraits est significativement corrélé avec chacune des 

quatre classes des composés phénoliques dosés (phénols totaux solubles, flavonoïdes 

et tannins (condensés et hydrolysables) (R2= 0.896, 0.489, 0.712 et 0,970 

respectivement). Nos données suggèrent que l’essentiel de cette activité est due 

majoritairement aux PTS (89.6%), tannins hydrolysables (97%) et tannins condensés 

(71.1%) des extraits. Une corrélation très significative est enregistrée entre DPPH et 

pouvoir réducteur (R2= 0.934) 

I.4. Discussion générale : 

    La mise en évidence de la présence de diverses classes de composés phénoliques 

(Phénols totaux solubles, flavonoïdes, et tanins condensés) dans les extraits de feuilles 

est en accord avec les données de la littérature, très variables au demeurant. 

   Les teneurs en phénols totaux solubles (13,25  à 33,24 mg Eq AG/g MS) se 

rapprochent  des valeurs rapportées par Abaza et al. (2011); Botsoglou et al. (2010 et 

2012); Amari, (2012) ; Meziani et al. (2015), (16,52 à 104 mg Eq AG/g MS). 
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Les teneurs en flavonoïdes (1,05 et 5,03mg Eq Q /g MS) s’intègrent dans 

l’intervalle des valeurs obtenues par Makris et al. (2007b); Abaza et al. (2011); 

Botsoglou et al. (2012); Brahmi et al. (2012) (0.81à 21.47 mg Eq Q /g MS). 

Concernant les tannins condensés, les teneurs enregistrées (2,10 à 4,63 mg Eq 

C/g MS) dans nos extraits s’intègrent dans l’intervalle des valeurs  rapportées par 

Martín García et al. (2003) et Vinha et al. (2012) (0,37 à 8,33 mg Eq C/g MS).  

La comparaison avec les données de la littérature n’est pas aisée, tant divers 

facteurs (végétal, saison, climat, variété, procédé d’extraction, etc.) peuvent 

influencer. Dans le présent travail, seul le solvant intervient dans la variabilité des 

teneurs en différentes classes des composés phénoliques des deux substrats étudiés. 

En accord avec Altiok et al. (2008) et Abaza et al. (2011), nous avons noté que 

l’incorporation du solvant organique à l’eau améliore la solubilité des différentes 

classes de composés phénoliques. 

L’activité antioxydant des extraits est évaluée au moyen de deux tests: pouvoir 

réducteur ferrique et effet scavenger du radical DPPH. 

Nos résultats concernant l’activité scavenger du radical DPPH des extraits de feuilles 

d’Olea europaea (89.13% à 91.86 %) sont en accord avec ceux rapporté par Brahmi et 

al. (2012) et Vinha et al. (2012) (49.94% à 90 %). De même les différents extraits ont 

manifesté un pouvoir réducteur élevé. 

Pour un même test, les différences d’activité révélées pourront être dues  à la 

différence d’activité des composés solubilisés. Cette hypothèse est corroborée aussi 

bien par la variation de teneurs en divers classes de composés phénoliques solubilisés. 

 Une corrélation linéaire fortement significative est obtenue par Lee et al. 

(2009) ; Brahmi et al. (2012) ; Terpinc et al. (2012) entre l’activité antioxydante et de 

la teneur en composés phénoliques de feuilles d’oliver indiquant que les composés 

phénoliques peuvent contribuer directement à l'effet antioxydant. 



                                                       Conclusion générale  
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           Notre étude a été consacrée à l’extraction et dosage des composés phénoliques 

des  feuilles d’olivier  et l’évaluation de leur activité antioxydante.   

           Les résultats ont montré une composition riche et variée en métabolites 

secondaires ( Flavonoïdes, tannins et phénols totaux  solubles) dans tous les extraits.   

La teneur en phénols totaux solubles varie de 13,25  à 33,24 mg EqAG/g MS, pour les 

flavonoïdes elle varie entre 1,05  et 5,03 mg EqQ/gMS et pour les tanins condensés 

elle varie  de 2,10 à 4,63 EqAG/gMS. Et enfin  pour les tanins hydrolysables elle 

varie de 6,32 à 31.02 mg Eq AT/g MS.  

Dans nos conditions expérimentales, l’utilisation d’un solvant binaire 

(éthanol/eau) améliore significativement (P<0.05) la solubilité des composés 

bioactifs. 

   Les différents extraits testés ont manifesté une activité antioxydante 

remarquable par les deux tests (DPPH et  pouvoir réducteur). Le pourcentage 

d’inhibition du radical DPPH varie de 89.13% à 91.86%. Pour  le  pouvoir  réducteur 

de fer les valeurs enregistrées  varient entre 32,94 a 63,76  mg EAA/g de MS. 

Les extraits éthanoliques manifestent une plus forte activité que celle des 

extraits aqueux. 
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Résumé 

Olea europea est un arbre qui appartient à la famille des Oléacées. C’est une 

plante médicinale largement utilisée en médecine traditionnelle en Algérie.  

A travers cette étude nous avons tenté d’une part de caractériser les différents 

composés phénoliques des feuilles d’olivier et d’évaluer le potentiel antioxydant des 

extraits. 

Les résultats obtenus dans ce travail ont montré une composition riche et 

variée en métabolites secondaires, où les flavonoïdes, les tannins et les phénols totaux 

ont caractérisé tous les extraits 

   Le test phytochimique qualitatif réalisé a montré la présence des terpenoides et 

les saponines dans tous les extraits.  

Une analyse quantitative des extraits est réalisée des teneurs importants des 

polyphénols et des flavonoïdes des tannins (hydrolysables et condense). 

Le pouvoir antioxydant a été évalué par la technique de piégeage du radical libre 

DPPH et la réduction du fer FRAP: Le pourcentage d’inhibition du radical DPPH 

varie de 89.13% à 91.86% et les valeurs enregistrées  pour le pouvoir réducteur du fer 

varient entre 32,94 a 63,76  mg EAA/g de MS. 

Les mots clé : Polyphénols, activité antioxydante, Olea europaea 
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