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Introduction générale

L’olivier est considéré comme étant une plante aromatique et médicinale, réservoir de
composés naturels aux effets bénéfiques, parmi les composeés identifiés dans les extraits de
feuilles : les composés phénoliques [1].

D’apres les revues  bibliographique effectuées, il a ét¢ démontré que 1’extrait les
feuille d’olivier a une faible solubilité dans les milieux aqueux, pour remédier a ce probléme
il est intéressant d’utilisé des vecteurs tels que les cyclodextrines.

Les cyclodextrines qui sont des oligosaccharides cycliques pouvaient étre utilisés
comme vecteurs de choix par formation des complexes d’inclusion avec les molécules
hydrophobes et permettre ainsi la solubilisation de ces molécules dans des milieux aqueux [2].

En plus de sa géométrie et de sa réactivité chimique, la cyclodextrine est considérée
comme un produit semi naturel pouvant étre synthétisé par une technologie écologique par

simple conversion enzymatique de I’amidon .D’autre part, n’étant pas onéreuse et sans

toxicité révélée, elles sont largement utilisées dans le domaine pharmaceutique vu leurs
capacités a encapsuler des molécules lipophiles, d’augmenter leur biodisponibilité, et les
protéger contre le milieu extérieur [2].

Les complexes d’inclusions formés a partir des cyclodextrines sont considérés parmi
les structures les plus intéressantes en raison de la diversité des structures et le nombre
important de leurs applications [3].

L’¢tude des complexes d’inclusion des molécules organiques avec les cyclodextrines
a attiré¢ D’attention de beaucoup des chimistes expérimentateurs et théoriciens pendant les
années passées [3].

Le but de ce travail est d’¢tudier la composition de D’extrait des feuilles d’olivier
puis améliorer sa solubilité¢ en utilisant différents types de cyclodextrines par le test
d’Higuchi et Connors, et enfin caractériser les résultats par infrarouge et UV visible.

Ce mémoire est composé de deux parties .la premiére partic est constituée d’une
recherche bibliographique. Elle est repartie en trois chapitres .le premier chapitre est consacré
a parler sur les feuilles d’olivier, ses propriétés physico-chimiques et thérapeutiques. Le
deuxiéme chapitre est consacré a I’histoire, la structure chimique, la caractérisation
physicochimique des CDs et la formation d’un complexe d’inclusion entre une CD et une
molécule invitée, Au final le troisiéme chapitre est consacré a une mise au point sur les

radicaux libres, les antioxydants naturels et leur mécanisme d’actions.
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Dans la seconde partie, nous avons décrit la méthode d’extraction de feuille d’olivier,
par la suite nous avons effectué le dosage des tannins condensés, quantifié les polyphénols
totaux, pour déterminer les profils de solubilité des CDs utilisés. Ensuite nous avons effectué
un complexe d’inclusion dans la phase aqueuse et le mélange physique ; puis les caractériser
par une analyse UV visible et infrarouge.

Les résultats obtenus sont ensuite suivis d’une discussion dans laquelle nous

essayerons d’interpréter et de les comparer avec des études réalisées.
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Chapitre I : Les feuilles d’olivier

1.L’introduction

Les plantes médicinales sont utilisées depuis I’antiquité, pour soulager et guérir les
maladies humaines. Parmi ces plantes se trouve : I’olivier. C’est une plante dont on
consomme principalement le fruit : I’olive. Mais ses feuilles aussi présentent un intérét certain
pour la santé. L’olivier, arbre de la famille des oléacées, cultivé surtout dans le bassin
méditerranéen depuis au moins 3500 ans avant notre ére [4]. Cette plante est tres valorisée
grace a ses produits riches en valeurs nutritionnelles et thérapeutiques, ce qui en a fait le

centre d’intérét des recherches scientifiques. [5]
2.Historique

L’olivier ou bien Olea europea est introduit pour la premiére fois dans “Species
plantarum®, par Linné, en 1753 en raison de son aire géographique [5]. Il était dans
I’antiquité grecque et romaine, un embléme de fécondité et un symbole de paix et de gloire.
Le nom scientifique de I’arbre"Olea" vient d’un mot qui signifiait "huile" chez les grecques de
I’antiquité [4]. Olea est le genre appartenant a la famille des Oleaceae comprend 30 a 600

espéces [6]. La culture de I’olivier prend son origine de la frontiére Irano-Syrienne [7].
L’olivier présente la classification suivante :

Régne : Plantae

Sous-regne : Tracheobionta
Embranchement : Agniophta
Sous-embranchement : Angiospermes
Classe : Mognoliopsida)

Sous-classe : Astéridées

Ordre : Scrophulariale

Famille : Oléacées

Genre : Olea

Espéces : Olea europaeae[9]
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Figure 1 : Schéma de la taxonomie du genre Olea (Oleaceae) et répartition géographique des

taxons [9].

En Algérie, I’oléastre véritable aurait existé depuis des millénaires avant notre ¢re,
mais aucune indication ne permet d’en comprendre 1’évolution [10]. Son importance dans
I’alimentation des anciens habitants de Djerba, en Tunisie, qui, en pressant ses fruits,
obtenaient de I’huile a été déja citée [11].Le type sauvage, un complexe de formes non
cultivées et chétif, classé conventionnellement comme Oleaeuropaea var. oleaster ou

sylvestris, est un composant de la végétation mediterranéenne [12].
3.Répartition géographique
Dans le monde

La zone naturelle de répartition géographique de 1’olivier dans le monde se situe
principalement entre le 26 ° et le 45° degré de latitude nord et sud [5]. La culture d’olivier est
I’une des plupart activités agricoles importantes dans les pays méditerranéens, elle couvre 8
million d’hectares, presque 98% de la récolte mondiale [13].

En Afrique, I’olivier est cultive par ordre d’importance en Tunisie (56 millions),
Maroc (50 millions), Algérie, Libye, Egypte, Afrique du Sud et Angola. Les pays d’Europe
qui cultivent 1’olivier sont par ordre d’importance : L’Espagne (309 millions d’oliviers),
I’Italie (238 millions), la Gréce (170 millions), le Portugal (72 millions) et la France (7
millions). Au Moyen Orient et en Asie, les pays cultivateurs d’olivier sont par ordre

d’importance Turquie, Syrie, Palestine, Liban, Jordanie, Irak, Iran et Chine. En Amérique,



Chapitre I : Les feuilles d’olivier

I’olivier est cultivé par ordre d’importance en Argentine, Mexique, Chili, Pérou, Uruguay,

Brésil et Etats Unis (Californie). L’ Australie fait partie des nouveaux producteurs.

Le bassin méditerranéen reste une zone privilégiée par rapport au reste du monde pour
la culture de ’olivier grace a son climat adéquat tant au niveau de la température mais aussi

au niveau de ’hydrométrie [14].

| W subsp. cerasgformi'sp——
subsp. cuspidata

subsp. europaea

subsp. guanchica
W subsp. taperrined
BN subsp. marrocana

.

Figure 2 : Distribution naturel du complexe Olea europea dans le monde [15].
En Algérie

L’Algérie posséde un patrimoine oléicole trés riche avec environ 32 millions
d’oliviers, répartis sur une superficie de 328,884 hectares, soit 34,09% du verger arboricole
national [16] et 4,26% du patrimoine mondiale [5]. L’olivier avec ses nombreuses vertus
telles que sa résistance a la sécheresse, sa capacité d’adaptation, sa culture maintient la
biodiversité sur des terres pauvres et contribue a freiner la désertification et 1’érosion des sols,
ses fonctions ont aidé sa diffusion sur le territoire national. Il se concentre notamment dans
certaines wilayas : comme Bejaia, Tizi-Ouzou et Bouira qui ont produit a elle seules en 2008
,179180 hectolitres d’huile sur une superficie de 108893 ha, soit 51% de la production
nationale et environ 44% du verger national oléicole. Ces trois wilayas sont spécialisees

beaucoup plus sur la production d’huile [17].
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- L'oliveraie en 1999
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14 : TIARET
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32: EL-BAYADH
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4: 0.E.BOUAGHI
7 : BISKRA

12 : TEBESSA

17: DIELFA
28: MISILA

39 : EL-OUED

45 1 NAAMA

Figure 3 : Carte d’oléiculture en Algérie. [15]

4.Les variétés algériennes

La caractéristique de la culture d’olivier en Algérie, aussi ancienne que traditionnelle,

est I’utilisation actuelle d’un matériel végétale sélectionné naturellement au fil des siécles.

Le patrimoine variétal algérien est constitué de plusieurs variétés de cultivars [18].

Chemlal : C’est la variété la plus dominante en Algérie, elle représente pres de
45% du patrimoine oléicole nationale.

Ségoise : C’est une variété auto-fertile, elle représente 20% de la verge oléicole
nationale. Généralement, elle se localise a I’ouest du pays allant d’Oued Rhiou
jusqu’a Tlemcen. C’est une variété a deux fins.

Azeradj et Bouchouk : Elles accompagnent généralement le peuplement de
Chemlal dont Azeradj améliore la pollinisation. Elles présentent un gros fruit
destiné a la conserverie et méme a la production d’huile.

Limli : Représente 8% de la verge oléicole nationale, elle se rencontre dans la
région d’Oued Soummam.

Rougette de Mitidja : C’est une variété a huile installée dans la plaine de Mitidja
et sur le piémont de 1’ Atlas, a faible altitude.

Rougette de Guelma et blanquette de Guelma : Elles se trouvent en association
dans la région Est du pays.[9]
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5. Les feuilles d’olivier
Définition

Les feuilles d’olivier sont persistantes, lancéolées, d’une couleur vert-grisatre puis au-
dessus, et blanc-argenté au-dessous, pour avoir un meilleur intérét thérapeutique, les feuilles
sont recoltées aux mois de Mars et Avril, avant la formation de leurs boutons floraux, et
lorsqu’elles sont en pleine croissance, puis séchées pour préparer des tisanes, des gélules et
des teintures-mére. Trés souvent, elles contiennent des matiéres grasses, des cires, des

chlorophylles, les acide (gallique et malique), des gommes, des fibres végétales [19].

Biomasse

L’industrie oléicole engendre, a c6té de produit principal (huile d’olive), des
coproduits de type liquide (margines) et solide (grignons, feuilles et brindilles). Ces derniéres
sont collectées par différentes facon : soit lors de la taille des oliviers, ou la quantité produite
lors de cette opération, est estimées a environ 25kg de feuilles et brindilles par an et par arbre
[20]; ou bien durant la récolte d’olive, apres la séparation des fruits, ou les feuilles forment

10% du poids d’olive récoltés [21].

Figure 4 : Les feuilles d’oliviers coproduits de I’oléiculture engendrée en grande

quantité lors de la récolte et la tailles des oliviers [5].

Composition des feuilles d’olivier

Les feuilles d’oliviers sont caractérisées par une matiére séche d’environ 50%. La
composition chimique des feuilles varie en fonction de nombreux facteurs : variété, conditions
climatiques, époque de prélevement, &ge des plantations [20]. Elles sont riches en

carbohydrates, la matiére organique est constituée par des protéines, des lipides, des
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monomeres et polymeres phénoliques (tel que les tannins) et principalement par des

polysaccharides (tel que cellulose, hémicelluloses) [5].

La composition en acides aminés et en minéraux des feuilles d’olivier, est démontrée

dans les Tableaux 2 et 3 respectivement.

Tableau 1 : Composition chimique globale des feuilles d’olivier (exprimé en g par 100g) [5]

Composition Boudhrioua et Erbayet Martin-Garcia Garcia-Gomez Fegeros et
(en %) al., 2009 Icier, et al., 2006 et al., 2003 al., 1995
2009
Eau 46,2-49.7 a 498a 414a nd 440a
Protéines 50-76a 54a 7.0b nd nd
Lipides 1,0-13a 65a 32b 6.2b nd
Minéraux 28-44a 36a 162b 26,6 b 92b
Carbohydrates 37,1-425a 275a nd nd nd
Fibres brutes nd 70a nd nd 18.0b
Cellulose nd nd nd 193b 114b
Hémicellulose nd nd nd 254b 133b
Lignin nd nd nd 304b 142b
Polyphénols totaux 1,3-23b nd 25b nd nd
Tannins solubles nd nd nd nd 03b
Tannins condensés nd nd 08b nd 1.0b

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

Tableau 2 : Composition en acides aminées des feuilles d’olivier fraiche (exprimé en g
par Kg d’azote total) [4].

Acides aminées Concentration
Acide aspartigque 27.5
Acide gluotamigue 35.1
Serine 44 5
Gilycine T9.6
Histydine 25,4
Arginine 1620
Threorine 46 8
Alanine T3.8
Proline B 2
Twvrosine 323
Waline T4 B
Mehionine 5.3
Cysteine 1.6
Isoleucine 58K
Leucine 104
Phenylalanine 51.8
Lysine 19 1
Acides aminées essenticls 547
Acides aminées non essentiels 379
Acides aminées totaux (sans tryptophane’) 926
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Tableau 3 : Composition en minéraux des feuilles d’olivier (exprimé en g par Kg de

matiére seche) [22].

Minéraux Concentration
Calcium (Ca) 12.7
Phosphore (P) 2.1
Manganése (Mg) 1.9
Potassium (K) 6,3
Fer (Fe) 2730
Cuivre (Cu) 10,7
Zinc (Zn) 21.3
Magnésium (Mn) 50.0

Profil phénolique

Généralité sur les composes phénoliques

a. Définition et localisation des composés phénoliques

Les composées phénoliques, des métabolites secondaires (molécules nécessaires a la

défense de la plante contre les agressions extérieures), sont un ensemble des substances

organiques phytochimiques, avec plus de 8000 structures phénolique connues, présents dans

tous les organes de la plante [23]. La structure de base est caractérisée par un noyau

benzoique, auquel est directement lié un groupe hydroxyle, libre ou engagé dans une fonction

éther, ester, ou hétéroside [24].

OH

Lo &

Figure 5 : Structure chimique d’une fonction phénol. [5]
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D’autre terme les composés phénoliques sont des substances dérivées de la voie
métabolique de 1’acide shikimique [25], synthétisés par I’ensemble des végétaux et participent
aux réactions de défense face a différents stress biotique (agents pathogénes, blessures,
symbiose) ou abiotique (lumiére, rayonnement UV, changement de température et carences).
Les polyphénols contribuent a la qualité organoleptique des aliments issus des végétaux

(couleur, astringence, ardme, amertume) [4].

Dans la cellule, les composés phénoliques sont essentiellement localisés sous forme
soluble dans les vacuoles. Ils peuvent également s’accumuler dans les parois végétales : c’est
le cas de la lignine (hétéropolymere d’alcools coniférylique, p-coumarylique et sinapylique)

ou de certains flavonoides [26].
b. Classification des polyphénols

Aucune classification universelle de composés phénoliques n’existe [27], donc de
nombreux auteurs ont les réparties avec leurs propres classifications. Certains ont classifiés
les polyphénols en groupes en se basant sur le nombre de carbone dans la molécule ; d’autres

les ont séparés en deux catégories : les non flavonoides et les flavonoides.

La classification est basée essentiellement sur la structure, le nombre de noyaux

aromatiques et les éléments structuraux qui lient ces noyaux. [10]

Tableau 4 : Classification des composés phénoliques [28]

Nombre Structure Classe Exemples

d’atome de

carbone

6 C6 Phénols simples Catéchol, hydroquinones

7 C6-C1 Acides phénoliques Acide gallique, Vanilline

8 C6-C2 Acétophénones,Acides 3-acétyl6-
phénylacétiques Méthpxybenzaldehyde

Gallacetophénone

9 C6-C3 Acide cinnamique, coumarins, Acide caféique, Esculétine

11
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chromones

10 C6-C4 Naphtoquinones Shikonine

13 C6-C1-C6 Xanthones Bellidifoline, Mangoctine

14 C6-C2-C6 Stilbénes Hydrangénol, pinosylvine

15 C6-C3-C6 Flavonoides, isoflavonoides Quercétine, Roténoide

18 (C6-C3)2 Lignanes Matairésinol

30 (C6-C3-C6)2 Bi flavonoides Amentoflavone,
Hinokiflavone

N (C6-C3-C6)n  Tannins condenseés, Aesculitanins

Proanthocyanidols

Composition des feuilles d’olivier en composés phénoliques

Les composés phénoliques ont été 1’intérét de plusieurs recherches scientifiques grace
a leurs propriétés thérapeutiques et bienfaits sur la sant¢ humaine. Les feuilles d’olivier sont
considérées comme une source significative de composés phénoliques bioactifs équivalentes
aux produits principales (huile et fruits d’olivier) [29]. La teneur en composés phénoliques
des feuilles d’olivier varie entre 2,8 mg/g de matiere séche et 44,3 mg/g de matiere seche, elle
peut méme dépasser les 250 mg/g de matiere seéche [5]. Cette variation de composés bioactifs
dépend de plusieurs facteurs tels que 1’age des feuilles, 1’origine, les conditions climatiques, le

mode de séchage, la période de récolte et le type de solvant d’extraction [13].

Les feuilles d’olivier sont trés riches en composes phénoliques monoméres et
polymeéres de différentes structures, elles se composent de triterpeénes (I’acideolenolique),
flavonoides (1’acide olenolique), sécoiridoides (oleuropéine et 1’oleuropeoside), acide
phénolique (I’acide vanillique), alcools phénoliques (tyrosol et hydrotyrosol) [30],

I’oleuropéine esl le composé phénolique majoritaire dans les feuilles d’olivier [31].

12
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Tableau 5 : Exemples des composeés phénoliques présents dans les feuilles d’olivier [5].

Composeé Structure chimique
phénolique
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- - L
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Non-flavonoid olive biophenols OoH

i N
oH NS e —
uo\/«lﬁ { J ]
| on (
oH O >/ oH ~_©

MO ,/J\ R \2\. o /k\o ~
L l\s\ A l\r/o o k> =~ o ]
I ©

C £ u |
o. o !
Q LT \/\I\f o ~—~ 1
} uo”\(l"oﬂo = ~coBcH; =2 HO™ ~om
o= “on onH H H

Caffcic acid (CA) R « H: Tyrosol (T) Oleuropein (OL) Elcmolic acid Verbascoside (VB)

a) @ “) ) %)
R = OH: Hydroxytyrosol (HT)
)
F1 id olive biophenol '/?i/
avonoir ohve iophenols oM

S

HO o i J

= =

r e =
1 ¥’
Sia oH oH o o/k*‘“o"
{ ] = R |
HO. 0\/\\/' o - f ) e
= =
_— I m/‘ s;lio/\, Sn
on )
on i
& & HO I ~onH
R~ H: Apigenin (AF) iy oH P —
R = OH: Lutcolin (LU} ®> ao)

)

Figure 6 : Structure chimique de quelques composeés phénoliques identifiés dans les feuilles

d’olivier.
L’oleuropéine

L’oleuropéine un sécoiridoides, présent dans tous les produits d’olivier (fruits, huile
d’olive, feuilles, etc.). C’est le composé bioactif majoritaire dans les feuilles d’olivier, il est
responsable du go(t amer des feuilles d’olivier, de I’huile d’olivier et les olives non
fermentés. Plusieurs recherches ont démontré que I’oleuropéine posseéde des activités
biologiques importantes tels que : [Dactivit¢ antioxydante, antimicrobienne, anti-
inflammatoire, hypoglycémique, hypotensive, aussi un effetcardio-protecteur et neuro-
protecteur. Il améliore aussi le métabolisme des lipides pour se protéger contre 1’obésité.
L’oleuropéine agit dans le processus de 1’auto-défense d’olivier contre 1’attaque des agents

pathogénes et des insectes [5].

La teneur en oleuropéine dans les feuilles d’olivier est de 6,8 g/100g de feuilles fraiche
[32], ceci fait que les feuilles d’olivier sont une source naturelle renouvelable pour

I’extraction d’oleuropéine [4].
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OH

OH

Figure 7 : Structure chimique de 1’oleuropéine.
6. Activités biologiques des feuilles d’olivier

Récemment plusieurs études on mit sur le point le contenu des feuilles d’olivier et
I’extraction de ces composés a haute valeur ajouté, d’ou leurs utilisation dans les industries
pharmaceutique, alimentaire et cosmétique [4]. Les feuilles d’olivier possedent plusieurs

propriétés pharmacologiques, parmi eux on site :
Activité antioxydante

Les feuilles d’olivier contiennent des composés phénoliques qui augmentent sa
stabilité et les conferent des propriétés antioxydante. Les composés phénoliques de feuilles
d’olivier sont susceptibles de réagir avec la plupart des (ERO) especes réactifs d’oxygene.
L’oleuropéine et son dérivée 1’hydroxyterysol ont démontrés une activité antiradicalaire
importante, ils sont capables de piéger les ERO ce qui permet la protection d’ADN contre les
liaisons [33]. Les flavonoides aussi exercent une activité antioxydante, grace a leur
groupement hydroxyle ; cela est di a la présence des triterpenes. En effet, les CPs sont
capables de piéger les radicaux libres, inhiber la peroxydation lipidique en réduisant les
radicaux hydroxyles, peroxyles et superoxyles. lls possedent aussi le pouvoir de chélation des

métaux, gracea leurs propeiétés chélatrices [1].
Activité antimicrobienne

Les effets antimicrobiens des phénols issus de I’olive, I’huile d’olive et les feuilles de
I’olivier ont été le sujet de différentes recherches qui confirment I’effet antimicrobien des
polyphénols. Il a été établi que les sécoiridoides (oleuropéine et ses dérivés), une des classes

principales de polyphénols contenues dans 1’olive, 1’huile d’olive et feuilles d’olivier,
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empéche ou retarde le taux de croissance d’une gamme de bactéries et de microchampignons.
L’Olea europaea peut étre considéré comme une source potentielle d’agents antimicrobiens
prometteurs pour le traitement des infections des systemes gastro intestinal ou respiratoire de
I’homme. La feuille d’olivier elle-méme est un fongicide et contient un antibactérien

I’oleuropéine, qui protége 1’arbre des champignons et moisissures [34].
Activité antiallergique

L’activité antiallergique est attribuée a I’influence des polyphénols sur la production
de T’histamine. En effet, les flavonoides inhibent les enzymes, tels que I’AMP cyclique
phosphodiesterase et ATPase, responsables de la libération de I’histamine a partir des

mastocytes et des basophile [35].
Activité anti-inflammatoire

Plusieurs études ont montrés que certains flavonoides sont capables de modifier le
métabolisme de I’acide arachidonique dans les plaquettes. IIs ont méme reporté que les effets
de la quercitrine et la myricétine sont dose-dépendant. A des fortes concentrations, ils inhibent
la cyclooxygénase et lipooxygénase. Cependant, a des faibles concentrations, seule la
lipooxygénase est affectée. En outre, d’autres flavonoides tels que 1’apigénine et la chrysine

agissent principalement sur I’activité de la cyclooxygénase [36].
Effet anticancéreux

Cette effet est présent généralement dans tous les types dethé, particulierement dans le
thé vert, la catéchine a montré une activité anti-tumorale [37]. Cette activité est attribuée a la
capacité d’un flavonoide d’inactiver le t-PA (tissue type plasminogen activator) en greffant a
celui-ci la laminine, une molécule de la matrice extracellulaire qui joue un réle important
durant la morte cellulaire. La quercitrine inhibe les croissances cellulaires en empéchant

certaines phases du cycle cellulaire en bloguant les sites récepteurs d’homones [38].
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7. Domaines d’utilisations des feuilles d’oliviers
Domaine de I’alimentation animale

Les feuilles sont utilisées dans I’alimentation des moutons et chévres [39]. Elles sont

également utilisées dans 1’alimentation des dindes pour améliore la qualité de leurs viandes
[40].

Domaine thérapeutique

La consommation humaine d’infusion des feuilles d’olivier est bénéfique pour la santé
[41]. Les feuilles d’olivier ont un pouvoir anti-inflammatoire, antifongique et

antimicrobien[42].
Domaine pharmaceutique

La valorisation concerne I’extraction des tocophérols et de 1’oleuropéine, ainsi que la
production de I’hydroxytyrosol [43]. D’autres substances extraite des feuilles d’olivier sont

également aussi valorisées, tels que les flavonoides [44], les stérols et les alcools gras [45].
Domaine cosmétologique

Les feuilles sont utilisées dans la formulation des produits cosmétiques, tels que les

savons, les crémes,...etc [46].
Industries alimentaires

Les feuilles d’olivier peuvent étre utilisées comme des ingrédients dans la formulation
d’aliments pour les hyper-glycémiques [47], stabilisant de 1’huile de tournesol [48] et de
I’huile d’olive [24].

8. Utilisation traditionnelle des feuilles d’olivier

Historiqguement les feuilles d’olivier sont totalement orientées vers 1’alimentation
animale ; parfois elles sont utilisées en médecine traditionnelle [4]. A 1’époque grecque, les
feuilles sont utilisées pour désinfecter les blessures cutanées, les anciens leur accordaient des
vertus antiseptiques et la propriété de combattre toute sortes d’infections. Les anciens
Egyptiens s’en servaient des feuilles d’olivier pour momifier les pharaons ; de méme elles

sont appréciées comme un reméde populaire célebre pour traiter la fievre. Au X1Xeme siecle,
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on les employées pour combattre la malaria (paludisme) et I’hypertension. Ces emplois ont
été abandonnés par 1’apparition des antibiotiques. Cependant, les professionnels modernes de
la santé ont commencé a utiliser I'extrait de feuille d'olivier, en 1995, les premiers résultats
furent tres positifs. Depuis, il a été démontré que la feuille d’olivier posséde de nombreux
avantages thérapeutiques contre de nombreuses maladies et des vertus dans le maintien de la

santé globale. [4]

L’olivier et ses derivés sont parmi les plantes médicinales les plus étudiés, grace a
leurs bienfaits et pouvoirs thérapeutiques. Par leurs pouvoir antimicrobien et antiviral, les
feuilles d'olivier peuvent étre bénéfique dans le traitement des affections causées par ou
associés a un virus, un rétrovirus, une bactérie ou un protozoaire. Parmi ces pathologies
traitables il y a : la grippe, le rhume, les infections dues aux candidats, la méningite,
I'encéphalite, le VIH / ARC / SIDA, la fatigue chronique, I'népatite B, la pneumonie, la
tuberculose, la malaria, la diarrhée sévere, les infections des voies urinaires et les soins
dentaires. [11]

L’activité antioxydante de I’extrait des feuilles d’olivier s’agit de protéger les
vaisseaux sanguins et améliorer la circulation sanguine, son efficacité a la protection du cceur
lors d’une occlusioncoronaire a ét¢ démontrée. Les feuilles d’olivier sont considérées comme
des anticancéreux, hypotenseurs, radio-protectives, elles possedent aussi des propriétés anti-
lipidimique (diminuer le mauvais cholestérol”LDL"en augmentant le bon cholestérol "HDL"),

ce qui en fait un inestimable complément du traitement du diabete non insulinodépendant.

Les études réalisées sur les effets thérapeutiques des feuilles d’olivier pour la santésont

généralement des études in vitro. Quelques études in vivo ont été réalisées [5].
9. Conclusion

Ce chapitre a traité plusieurs parametres qui nous rendent compte que les feuilles
d’olivier jouent un réle important dans différents domaines, particulierement dans le domaine
pharmaceutique grace a leurs propriétés physico-chimique et thérapeutique bénéfique pour la

santé humaine.
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Introduction

Les cyclodextrines sont largement utilisées comme « cages moléculaires »dans le
domaine pharmaceutique, qui sont aussi une famille d’oligosaccharides cyclique a surface

externe hydrophile et une cavité centrale lipophile [49].

Ils sont appliqués comme agents complexant pour améliorer la solubilité aqueuse de

médicaments peu solubles, pour augmenter leur biodisponibilité et leur stabilité [50].
Historique

Les cyclodextrine a été découverte en 1891, par un scientifique francais A.villiers,
apres les avoir découvertes et isolées a partir de produits de dégradation de I’amidon, elles

étaient appelées cellulosine car leurs propriétés se rapprochent de celles de la cellulose [51].

Apres des années ,Schardinger isole la souche bactérienne responsable de la
production de la CD ,une enzyme qui a la capacité de transformer ’amidon en CD
.Shardinger a distingué le mode d’obtention de 1’a-et B-dextrine .il les différencie par leur
capacité a former des complexes de couleurs différentes avec 1’iode ,gris —vert et rouge —

pourpre ,respectivement [52].

En 1930, freudenberg et son équipe révelent la structure de 1’a-et  dextrine, et que les
CD ont une construction cyclique composée d’unités maltose reliées par des liaisons

glycosidriques o — (1-4). [53]

A la fin d’années 1930, il évoque le caractére hydrophobe de la cavité des dextrines et

leur capacitéa former des complexes [54].

Entre 1948et 1950 freudenberg et carmer découvrent la taille et la structure de la ¥-
dextrine [55], et french décrit des protocoles pour préparer les dextrines [56].
Définition

Les cyclodextrines (CD) sont des oligosaccharides cyclique non réducteurs liés par des
liaisons a-1,4 glycosidiques.il existe trois types des CD a-,B- et ¥- qui contiennent six ,sept et
huit unités de glucose ,respectivement .la CD a une forme conique qui est hydrophile a

I’extérieur avec une cavité hydrophobe a I’intérieur (figure 2.1) [57].

21



Chapitre 11 : Les cyclodextrines

IlT-r‘l 3

H T
HO Fillag
. A ]
W :

)

il

u-Cyelodestiin \-Cyiclodexdrin ~Cytlodexiiin

Figure 8 : Représentation de la structure de a-CD, B-CD et x-CD. [8]
Structure

Les CDs a I’intérieur ont une paroi hydrophobe qui est créée, tandis qu’a 1’extérieur la
surface est hydrophile. Ces caractéristique structurale sont a 1’ origine des propriétés tres
particulieres des CDs [58].ces polysaccharides sont composés d’unités glucopyranose, et
reliés par des liaisons glycosidiques a-1,4 formant une structure tronconique, et qui possedent
une cavité centrale dont les ouvertures sont bordées de groupes hydroxyle [59].

Les groupe hydroxyles primaire,portés par les carbones C6, et les groupes hydroxyles
secondaire des unités glucopyranose ,portés par les carbones C2 et C3 ,sont localisés autour
de 1’autre ouverture ,rendue plus étroite par leurs libre rotation .ces nombreux groupes

hydroxyles procurent a I’extérieur des CDs un caractére hydrophile [60].
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Figure 9 : a)Representation général de la dégradation enzymatique de 1’amidon, b) structure

chimique et c)structure tridimensionnelle des cyclodextrines.
Caractéristique physicochimique des cyclodextrines

Les principales caractéristiques physicochimiques sont rassemblées dans le tableau
suivant tableau :

Tableau 6 : Caractéristique physicochimiques a-,B-, et ¥-cyclodextrines [61]

Propriétés ACD B CD ¥yCD
Nombre d’unité 6 7 8

glucose

Formule brute C30H60030 C42H72035 C48H80040
Masse molaire 972 1135 1297
(9/mol)

Hauteur (nm) 0.79+£0.01 0.79£0.01 0.79+£0.01
Diamétre de la 0.47-0.53 0.60-0.65 0.75-0.83
cavité (nm)

Diametre extérieur  1.46+0.04 1.54+0.04 1.75+0.04
(nm)
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Solubilité dans ’eau 145 185 232
(g/la25°C

Volume de la cavité 0.174 0.262 0.427
(nm) 3

pka a 25°C 12.3 12.2 12.1

Toxicité des cyclodextrines

En générale, les cyclodextrine naturelle et leurs dérivées plus hydrophile sont capable
de passer a travers les membranes biologique lipophile, telles que la corné,les mugueuses et
la peau , mais avec de grandes difficultés [62].,ceci est di dans la plupart du temps a leur
structure chimique et au poids moléculaire qui limite ce passage .ceci a été vite écarté car les
¢tude de toxicité qui on suivit , ont démontré que 1’administration orale de cyclodextrines est

non —toxique [63-64].
Types de modifications chimiques

Les propriétés physico-chimiques des dérivés des CD y compris leurs capacités de
solubiliser et de complexer avec des molécules dans les milieux, dépendent du nombre, de

type et de la localisation du substituant ajouté dans la molécule de cyclodextrine [65].

Les modifications chimique les plus courantes et leurs principe :

- Substitution d’un ou de plusieurs groupements hydroxyles par des halogenes ou des

amines ;

- substitution d’un ou de plusieurs atomes d’hydrogéne (hydroxyles primaires ou

secondaires) pour former des éthers ou des esters ;
- Augmenter la solubilité aqueuse des CDs ;

- Augmenter leur capacité de complexation ;

Les CD plus importantes sont les déerivés ayant une grand solubilit¢ dans I’eau, en

particulier :les B-CD méthyles , les B-et x-CD hydrox propylées, les B-CD sulfobutylées [66].
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Dérivés méthyles :
Le greffage de groupements méthyles améliore considérablement la solubilité des CD.

Les dérivés méthyles de la B-cyclodextrine dans I’eau froide 10 A 20 fois mieux que
la B-CD elle-méme [64].ces dérivés présentent une meilleure solubilité que la CD native et

une bonne capacité d’inclusion pour les produits faiblement solubles dans 1’eau.

Néanmoins, la RAMEB reste plus attractive pour le domaine pharmaceutique car elle

présente une capacité de complexation importante [67].

Les formes sont :

- la RAMEB (B-CD méthylée, R2 et /ou R3 et /ou R6=H ou —CH3) ;
- la CRYSMEB (R2=-CH3 ou H et R3=R6=H)

Dérivés hydroxypropylés

Ces derniers sont ¢laborés par I’association de la B-CD avec I’oxyde de propyléne en
milieu alcalin. Le HP-B-CD possede une taille de cavité identique a celle de son homologue
de B-CD, mais une meilleure solubilité aqueuse (dans 1’eau >600 mg) a cause de son puissant
caractere hydrophile.Le HP-B-CD est le plus fascinant dans le domaine pharmaceutique en

raison de sa solubilité aqueuse élevée et sa faible toxicité [68].
La forme est :
- L’HP-B-CD (R2 et/ ou R3 et /Jou R6=-[CH2-CH(CH3)-0]n-H)
Dérivés sulfobutylés

Ces derives sulfobutylé ont une propriété de solubilité aqueuse élevée.la sulfobutylé
est connue a I’échelle industrielle sous le nom de CAPTISOL, cette derniere présente un
gamma de six a sept groupe d’éthers par molécule de CD, et porte une charge négative dans
les conditions physiologique .cela est d aux groupements d’acide sulfonique qui lui

attribuent un pKa tres faible.

La SBE-BCD est adoptée comme un excipient dans le domaine pharmaceutique, qui

attire une attention croissante dans I’administration de médicaments [69] ;
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La forme est :

Les sulfobutyléther-p-CDs (SBE-B-CD) (R2 et/ou R3 et/ou R6=-CH2-CH2-CH2-
CH2-0OS0O3Na)

Application des cyclodextrines

De nombreuses études ont montré I’application des CD dans différents domaines tel

que pharmaceutique, le cosmétique, I’agroalimentaire [70].
Le tableau suivant les regroupe

Tableau 7 : Applications potentielles des cyclodextrines [70].

Industrie Exemple d’application

Domaine alimentaire Huiles, ardbmes, vitamines, colorants
Domaine pharmaceutique Stéroides,barbituriques,anti-inflammatoires
Domaine cosmétologie Parfums, shampooings, cremes, lotions

Parmi les réles des CDs, 1’amélioration des proprietés de certaines substances, les tableaux

suivantsmontrent ces dernieres.

Tableau 8 : Exemples de propriétés améliorées par I’utilisation de cyclodextrines dans des

applications alimentaires [70].

Exemples de propriétés Substances concernées
Stabilité de produits volatils Menthol, moutarde, confiseries
Résistance a I’oxydation Framboise, miel

Résistance a la chaleur Produits diététiques
Résistance a I’hydrolyse Aspartames
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Masquage d’odeurs indésirable Café, the, limonene
Extraction de composants indésirables Cholestérol (beurre, lait ceufs)
Prolongation des ar6mes Bonbons, chewing-gum, épices

Tableau 9 : Exemples de propriétés améliorées par I’utilisation de cyclodextrines dans des

applications pharmaceutiques [70].

Exemples de propriétes Produits concernés

Amélioration de la biodisponibilité Indométacine

Diminution des effets secondaires Phénylbutazone

Augmentation de la solubilité Prostaglandines, vitamines A, D, E, K
Stabilité de molécules volatiles Menthol, camphre

Stabilité de molécules oxydables Vitamines A, E

Stabilité de molécules hydrolysables Acide acétylsalicylique

Tableau 10 : Exemple de propriétés améliorées par I’utilisation de cyclodextrines dans des

applications cosmétologiques [70]

Exemples de propriétes Substances concernées
Diminution de Peffet irritant Acide rétinoique
Masquage d’odeurs désagréables Mercaptans
Amélioration du pouvoir moussant Savons, mousses

Désodorisation dans les produits d’hygiéne Menthol
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Augmentation de la solubilité Vitamines A, E

Stabilité des parfums Essence de citron

Complexe d’inclusion

En milieu aqueux , les cyclodextrines peuvent former des complexes d’inclusion avec
de différentes molécules .ce qui permet de créer une association moléculaire entre une ou
plusieurs composés dont I'une est I’hdte (le récepteur) et ’autre 1’invitée (le substrat).la
molécule «invitée» est alors encapsulée de facon totale ou partielle ,le récepteur joue le role
de la molécule« hote» .les liens entre la molécule héte et la molécule invitée sont interaction
faibles[71-72] ;

L’invité est maintenu a I’intérieur de la cavité par des forces non covalentes de type

interactions hydrophobes, électrostatiques de van der waals, et de liaisons hydrogéne [73] ;

Figure 10 : Représentation de la formation d’un complexe d’inclusion entre une CD et une

molécule invitée.

D’un point de vue géométrique, 1’inclusion va dépendre de la taille relative de la cavité
de la CD par rapport a la taille de la molécule invitée, si 1’invité est de taille importante, il ne
pourra pas pénétrer a I’intérieur de la cavité de la CD, par contre sa taille est trop petite, il
aura peu d’interactions avec la CD. L’effet stérique joue donc un réle primordial dans le
phénoméne de complexation. Le plus fréqguemment, la steechiométrie du complexe

(CD/invité) dans le cas le plus simple est del :1, mais dans d’autres cas cette régle n’est pas
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respectée car on trouve aussi des steechiométries plus élevées telle que 2:1 ou méme 3:1 ou

inversement 1 :2 et 2 :2 qui sont des associations plus compliguées et plus rares.

“ G

:
1
1/ 1/2 2/2

Figurell : Représentation de différents types de complexes «hote/invité»

Caractérisation de complexe d’inclusion
Diagramme de solubilité (diagramme d’Higuchi)

Cette technique de solubilité de phase a d’abord été développée par Higuchi et
Connors et rapporté par Riley. Les diagrammes de solubilité ou isothermes de solubilité sont
réalisés en plagant un exceés de substance en présence de solutions aqueuses de cyclodextrines
de concentrations croissantes a une température donnée .Aprés un temps d’agitation
nécessaire pour atteindre 1’équilibre de la complexation (de plusieurs heures a plusieurs
jours), on déterminer la quantité de substance solubilisée par une méthode de dosage

appropriée.

Un diagramme de solubilité est alors réalisé en rapportant sur un graphique la
concentration molaire du soluté sur 1’axe vertical et la concentration molaire en agent
complexant sur 1’axe horizontale Higuchi et Connors [74]ont classé les difféerents types de
diagrammes en caractérisation les interaction substrat-ligand ,auxquelles peuvent étre

assimilées les interactions cyclodextrine-molécule invitée.
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Figure 12 : Type de diagrammes selon la classification d’Higuchi et Connors.
Point A

Ce profil est obtenu lorsque la solubilité est proportionnelle a la concentration de CD, il

contient trois variantes :

Profile Al : une augmentation linaire de solubilité en fonction de la concentration de CD, ce

profil est attribué a la formation de complexe a steechiométrie égale.

Profil AP : indication d’une déviation positive de la linéarité de I’isotherme, d’ou la
solubilité est proportionnelle & des hautes concentrations de CD. Ce profil est obtenu par

formation de complexe a steechiométrie différentes.

Profil AN : une déviation négative par rapport a la linéarité la CD est moins efficace a des

hautes concentrations de la solubilité diminue.
Profile B

Ce profile indique la formation d’un complexe a une solubilité limité. On distingue 2

variations :

Profil Bs : ce profil a une départ pareil au celui de profile AL mais a certain point, 1’ajout de

CD entrain une précipitation de complexe forme.

Profil Bl : dans ce profil, le complexé formé est moins soluble que I’invité de CD n’entraine

aucune augmentation de solubilité [75].
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Test de dissolution

Le test de dissolution est un test pharmaco-technique qui fait partie des tests de
stabilité destiné a déterminer la plus ou moins grande aptitude de forme galénique a laisser
passer en solution, dans un milieu déterminé ,le ou les principes actifs qu’elles contiennent.
Ce test dépend de différents facteurs tels que le pH du milieu de dissolution, le type de
matériau a étudier... Le principe de dissolution est de déterminer le temps que met une forme

galénique pour passer de sa forme a 1’état en solution.
conclusion

Dans ce chapitre nous avons regroupé les informations sur les cyclodextrines. Les
propriétés physico-chimiques de ces derniéres montrant leur réle dans la complexation. Nous
avons également vu I’importance de ses dérivés dans 1I’amélioration de-la stabilité et de la

biodisponibilité des molécules peu soluble.
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Introduction

Dans cette partie de travail, nous allons étudier la composition de notre extrait en
composés phénoliques et 1’activité antioxydant, puis sa la solubilité par le test d’Higuchi, et

caracterisé les complexes d’inclusion (Extrait/CD).
Préparation de I’extrait éthanolique des feuilles d’olivier
Préparation de la matiére végétale

Les feuilles d’olivier ont été récoltées le mois de mars 2022, nos échantillons ont été
obtenus de la région de Sidi-Aich. Apres la récolte, les feuilles sont nettoyées a 1’eau pour
enlever la poussiére puis étalées et séchés sur un filet a 1’air libre (a I’abri du soleil) et a
température ambiante dans un endroit sec, apres trois heures, les feuilles sont mises dans une
étuve a 40°C pendant 48heures. Les feuilles séchées sont broyées a 1’aide d’un broyeur
électrique.

Extraction de ’extrait des feuilles d’olivier

Matériels

- Ballon fond rond de 100 ml ;
- Spatule ;

- Verre de montre ;

- Béchers;

- Eprouvette 100 ml.

Appareillages

- Balance analytique de précision
- Plaque d’agitation

- Rota-vapeur.

Produits chimiques

= L’eaudistillée ;

- Les feuilles d’olivier ;
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- Ethanol.
Méthode
L’extraction a été effectuée par agitation selon la méthode suivante :

On met 200 g de matiere végétale dans 100 ml de solution d’éthanol (96%).
L’¢échantillon est mis en agitation a température ambiante (25°C), pendant 24h. Aprés
filtration sur un papier filtre Wattman n°03, le solvant d’extraction a été éliminé dans un

rota-vapeur et on obtient 1’extrait de feuilles d’olivier.

[ 2009 de matiere végétale ]

|

{ Addition de 100 ml de 1’éthanol (96%) ]

|

Mettre le mélange en agitation pendant
24h a 25Ce

J

{ Filtration sur papier whatman n °03 ]

J

N
Séchés dans un rota vapeur a une
température de 25C°

J
Il w
[ Extrait éthanolique sec

Figure 13 : Présentation du protocole d’obtention d’extrait éthanolique des feuilles d’olivier
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Dosage des polyphénols totaux
Principe

Nous avons adopté la méthode décrite par singleton pour le dosage des polyphénols
totaux de notre extrait. Dont le principe repose sur la réduction du réactif de folin-ciocalteu
(acide de couleur jaune constitué par un mélange d’acide phosphotungstique et d’acide

phosphomolybdique) en un mélange d’oxydes bleus.
Matériels

- Tubes a essais.

Micropipette50pl
Pipette de 1ml ,5 ml et 10 ml

Barreau magnétique

Porte tubes

Pipette pasteur

Fioles.
Appareillage
- Spectrophotométre UV/visible.

Produits chimiques

- Acide gallique (sigma-Aldrich)

- Methanol (biochem cham pharma)
- L’cau distillée

- L’extrait des feuilles d’olivier

- Folin-Ciocalteu (sigma —Aldrich)

- Carbonate de sodium Na,CO;
Méthode

- Prélever un volume de 200pl de solution d’extrait dans des tubes a essai.
- Ajouter 1ml de réactif Folin-Ciocalteau dilué.
- Ajouter 800 ul d’une solution de carbonate de sodium préparée a 7.5%

- Agiter et conserver a1’ abri de la lumiere pendent 30 min.
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- Lire I’absorbance a 765 nm a I’aide d’UV-visible.
Dosage des flavonoides
Principe

La quantification des flavonoides a été effectuée par une méthode basée sur la
formation d’un complexe trés stable, entre le chlorure d’aluminium, et les atomes d’oxygene

présent sur les carbones 4 et 5 des flavonoides.

Matériels

Tubes a essais.

Micropipette50pl

Pipette de 1ml ,5 ml et 10 ml

Barreau magnétique

Porte tubes

Pipette pasteur

Fioles.
Appareillage
- Spectrophotométre UV/visible.

Produits chimiques

- Quercitrine (sigma-Aldrich)

- Methanol (biochem cham pharma)
- L’cau distillée

- L’extrait des feuilles d’olivier

- Nitrite de sodium (NaNO,)

- Ttrichlorure d’aluminium (AICl3)

- Hydroxyde de sodium (NaOH)
Meéthode

- 500 pl de I’extrait éthanolique des feuilles d’olivier
- Ajouter de 150 pl de nitrite de sodium (NaNOy) a 5%.
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Aprés 5 min, ajouter 150 pl de trichlorure d’aluminium (AICl3) a 10%.

Incuber a la température ambiante pendant 6 min.
Additionner 500 ul d’hydroxyde de sodium (NaOH) a 4%.

Agité immédiatement le mélange pour homogénéiser le contenu.

lire ’absorbance a 510 nm a 1’aide d’UV-visible.

Dosage des tannins condensés
111.5.1.Principe

La méthode de la vanilline avec HCI déponde de la réaction de la vanilline avec le
groupement flavonoide terminale des tannins condensés et la formation d’un complexe rouge,
cela s’explique par la propriété des tanins a se transformer en anthocyanidols de couleur rouge

par réaction avec la vanilline.

Matériels

- Tubes a essais.

- Micropipette50ul

- Pipette de Iml ,5 ml et 10 ml
- Barreau magnétique

- Porte tubes

- Pipette pasteur

- Fioles

Appareillages

- Spectrophotométre UV/visible (évolution 201)
- Balance analytique de précision (Denver instrument)

- Plaque agitatrice multiple

Produits chimiques

- Catéchine (sigma-Aldrich)
- Meéthanol (biochem cham pharma)
= L’eaudistillée
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- L’extrait des feuilles d’olivier
- Vanilline (sigma —Aldrich)
- L’acide chlorhydrique (HCI)(biochem chemopharma)

Méthode

- Prélever un volume de (50pl) de I’extrait.

- Ajouter 1500ul de la solution de vanilline/méthanol (4%).
- Mélanger et ajouter750ul (HCI) concentré.

- Agiter et conservé a I’ abri de la lumiere pendent 20 min

= Lire I’absorbance a 550 nm.

Une courbe d’étalonnage de la catéchine est préparée avec différentes concentrations

(0-1000 pg/ml) dans les mémes conditions.
L’activité antioxydant
Principe

De nos jours, il existe un intérét croissant vis —a —vis de la biologie des radicaux libres
stable par vertu de la délocalisation de I’¢lectron disponible qui provoque la couleur violette
profonde, caractérisée par une absorption .ce dosage est réalisé par 1’utilisation de réactif 1,
1,-diphenyl-2-picrylhydrazy | (DPPH).

Matériels

- Tube a essais ;

- Pipettede 1 ml,2ml ,5mlet 10 ml;
- Porte tubes,

- Pipette pasteur ;

- Fiole de 25 ml et 100 ml.

Appareillage

- Spectrophotomeétre UV-visible ;
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Produits chimiques

= Méthanol ;
- L’EFO;
= L’eaudistillée ;

- 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazy(DPPH) ;
Méthode

La solution de DPPH est préparée par solubilisation de 2,4 mg de DPPH dans 100 ml
de méthanol (6x10-5 M). 25 ul des solutions d’extraits ou standard (acide ascorbique) sont
ajoutés a 975 ul de solution méthanolique de DPPH, le mélange est laissé a 1’obscurité
pendant 30 min et la décoloration par rapport au contrdle contenant la solution de DPPH et

d’éthanol est mesurée a 517 nm.
Diagramme de solubilité d’Higuchi et Connors

Matériels

- Flacons en verre

- Barreau magnétique
- Spatule

- Verre de montre

- Filtres seringues

- Seringues.

Appareillages

- Balance analytique de précision.
- Plaque agitatrice multiple

- Barreaux magnétiques.

Produits chimiques

- Cyclodextrines : a-CD, B-CD et MB-CD

- L’EFO (extrait de feuilles d’olivier) ;
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= L’eaudistillée.
Méthode

Pour réaliser le diagramme de solubilité selon Higuchi et Connors; nous avons mis en
exces une quantité de I’extrait avec de différentes masses de trois types de CDs (a-CD, B-CD
et PM-B CD) dans I’cau distillée (voir tableau IV.1), puis les placer sous agitation a

température ambiante et a labri dela lumiere pendent 7 jours.

Figure 14 : Présentation de test de solubilité (CDs et les feuilles d’olivier).

Apres sept jours, les solutions sont filtrées a 1’aide de filtre seringues de porosité de 0.45 um

e Méthode de calcul
Ona:C=145¢g/l et M ,.cp =972 g/mol
Aussi : C=Cy/M; m=n*M
D’ou : 145 g — 1000 ml

X— 5ml
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—x=145%x5/1000=>x=0.725¢g

Tableau 11 : Les masses de différentes CDs utilisées.

a-CD |0 0.182 | 0.29 0.363 | 0.435 |0.58 0.725
B-CD |0 0.023 |0.037 | 0.0463 | 0.056 | 0.074 | 0.0925
PM-3 |0 0491 |0.786 |0983 |1.179 |1572 |1.965
CD

Dosage des polyphénols totaux des solutions filtrées
Principe

Nous avons adopté la méthode décrite par singleton pour le dosage des polyphénols
totaux des solutions obtenus d’aprés le teste d’Higuchi. Dont le principe repose sur la
réduction du réactif de folin-ciocalteu (acide de couleur jaune constitué par un mélange

d’acide phosphotungstique et d’acide phosphomolybdique) en un mélange d’oxydes bleus.

Matériels

Tubes a essais

- Pipettede 1 ml; 2ml,5ml et 10 ml
- Barreau magnétique

- Porte tubes

- Pipette pasteur

- Fioles de 25 ml

- Eprouvette.
Appareillage

- Spectrophotomeétre UV-visible.
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Produits chimique
- Méthanol
- L’eau distillée
- Carbonate de sodium Na2CO3
- Le réactif folin —ciocalteu
- Acide gallique.
Meéthode

— Prélever un volume de 200l de chaque solution filtré dans des a essai.
— Ajouter 1ml de réactif Folin-Ciocalteau dilué.
— Ajouter 800 pul d’une solution de carbonate de sodium préparée a 7.5%

— Puis agité et conservé a 1’ abri de la lumiére pendent 30 min.

— Lire P’absorbance a 765 min a I’aide d’UV-visible.

Une courbe d’étalonnage d’acide gallique est préparée dans les mémes conditions que le

dosage des polyphénols totaux différentes concentrations (0-1000 pg/ml).
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200p1 de chaque extrait de la solution filtré

1

Ajouté 1 ml de réactif folin —ciocalteu dilué J

1

Ajouté 800 pl de carbonate de sodium
(7.5%)

!

Incubation pendant 30 min a I’abri de la
lumiére et a une température

!

[ Mesurer 1’absorbance a 765 nm J

Figure 15 : Organigramme représentant le dosage des polyphénols totaux.
Analyse par spectroscopie infrarouge IR
Principe

C’est une méthode d’analyse basée sur les vibrations des molécules excitée par un
rayonnement infrarouge, les longueurs d’onde vibrationnelles étant spécifiques pour des
classes de molécules. La spectroscopie infrarouge permet de donné des informations sur la
matiere a partir de son interaction avec le rayonnement selon la fréquence du rayonnement

incident (c’est —a —dire son énergie).
Matériels

— Spatule ;

— Verre de montre.
Appareillages

— Balance analytique de précision
— Spectroscope infrarouge

— Presse hydraulique
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Produits chimiques

— Cyclodextrines ; a-CD, B-CD et PM- CD
— L’eau distillée

- L’EFO

— Cristaux de KBr

— Poudre de KBr.

Méthode

Les échantillons a analyser sont préparés par un mélange physique, sous forme de
pastilles KBr (80 mg et 2 mg d’échantillon),et pour les solutions nous avons mis une goutte

sur la plaque de KBr (cristaux ) ,puis nous 1’avons analysé.
Préparation de complexe d’inclusion
Principe

Le complexe d’inclusion est une association d’au moins deux molécules dont ’une, la
molécule invitée est encapsulé de facon total ou partielle par 1’autre ; sans formation de

liaison covalente. Le principe est de solubilisé I’extrait encapsulé dans la cyclodextrine.
Matériels

- Béchers;
- Spatule ;
- Verre de montre ;
- Eprouvette de 25 ml ;
- Boite de pétri ;
- Barreaux magnétiques.
Appareillages
- Balance analytique ;
- Plaque agitatrice multiple ;
- Rota vapeur.
Produits chimiques
- EFO;

- oa-cyclodextrine ;
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- Ethanol ;
Meéthode
Dans ce travail trois concentrations ont été préparés a savoir : le ratio (1 :1), (1 :2) et
(2 :1) (Extrait/aCD).
- Peser une masse de 1g d’extrait dans trois béchers.
- Ajouter les masses de CD correspondantes, calculées a base des ratios ; 1g de a-CD
pour (1 :1), 2g de CD pour (1 :2) et 500mg pour le ratio (2 :1).
- Verser 50 ml d’éthanol,
- Mettre les échantillons sous agitation jusqu’a la dissolution compléte (en moyenne 24
heures).
- Mettre les solutions dans le rotvapeur jusqu’a 1’évaporation compléte de 1’éthanol et

obtention d’une poudre séche.

Récupérer et conserver les complexes dans des boites de pétri.

Figure 16 : Présentation des complexes d’inclusion formés

Préparation des mélanges physiques

Pour le mélange physique, des quantités équimolaire de ’EFO et I’aCD ont étés
préparés. Ces dernicres sont ensuite convenablement mélangés a 1’aide d’un mortier et pilon
jusqu’a I’homogénéisation et 1’obtention d’un mélange pateux.
Caractérisation des complexes d’inclusion par teste de dissolution
111.11.1 Principe

Les complexes d’inclusion préparés lors de 1’étape précédente, sont caractérisés par le
teste de dissolution et visualisés par spectroscopie UV-visible et infrarouge. Cela a pour but

de prouver I’encapsulation de I’EFO dans la CD.
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Matériels

Fiole de 1000 ml ;
Verre de montre ;
Spatule ;

Béchers ;

Barreaux magnétiques ;
Tubes & essais ;

Eprouvettes.

Appareillages

Balance analytique
plaque agitatrice multiple ;
Spectrophotometre UV-visible ;

Spectrophotometre IR.

Produits chimiques

Phosphate monopotassique KHPOy;
Hydroxyde de sodium NaOH ;

Eau distillé ;

Ethanol ;

Complexes (Extrait/aCD) ;
Chlorure d’aluminium (AICl3) ;
Nitrite de sodium NaNO,,

Analyse par spectroscopie IR

On prépare des pastilles a base de KBr et le mélange physique déja prépare.

L’échantillon est ensuite analysé par I’IR sous fréquence allant de 4000 cm™ & 400 cm™.

Préparation de solution tampon

Pour la préparation de solution tampon pH 7.4 selon la pharmacopée européenne, des

solutions de 0.2 M de phosphate monopotassique KHPO, et d’hydroxyde de sodium NaOH

ont étés préparées. Puis, nous avons prélevés un volume de 250 ml de KHPO, et 175 ml de

NaOH ajusté jusqu’a 1000 ml avec I’eau distillé. Agité le mélange en mesurant le pH final et

’ajuster s’il le faut.
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Teste de dissolution
Dans cette étape, on analyse le comportement des complexes d’inclusion aqueux dans
la solution tampon déja préparée.
- Peser des masses des complexes déja préparés dans des béchers(Tableau 12).
- Ajouté un volume de 180 ml de la solution tampon au béchers.
- Mettre les mélanges sous agitation pendant 2 heures, et prélever 2 ml de chaque
solution dans un intervallede temps (5- 10- 15- 30- 45-75et 100 min).
- Ajouté 1.2 ml de solution AICI3a 10%, et 1.2 ml de solution NaNO, a 5%.
- Ajouté 8 ml de solution NaOH 0.1M.
- Incuber pendant 6 minutes, puis mesurer ’absorbances a 510 nm.
Tableau 12 : Les masses des complexes (Extrait/a-CD) utilisés.
Ratio de complexe 1:1) 1:2) (2:1)

Masse en (mg) 80 120 60

Figure 17 : Présentation de teste de dissolution des Cls.
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Chapitre IV : Résultats et Discussion

Dosage des polyphénols totaux (Acide gallique)

Résultats

La courbe d’étalonnage obtenu est présentée dans la figure suivant :

0,300

v = 0,0054x% + 0,1257
RE=0,

0,250 -
0,200
0,150
0,100

(]

0,050

Absorbance 4 765 nm

0,000 - T
0 5 10 15 20 25 30

Concentration (ug/ml)

Figure 18: Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.

Observation

Nous remarquons que la courbe passe par la majorité des point, celle-ci nous a fourni
une droite dont I’équation est de forme : y = a.x + b ; avec y = absorbance, a = la pente, x = la

concentration de I’acide gallique, b = constante. D’ou : y = 0,0054x + 0,1257.

Interprétation

Cette droite a permis de calculer la quantité des polyphénols, exprimé en pg équivalent
de I’acide gallique /mg de la matiere végétale seche (LgEAG/mg d’extrait). Nous avons
obtenu une concentration de 565,47 ngEAG/mg d’extrait. Cette valeur indique la richesse de
notre extrait en polyphénols, le taux de ces composés dépend de plusieurs facteurs tels que : la
région, le temps de récolte, le solvant et les techniques d’extraction.
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Dosage des flavonoides (la quercitrine)
Résultats

La courbe d’étalonnage obtenu est représentée dans la figure 19

1,200

y =0,0298x + 00,2589 &

SO R*=0,9672

0,800

0,600

0,400

0,200

Absorbance a2 430 nm

0,000
0 5 10 15 20 25 30

Concentration (ug/ml)

Figure 19: Courbe d’étalonnage de la quercitrine.
Observation

On remarque que la droite d’étalonnage passe par la majorité des points, cette derniere

est sous forme y =a*x + b, ou y = 0,0298x + 0,2589
Interprétation

D’aprés la droite d’étalonnage, on a calculé la quantité des flavonoides qui est exprimé
en pg équivalent de la quercitrine /mg de la matiere végétale seche (LgEQ/mg d’extrait),
estimée a 135,32 ugEQ/mg d’extrait. Cette valeur indique la richesse de notre extrait en
flavonoides, le taux de ces composés dépend de plusieurs facteurs tels que : la région, le

temps de récolte, le solvant et les techniques d’extraction.
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Dosage des tannins condenseés (la catéchine)

Résultats

La courbe d’étalonnage obtenu est présentée dans la figure 20.

abs = 0,000618 + 0,000199 C

0.03

Abzoebanc a 550 nm

0.02

0.00
0 50 100 150 200
concentration en ug/ml
Figure 20: Courbe d’¢talonnage de la catéchine.

Observations

On remarque que la droite d’étalonnage passe par la majorité des points, cette derniére
nous a fourni d’une équation sous-forme : y= a.x ; avec y= absorbance, a= la pente, x= la
concentration de la catéchine, b = constante. D’ou : y=0.000618.x + 0.00199.
Interprétations

Cette courbe d’étalonnage nous a permis de calculer la quantité des tannins condensés
qui est exprimé en pg équivalent de la catéchine /mg d’extrait (W gEC/mg d’extrait), estimée a
322,331 ugEC/mg d’extrait. Cette valeur indique la richesse de notre extrait en tannins
condenseés, le taux de ces composés dépend de plusieurs facteurs tels que : la région, le temps

de récolte, le solvant et les techniques d’extraction.
L’activité antioxydante

Pour évaluer ’activité antioxydante de I’EFO, on a utilisé la méthode de pi¢geage du
radical libre DPPH, elle est reconnue comme une activité simple, rapide et efficace en raison
de la grande stabilité du radical. Le DPPH est caractérisé par sa sensibilité a détecter des

substances actives a des basses concentrations [1].
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L’activité¢ antiradicalaire de I’EFO vis-a-vis du radical DPPH, a été évaluée par
spectroscopie UV a 517 nm. En suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par son

passage, de la couleur violet a la couleur jaune.

Le résultat est exprimeé en pourcentage d’inhibition, la valeur est estimée a 87,67 %.
Ce pourcentage nous permet d’exclure la présence d’une bonne activité antioxydante pour
notre extrait. Cela est dd a la richesse en polyphénols qui sont capables de réduire un nombre
de molécule DPPH égale a celui des groupements hydroxyles de I’antioxydant. Donc on peut

dire que I’EFO est considéré comme un antioxydant naturel important.

Pourcentage

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Pourcentage

DPPH

Figure 21: Histogramme de DPPH de I’extrait des feuilles d’olivier.
Diagramme de solubilité (Higuchi et Connors)

Les profils de phase de solubilité ont été établis a I’aide de la courbe d’étalonnage de
I’acide gallique déja effectuée ; en tracant les concentrations des polyphénols totaux apparents
en fonction de la concentration en CDs : [polyphénols] : f ([a-CD]) ou f ([-CD]) ou f ([Mp-

CD]). Les profils obtenus sont respectivement montrés sur les figures 22, 23,24.
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Résultats

s Alpha-CD

Higuchi (exrtait des feuilles d'olivier-
aCD)

0,5
0,45
0,4
0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

mg/ml

aCD

Dosage des polyphénols totaux

0 0,05 0,1 0,15 0,2

Concentration des CDs en (mM)

Figure 22 : Diagramme d’Higuchi (exrtait-aCD).
Observation

A la vue de profil obtenu, nous pouvons remarquer qu’au début il y a une
augmentation linéaire des concentrations des polyphénols en fonction de concentration de
I’alpha-CD, ce qui présente par la suite une déviation positive de la concentration (extrait-

aCD) par rapport a la linéarité.
Interprétation

D’aprés Higuchi et Connors, la courbe obtenue pour (polyphénols-a-CD), qui est
présenté par une déviation positive de la linéarité, constate la présence de profil AL, ou
I’alpha-CD est proportionnellement plus effective a des hautes concentrations. Ce profil est
attribué a la formation simultanée de complexes d’inclusion solubles de stcechiométries
différentes, ce qui indique une faible interaction entre les polyphénols (acide gallique) et

cyclodextrine.
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«+ Beta-CD

Higuchi (extrait des feuilles d'olivier-
0,08 ‘ BCD)

0,07

0,06

0,05
S

<, 0,04
£

0,03 BCD
0,02
0,01

0

Dosage des polyphénols totaux

0 0,05 0,1 0,15 0,2
Concentration des CDs en (mM)

Figure 23 : Diagramme d’Higuchi (extrait-B-CD).
Observation

D’apres la courbe, on remarque qu’il y a une diminution de la concentration des

polyphénols, qui est suivie par une petite augmentation a une certaine concentration en fCD.
Interprétation

Pour (quantité des polyphénols-BCD), le profil obtenu est de type Bi. Cela peut
s’expliquer par la faible solubilité aqueuse de la BCDet celle de I’extrait. D’aprés la
littérature, la BCD forme généralement des complexes ayant une solubilité limitée, surtout
avec les invités trés peu solubles dans 1’eau [69]. Dans ce cas, le complexe est tellement
insoluble que 1’augmentation initiale ne peut pas étre détectée. La solubilité est compleétement
nulle, cela montre que la BCD a une faible efficacité pour la complexation de ce type de

composé ce qui restreint son utilisation.
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% MB-CD

Higuchi (extrait des feuilles d'olivier-
BMCD)

0,45
0,4
0,35
0,3
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0,1
0,05
0 x x )
0 0,05 0,1 0,15
Concentration des CDs en (mM)

Dosage des polyphénols totaux mg/ml

Figure 24 : Diagramme d’Higuchi (extrait-MBCD).
Observation

D’aprés le profil de solubilité¢ obtenu, nous remarquons qu’au début il y a une
augmentation linéaire des polyphénols en fonction de concentration de la MBCD, ce qui
présente par la suite une déviation positive de la concentration (extrait- MBCD) par rapport a

la linéarité.
Interprétation

Selon Higuchi et Connors, la courbe obtenue pour (concentration des polyphénols-
MPBCD), qui est présenté par une déviation positive de la linéarité, constate la présence de
profil AL, ou la MBCD est proportionnellement plus effectif a des hautes concentrations. Ce
profil est attribue & la formation simultanée de complexes d’inclusion solubles de
steechiométries différentes, ce qui indique une tres faible interaction entre les polyphénols de

I’extrait et la cyclodextrine.

On constate donc que la a-CD est le meilleur agent de solubilisation de ’EFO, par

conséquent il a été sélectionné pour la suite de nos travaux.
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Analyse par spectroscopie IR
Résultat

Les spectres de nos échantillons sont présentés dans les figures 25, 26 et 27.
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Figure 25 : Spectres Infrarouge de I’extrait des feuilles et la poudre.
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Figure 26 : Spectres infrarouge de I’aCD, la BCD et MB-CD.
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Figure 27 : Spectres infrarouges des complexes (EFO/CDs).
Discussion

D’apres la littérature les résultats obtenus indiques :

Pour le spectre de I’EFO sec et la poudre, on remarque une bande absorption détecté
dans le domaine de 3650 cm™ qui correspond & la vibration d’étirement de liaison
hydrogene (O-H), qui est due a la présence des phénols ; une large bande de pics est
observer aux alentours de 1700 & 1600 cm™ attribué a I’étirement de groupement C=0
due a la présence des acides carboxyliques et les cétones. Des bandes de pics sont
observés dans le domaine 1000-1200 cm™, qui correspond aux vibrations d’élongation
P=0O de I’hydrogéne liée par les phosphate ; des vibrations d’é¢longation C-O
(correspond aux groupements phosphates, anhydrides et carboxyliques). Une bande
d’absorption est aussi remarquée dans le domaine 450 a 600 em™ correspondante aux

vibrations de déformation de C-H.

57



Chapitre IV : Résultats et Discussion

Pour les spectres de ’extrait et CDs (o, B et MB), on remarque une bande posseédante
des pics d’absorption dans le domaine 3600-3800 cm™ correspondante & la liaison
(OH) des polyphénols, dans le domaine 1500-1750 cm™ on observe trois pics & 1509
cm-1, 1683 cm™ et 1730 cm™ en raison de vibration de I’étirement de liaison C=0 qui
indique la présence des flavonoides. Des faibles pics sont observés dans le domaine
1100-1200 cm™ (correspond aux groupements phosphate et carboxylique), aussi une
bande de pics aux alentours de 600 cm™ des faibles pics correspondantes a la
déformation de liaison C-H. L’intensit¢ des bandes indique [I’existence d’une
interaction "molécule invitée-CD" (Extrait-CD).

Pour les spectres de mélange physique (EFO/aCD), on remarque une bande de pics
dans le domaine 3600-3700 cm™ (vibration d’étirement O-H), et une large bande
d’absorption dans 1450-1750 cm™ caractérisée par trois pics intense 1557,49 cm™,
1654,95 cm™, et 1683,49 cm™ correspondantes au étirement de groupement C=0
(acides carboxyliques et cétones). Dans I’alentour de 600 cm™, une bande de pics est
toujours observes (correspond a la déformation de liaison C-H). L’intensité des pics

indique I’interaction entre I’extrait et I’aCD.

Ces résultats ont démontrées la richesse de ’EFO en composés phénolique, qui

augmentent son pouvoir thérapeutique. Aussi, elles montrent I’augmentation de 1’intensité de

quelques pics, qui est expliqué par les interactions de I’extrait avec les cavités internes ;

correspondantes aux groupements hydroxyles de nature hydrophobe des CDs.
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Caractérisation de complexes d’inclusion par teste de dissolution

Résultats

Les résultats obtenus sont résumes dans la figure 26.
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N Ratio 1:2
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5 10 15 30 75 100
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Figure 28 : Histogramme de vitesse de dissolution des Cls.

Observations

D’apres le graphe, on remarque qu’il existe une augmentation de la concentration de
la quercitrine contenue dans le complexe (Extrait/aCD) en fonction de temps de dissolution,
qui varie d’un ration a ’autre.
Interprétations

Nos résultats montrent que le complexe d’inclusion avec 1’aCD peut
considérablement augmenter la concentration de I’EFO dans la solution tampon et ameliorer
sa solubilité. Ce qui permet d’optimiser la performance des composés bioactives de 1’extrait
encapsulé dans la CD. Cela peut s’expliquer, car plusieurs études ont montré que
I’encapsulation des molécules dans des Cls, augmente leurs solubilité aqueuse ; et de se fait
augmente son efficacité [76]. Les résultats indiquent qu’il y a une variation de concentration
entre les ratios ; en effet le ratio (2 :1) est le plus efficace en termes d’amélioration de
solubilité. Ceci peut étre attribué a la structure de la cavité interne de 1’aCD, qui est
convenable a ce type d’encapsulation.
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Conclusion générale

Les feuilles d’olivier sont considérées comme un antioxydant naturel trés précieux.
Dans notre travail, on a pour but d’améliorer la solubilité¢ de I’EFO et évaluer son activité
antioxydante ainsi que sa composition phénoligue.

Pour atteindre ces objectifs, on a opté pour les cyclodextrines en mettant a profit leurs
structure et propriétés de complexation. Cette étude a été réalisée par le test d’ Higuchiqui
nous permet de déterminer le type de CD adéquat pour notre extrait.

En effet, nous avons effectué 1’extraction des composés bioactives des feuilles
d’olivier. Ensuite nous avons dosé 1’extrait pour quantifier les composes phénoliques de
ce dernier. Pour les polyphénols la valeur estimée est de 565,47 pgEAG/mg d’extrait.
Pour les flavonoides le résultat est de 135,32 ngEQ/mg d’extrait. Dans le cas des tannins
condensés le résultat estimé est de 332,331 pgEQ/mg d’extrait. Ces valeurs indiquent la
richesse de ’EFO en composés phénoliques, ce qui résulte une forte action thérapeutique.
La détermination de I’activité antioxydant de I’extrait de feuille d’olivier a été évalué par
la de méthode de piégeage du radical libre DDPH ; le résultat est estimé a 87,67% cela
indique une trés forte activité antioxydante pour I’EFO. .

Un test de solubilité par la méthode d’Higuchi est réalisé en utilisant différentes
cyclodextrines (a-CD, B-CD, MB-CD), le dosage des polyphénols et quantifiés par la
spectrophotométrie UV-visible, a la fin les solutions filtrées sont caractérisées par la
spectrophotométrie infrarouge.

D’apres les résultats du test de solubilité nous avons obtenus les profils suivants :

- Pour a-CD on a obtenu un profil Ap.
- Pour g-CD on a obtenu in profile By.
- Pour la MB-CD on a obtenu un profil Ap.

Ces résultats nous ont permis de sélectionné I’ aCD comme le meilleur agent de
solubilisationpour le reste de travail expérimental.

Pour la prochaine étape, nous avons formé un complexe d’inclusion (I’EFO/a-CD) a
différents ratios ([1 :1], [1 :2] et [2 :1]) et étudié leurs comportements par le test de
dissolution dans une solution tampon phosphate ayant un  pH de 7,4. Les résultats ont
été visualises par spectroscopie UV-visible, nous avons aussi déterminé que le ratio 2 :1
est le meilleur par apport aux ratios (1 :1) et (1 :2). Cela est d0 a la structure de la cavité

interne de I’a-CD.
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D’aprés ce travail on conclue que les feuilles d’olivier sont trés riches en composés
bioactifs, c’est les éléments les plus précieux qui ont un large aspect thérapeutique pour la
santé humaine grace leurs activité antioxydante, antibactérienne, antifongique...

Ce travail représente un resultat préliminaire qui donne une idée tres importante sur la
possibilité d’amélioration de la solubilité de quelques substances hydrophobes par

I’encapsulation dans les CDs, et les procédés d’inclusion dans la a-CD.

Perspectives
Ce travail pourrait étre consolidé par:
J

% L’utilisation d’outil mathématique tel que les plans d’expérience, qui nous permettront

d’optimiser le temps ainsi que la dissolution maximale de nos molécules actives.

/7

¢ Essayer d’autres techniques de caractérisation (RMN, GC/MS, MEB...).
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Annexe : Equipements et appareils utilisés durant cette étude

a) Rota vapeur

c) UV-Visible
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d) Presse hydraulique

e) Spectroscopie infrarouge




Résumé

Parmi les plantes médicinales qui constituent le régne végétal, se trouve 1’olivier. Ce
travail a porté le choix sur les feuilles d’olivier provenant de la région de Sidi-Aich. Le but
principal de ce travail, est d’améliorer la solubilité de 1’extrait des feuilles d’olivier par la
cyclodextrine. La composition de I’EFO a été quantifiée par différentes dosages, qui nous a
fourni de taux de composés phénolique dans I’EFO ou les résultats sont éstimes a : 565,47
ngEAG/mg d’extrait pour les polyphénols, 35,32 pngEQ/mg d’extrait pour les flavonoides
et 332,331 pgEC/mg d’extrait pour les tannins condensés. L’étude de ’activité antioxydante
par le piégeage de radical libre DPPH, a indiqué un trés bon pourcentage d’inhibition de
87,67%. Le diagramme d’Higuchi et Connors est effectuée pour I’é¢tude de solubilité de
I’extrait dans différentes types de cyclodextrine comme la a-CD, B-CD et MB-CD. Les
résultats sont analysés par spectroscopie UV-visible et infrarouge, on a obtenu les résultars
suivante :

- Pour la a-CD et MB-CD, on a obtenu un profil Ap.

- Pour la B-CD on a obtenu un profil B;.

Cela nous a permis de sélectionné la CD adéquate pour 1’étape suivante, ou on a préparer
des complexes d’inclusion (Extrait/aCD) a divers ratio (1 :1), (1 :2) et (2 :1), et caractériser
ces Cls par le teste de dissolution. Ce dernier, a démontré que le ratio (2 :1) est le meilleur
pour ce type d’encapsulation. D’aprés cette étude, on peut conclure que les feuilles d’oliver
sont un sous produit tres précieux qui doit étre valorisé.

Mots clés : Extraction, encapsulation, Olea europeae, cyclodextrine, Higuchi et Connors,
complexe d’inclusion.
Abstract

Among the medicinal plants that make up the plant kingdom is the olive tree. This
work focused on the choice of olive leaves from the Sidi-Aich region. The main goal of this
work is to improve the solubility of olive leaf extract by cyclodextrin. The composition of
EFO was quantified by different assays, which provided us with the rate of phenolic
compounds in EFO where the results are estimated at: 565.47 pgEAG/mg of extract for
polyphenols, 35.32 pgEQ /mg of extract for the flavonoids and 332.331 pgEC/mg of extract
for the condensed tannins. The study of antioxidant activity by DPPH free radical scavenging
indicated a very good percentage inhibition of 87.67%. The Higuchi and Connors diagram is
performed for the study of extract solubility in different types of cyclodextrin such as a-CD,
B-CD and MpB-CD. The results are analyzed by UV-visible and infrared spectroscopy, the
following results were obtained:

- For a-CD and MB-CD, an Ap profile was obtained.

- For B-CD, a B, profile was obtained.

This allowed us to select the appropriate CD for the next step, where we prepare inclusion
complexes (Extract/aCD) at various ratios (1:1), (1:2) and (2:1), and characterize these ICs by
the dissolution test. The latter demonstrated that the ratio (2:1) is the best for this type of
encapsulation. According to this study, it can be concluded that olive leaves are a very
valuable by-product that must be valued.

Keywords: Extraction, encapsulation, Olea europeae, cyclodextrin, Higuchi and Connors,
inclusion complex.



