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Introduction

Depuis des milliers d’années I’humanité a utilisé diverses plantes trouvées dans son
environnement, afin de traiter traditionnellement toutes sortes de maladies ce qu’on appelle
«la PHYTOTHERAPIE ».Ces derniéres représentent une source naturelle importante de

métabolites secondaires qui possedent une trés large activité biologique (Chevallier, 2001).

Récemment, D’attention s’est portée sur les herbes et les épices comme source
d’antioxydants, qui peuvent étre employés pour se protéger contre les effets du stress oxydant
qui est a I’origine directe de différents états pathologiques tels que le cancer et indirecte sur la

peroxydation des denrées alimentaires (Mata et al.,2007)

En effet, les antioxydants naturels font I’objet de nombreuses recherches et une nouvelle
haleine vers 1’exploitation de métabolites secondaires (Pan et al., 2008) qui sont largement
utilisés en thérapeutique, comme des agents préventifs anti-inflammatoires, antimicrobiens,
antiseptiques, diurétiques, Mais essentiellement antioxydants qui défendent contre le stress
oxydatif (Bourgaud et al., 2001).Des études faites sur ce dernier via des plantes médicinales
ont augmenté de facon remarquable pour leur potentiel en tant que source d'antioxydants riche
et naturel. Parmi ces plantes : Olea Europea, Limoniastrumfeei, Pistacialentiscus et bien
d’autres (Atmani et al., 2009 ; El Haci et al., 2012 ; Benariba et al., 2013).

Une grande partie de I'intérét des recherches actuelles porte sur 1’étude de molécules
antioxydantes naturelles qui agissent comme capteurs de radicaux libres. Ces derniers sont
produits quotidiennement par I’organisme. Ce sont des composés trés réactifs comportant un
électron célibataire et nécessaires a des mécanismes vitaux. La surproduction de ces radicaux
peut étre néfaste pour I’organisme. En effet, ils endommagent de nombreux composants
cellulaires aussi divers tels que les protéines, les lipides ou I’ADN a I’origine de ce stress
oxydatif. Les composés antioxydants font actuellement I’objet de nombreuses études car, en
plus d’un intérét dans le traitement de pas mal de pathologies, ils sont aussi utilisés pour la
conservation des denrées comestibles pour I’industrie agroalimentaire (par exemple empécher

I’oxydation des lipides) (Pan et al., 2008).

Olea europaea L., appartenant a la famille des Oléacées , est I’un des plus vieux arbres
cultivés au monde et une culture typique de la région méditerranéenne (Scognamiglioa et
al.,2012).

Communément appelé olivier, O. europaea, est cultivé depuis des siecles pour ses fruits

et son huile. De nos jours, les cultures d'O. Europaea se trouvent dans differentes régions du


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/olive-tree
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https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691518307257#bib52
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monde et existent dans différents cultivars , certains spécifiques a certaines régions (Di Donna
etal., 2010).

Notre étude est portée sur 1’évaluation de 1’activité antioxydante de 1’extrait aqueux

obtenu par trois méthodes d’extraction a partir des feuilles d’Olea europea sylvestris.
Notre travail est divise en deux parties :

La premiére partie est une synthése bibliographique qui est composée de deux chapitres :
Chapitre 1 : généralité sur la plante Olea europaea
Chapitre 2 : représentation générale des polyphénols et leurs activités

La deuxieme partie une étude expérimentale qui comprend :

Chapitre 3 : décrivant le matériel et les méthodes expérimentales utilisés pour le
dosage des polyphénols totaux et flavonoides et sur 1’évaluation de I’activité antioxydante des

extraits des feuilles de I’olivier sauvage

Chapitre 4 : les résultats obtenus et leurs discussions avec des études ultérieures.


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/cultivar
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691518307257#bib19
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691518307257#bib19
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Chapitre 1 Olea europaea

L’olivier (Olea europaea) est 1’'un des arbres les plus importants dans les pays
méditerranéens, il recouvre ainsi environ 8 millions d'hectares ce qui représente environ 98%
de la récolte du monde, (Guinda etal., 2004 ; Tabera et al., 2004).

1.1. Description botanique

L'olivier est un arbre vivace au feuilles persistantes, dur, gris-vert et ayant une forme
allongée (Metzidakis, 1997). Le limbe est lancéolé et se termine par un mucron. Les bords du
limbe s’enroulent sur eux- mémes. La face supérieure de la feuille est lisse et brillante
(Argenson et al., 1999). Les fleurs sont déposées en grappes sur une longue tige (I'olivier
produit deux sortes de fleurs, une parfaite qui contient les deux sexes méle et femelle et une
staminée) (Bernie et al.,2006) elles s’épanouissent en petites grappes blanches, chaque grappe
donnera un seul fruit. Son fruit ovoide (drupe), il a un noyau fusiforme. Son bois trés dur est
imputrescible et est utilisé en ébénisterie, fleurissent en Mai - Juin (Boucher et al., 2011). Le
tronc est gris-vert et lisse jusqu'a sa dixieme année, il prend une couleur grise foncée (Rugini
et al., 1998). Le systeme racinaire s'adapte a la structure des sols, il reste a une profondeur de
500 a 700 cm et se localise principalement sous le tronc (Maillard, 1975 ; Loussert et Brousse,
1978).

1.2. Répartition géographique

L’olivier (Olea europaea subsp europaea var europaea) est I’'une des plus anciennes
cultures d'arbres agricoles dans le bassin méditerranéen avec une importance culturelle et
économique remarquable. A ce jour, plusieurs travaux se sont concentrés sur I'évaluation de la

distribution et de la variabilité entre les olives cultivées et sauvages (Lavee, 2013).

Pour les botanistes, 1’aire de répartition de Il’olivier est synonyme de ‘“région
méditerranéenne’’. L’olivier (Olea europaea L.) est cultivé depuis trés longtemps autour de la
méditerranée et surtout en : Espagne, Italie, Gréce, Turquie, France, Tunisie, Algérie et
Croatie. Aujourd’hui si I’on trouve des plantations en Californie, Australie, Afrique du Sud,
cette répartition géographique est influencée par des facteurs climatiques et pédologiques
(Gaussorgues, 2009 ; Carrion, et al., 2010), ou le pollen peut étre distribué par le vent et les

oiseaux (Lumaret et al., 2004). (Figure 1)
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B Olvier sauvage
B Olivier cultivée

Figure 1. Aire de répartition de I’olivier sauvage et cultivée dans le bassin
méditerranéen. (Carrion, et al., 2010).

1.3. Classification botanique

L'olivier appartient & la famille des Oléacées. Son genre, Olea se compose de 33
especes. L’olivier cultivé et 1’oléastre coexistent aujourd’hui dans le bassin méditerranéen,
L’oléastre (Olea europaea subsp. europaea var. sylvestris) est la forme sauvage (Breton et
Berville, 2012).

La classification botanique de 1’olivier, selon Ghedira (2008). Est la suivante :
-Embranchement : Magnoliophyta
-Sous-embranchement : Magnoliophytina
-Classe : Magnoliopsida

-Sous-classe : Dialypétales

-Ordre : Lamiales

-Famille : Oleaceae

-Genre : Olea

-Espece : Olea europea L

-Sous-espece : Figure 2.0lea europaea L -Originale-

O. europea subsp. Europea var. sylvestris

O. europea subsp. Europea var. europea
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1.4. Composition chimique

La composition chimique des feuilles de I’olivier varie en fonction de nombreux

facteurs :

La variété, conditions climatiques, 1’age des plantations ainsi que I’époque de récolte

(Nefzaoui, 1995). Les différents composés chimiques sont regroupés dans le tableau ci-

dessous.

Tableau 1. Composition chimique des feuilles d’oliviers (exprimés en g/100g).

Garcia- Gomez

Martin-Garcia

Boudhrioua et

Erbayet Icier

Compositionen % | etal., (2003). | etal., (2006). al.,(2009). (2009).

Eau Nd 414 46.2-49.7 a 498 a

Protéines Nd Nd 50-76a 7.0b

Lipides 6.2b 3.2b 1.3a 6.5a

Minéraux 26.6 b 16.2 b 2.8-44a 36Db

Glucides Nd Nd 37.1-425a 275a

Fibres brutes Nd Nd Nd 7.0a
Cellulose 19.3b Nd Nd Nd
Hémicellulose 254D Nd Nd Nd
Lignine 30.4b Nd Nd Nd
Polyphénols totaux Nd 25b 1.3-2.3b Nd
Tanins solubles Nd Nd Nd Nd
Tanins condenses Nd 0.8b Nd Nd

a : correspond aux valeurs exprimés par rapport a la masse fraiche des feuilles d’oliviers

b : correspond aux valeurs exprimes par rapport a la masse séche des feuilles d’oliviers

Nd : valeur non déterminée
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1.5. Utilisation
1.5.1. Domaine médicinale

Les feuilles de I’olivier ont été largement répandues dans la médecine folklorique pour
plusieurs années dans les iles méditerranéennes et les pays européens. Historiquement, cette
matiére végétale a été utilisée comme reméde de la fievre (Lee et al., 2009). Au cours du dix-
neuviéme siecle les anglais y avaient recours pour traiter les maladies tropicales, telle la
Malaria (Lee et al., 2009) dans I’antique Egypte , ont servait de la feuille d’olivier pour
momifier les pharaons. Elles sont utilisées pour faciliter les fonctions d’élimination urinaire et

digestives (Bruneton, 2009).

Plusieurs rapports ont montré que l'extrait de feuille d'olivier avait la capacité
d'abaisser la tension artérielle chez les animaux (Samuelsson, 1951) et d'augmenter le débit
sanguin dans les artéres coronaires (Zarzuelo, 1991), de soulager les arythmies et de

prévenir les spasmes musculaires intestinaux (Garcia, 2000).
1.5.2. Domaine alimentaire

Olea europaea L. est largement étudiée pour son utilisation alimentaire (les fruits et
I’huile sont des composants importants de 1’alimentation quotidienne d’une grande partie

de la population mondiale) (Hansen et al., 1996).
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Chapitre 2 Polyphénols et leurs activités

2.1. Les métabolites secondaires
Les métabolites secondaires sont des molécules nécessaires a la défense de la plante
contre les agressions extérieures. Ils sont produits en tres faible quantité, et présentent une

grande variété structurale (plus de 200 000 structures définies) (Hartmann, 2007)

Les métabolites secondaires comportent trois types de composes

e Les composés phénoliques ou aromatiques: tanins, quinones, coumarines, flavonoides
e Les composeés azotés : alcaloides

e Les composesterpenoides et leurs dérives.

2.2. Polyphénols

Les polyphénols constituent une famille de molécules tres largement répandues dans le
regne végétal. On les trouve dans les plantes, depuis les racines jusqu’aux fruits (fleuriet,
1982 ; yusuf, 2006)

Les polyphénols sont des produits de la condensation de molécules d’acétylcoenzyme A
et de phénylalanine. Cette biosynthese a une multitude d’activités biologiques dépendant de sa
structure chimique. Ils constituent une importante famille d’antioxydants dans les plantes, les

fruits et les Iégumes puisqu’elles comprennent plus de 6000 molécules (Lhuilier, 2007).
2.2.1. Les principales classes des composés phénoliques
Une classification de ces substances a été proposée par Harborne (1980).
On peut distinguer les différentes classes des polyphénols en se basant d’une part, sur le

nombre d’atomes constitutifs et d’autre part, sur la structure de squelette de base (Figure 3).

Deux principales classes sont largement répandues :
e Flavonoides

e Tanins et lignines

Groupe hydroxyle LOH

Al
Annecau aromatique  —————» |j
=‘J

Figure 3. Structure de base des polyphénols (Manallah, 2012).
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Tableau 2. Structure des squelettes des polyphénols (Crozier et al., 2006).

Nombre | Sguelette Classification Exemple Structure de
de base
carbones
7 Cs-Ca Acides phénols Acide gallique @ COOH
o4
B Cs-C2 Acétophénones Gallacetophénone — M_H4
Acide Acide p -
) Co e COOH
8 CeCa phénylacétique Hydroxypheénylacétique @—‘
Acides @f:‘1‘:r:H o
9 Ce=C3 hydroxycinamiques Acide p - coumarique
o D
9 Ce=C3 Coumarines Esculitine w
]
1] Ce-Ca Maphthoquinones Juglone 0?
Ly

L
13 Cs-C1-Cs Xanthones Mangiferine ap
1
14 Cs-C2-Cs Stilbénes Resveratrol

15 Cs-C3-Cs Flavonoides Maringénine |

2.2.1.1. Les flavonoides

Le terme flavonoide provenant du latin "flavus”, signifiant "jaune", désigne une trés
large gamme de composés naturels appartenant a la famille des polyphénols. Ils sont
considérés comme des pigments quasi universels des végétaux. Structuralement, les
flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules. En effet plus de 6500 structures

ont été identifiées (Bruneton, 1999 ; Harborne et Williams, 2000).

Figure 4.Structure de base du noyau des flavonoides (Heim et al., 2002).
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2.2.1.2. Les Tanins

Le terme " Tanin " (ou Tannin) vient du mot tannage. Les tanins sont des composés
poly-phénoliques hydrosoluble ayant une masse moléculaire entre 500 et 3000, et qui
présentent, a c6té des réactions des phénols des propriétés de précipiter les alcaloides, la

gélatine et d'autres protéines (Bruneton, 2009)

2.3. Les activités biologiques des polyphénols

Les recherches récentes sur les composés phénoliques en générale et les flavonoides en
particulier sont trés poussées en raison de leurs divers propriétés physiologiques comme : Les
activités  antiallergiques, anti-artherogenique, anti-inflammatoire,  hépato-protective,
Antimicrobienne, antivirale, antibactérienne, anticarcinogénique, anti-thrombotique,

cardioprotective et vasodilatoire (Middleton et al., 2000 ; Ksouri et al., 2007).

2.4. Activité Antioxydante

L’oxydation est I’un des processus les plus producteurs des radicaux libres dans les
aliments et les tissus vivants. Ces radicaux causent des dégradations majeures dans les

macromolécules et I’acide nucléique (Bubonja-Sonje et al.,2011).

2.5. Radical libre

Un radical libre est une espéce chimique, molécule, morceau de molécule ou simple
atome, capable d'avoir une existence indépendante (« libre») en contenant un ou plusieurs
électrons célibataires (électron non apparié sur une orbitale). Cela lui confére une grande
réactivité donc une demi-vie tres courte. En effet, ce radical libre aura toujours tendance a
remplir son orbitale en captant un électron pour devenir plus stable (Goudable et Favier,
1997)

Le métabolisme cellulaire produit a 1’état physiologique une variété de radicaux libres
dérivés de I'oxygene (RLO). Dans certaines conditions pathologiques, ces RLO ainsi que
leurs dérivés sont produits de fagon excessive. Parmi les RLO, I’anion superoxyde (O2e-)
joue un role clé dans I'inflammation en général, et dans les maladies rhumatismales en
particulier. L’anion superoxyde constitue la premicre forme radicalaire capable d’agresser les
composantes cellulaires et matricielles. Il est également un précurseur d’autres especes

radicalaires plus réactives comme le radical HOe® formé par I’interaction de 1’O2e— avec les
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ions métalliques libres (fer ou cuivre). Les RLO possedent une forte réactivité et une courte
demi-vie (Afonso et al., 2007).

Tableau 3. Principaux radicaux libres et leur structure chimique (Haton, 2005)

Radicaux libres (nomenclature) | Structure chimique
Radical hydroxyle OH®

Radical hydroperoxyde HOO'®

Radical peroxyde ROO’

Radical alkoxyle RO’

Peroxyde d’hydrogene® H:0;

Peroxynitrite ONOO*

Anion superoxyde 0;

* Espéce active de l'oxygéne, non radicalaire.

2.6. Stress oxydatif

Le stress oxydatif est une circonstance anormale qui traverse parfois nos cellules ou un
de nos tissues lorsqu’ils sont soumis a un déséquilibre entre la production des radicaux libres
ou pro-oxydants et les systemes de défenses antioxydantes (figure 5). ce qui produit des
dégats tissulaires a travers les modifications oxydatives des biomolécules cellulaires
(Gammoudia et al., 2013). Comme exemple, I’exposition chronique au stress oxydatif peut

favoriser I’apparition de cancers et maladies cardiovasculaires (Favier, 2006 ; Nkhili, 2009).

2.7. Antioxydants et systéme de défense

Un antioxydant est défini comme une substance qui, ajoutée a faible dose a un produit
naturellement oxydable a I’air, est capable de ralentir ou d’inhiber le phénoméene d’oxydation.
Cette definition peut étre élargie et le terme "antioxydant” englobe ainsi toutes les substances
qui protégent les systemes biologiques contre les effets delétéres potentiels des processus ou

réactions qui engendrent une oxydation excessive (Shimizu H, 2004).
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Systemes antioxvdants

Enzymatiques  Non enzymatiques
Somrces d'EOR

Superoxydes Glutathion

Endogénes Exogénes dismutase, Vitamunes C. A E,
Catalase, Ubiqunone,
NADPH oxydase, Toxiques Glutathion Lipoate,
Chaine respiratowe EOVIFONNEMen AR, peroxydase Pyruvate.
mutochondnale, Radiations ionssantes 5 Pofvphe'uols
Peroxysomes, et UV, Champs almienl
Cytochrome Py, électniques, E
Xanthme oxydase, Xénobrotiques pro- :
Cyclo-oxygeénases, oxydants, Cytokines =
Lipo-oxygénases. pro-nflammatowres

e

A

Figure 5. Déséquilibre de la balance entre pro-oxydant et antioxydant (Nkhili, 2009).

Ils agissent en formant des produits finis non radicaux, d’autres en interrompant la
réaction en chaine de peroxydation, en réagissant rapidement avec un radical d’acide gras
avant que celui-ci ne puisse réagir avec un nouvel acide gras, tandis que d’autres antioxydants
absorbent 1’énergie excédentaire de 1’oxygene singlet pour la transformer en chaleur. En
méme temps, les antioxydants arrétent la réaction, la plupart du temps parce que la structure

des antioxydants est relativement stable (Haton, 2005).
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3.1. Matériel

3.1.1. Présentation géographique de la région d’étude

La wilaya de Biskra est située au Sud- Est Algérien, qui se caractérise par un climat
aride .La recolte de la plante Olea europaea a été réalisée dans la région d’Oumache de la
wilaya du Biskra. Cette région est délimitée par Sidi Okba et El haouch a I’Est, Ourlel et
Tolga a I’Ouest, Biskra au Nord et Still au Sud.

3.1.2. Materiel végétale

3.1.2.1. Collection des échantillons

Tableau 4. la plante étudiée et la date de récolte

Echantillon Date de prélévement Partie récoltée Quantité (g)

Olea europaea Mars 2018 Aérienne 5009

Figure 6. La partie aérienne de la plante (originale).
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3.2. Méthodes
3.2.1. Préparation de la plante

Dans cette ¢tude, 1’échantillon du matériel végétal utilisé a été récolté pendant la saison
de floraison. Apres la récupération de la plante, les feuilles sont lavées puis laissées sécher a
I’ombre et & température ambiante dans un endroit aéré, pendant 20 jours, Les feuilles séches
ont été broyées a 1’aide d’un moulin électrique et le broyat obtenu a été conservé dans un
flacon a température ambiante, dans un endroit sec et a 1’abri de ’humidité et de la lumicre

jusqu’a son utilisation.
3.2.2. Préparation de I’extrait aqueux

L’extrait aqueux de cette plante a ¢été préparé par trois méthodes d’extraction :

macération, décoction et infusion.

e Extraction par macération

L’extrait aqueux par cette méthode de la partie aériennes (feuilles) a été préparé selon la
méthode décrite par (Boubakeur et al., 2017) avec une Iégere modification : 50 g du matériel
végétal broyé est mis a macérer dans 500 ml d’eau distillée sous agitation magnétique et a une
température ambiante. Cette macération est répétée trois fois successivement avec
renouvellement du solvant chaque 24 heures. Les macérats aqueux obtenus sont soumis a la
double filtration sur coton hydrophile et sur papier-filtre Whatman n3.Aprés séchage a I’étuve

(45°C) pendant 48 heures, 1’extrait obtenu est conservés a 4°C pour les travaux ultérieurs.
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[ 50 g materiel végétal ]

v

500 ml eau distillé

¢

[ Agitation magnétique

Macerat agueux

Double flltratlon

!

Etuve 45 C° ]

|

Extrait brut ]

Figure 7. Schéma général d'extraction aqueuse par Macération des feuilles d’oliviers.

e Extraction par décoction

Cette méthode d’extraction a été effectuée selon le protocole décrit par (Boubakeur et
al., 2017). Une quantité de 50 g du matériel végétal broyé est mise a bouillir pendant 15
minutes dans 500 ml d’eau distillée. Aprés filtration sur papier-filtre Whatman no3, les filtrats

ont été ensuite récupeéres et séchés dans 1’¢tuve conservés a 4°C pour les travaux ultérieurs.
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[50 g matériel végétal ]

500 ml eau distillée
\ 4
'd 7\
Mise a bouillir (15min)
G J
v
P
Filtration

v

|
e
| |

!

Etuve 45 C°

\ 4

p
Extrait brut 1

Figure 8. Schéma général d'extraction aqueuse Décoction des feuilles d’oliviers.

e Extraction par Infusion

L’extrait aqueux de poudre des feuilles que nous faisons infuser 50g dans 500ml d’eau
distillée chauffée a 100°C. Ce mélange est agité pendant 24 heures par un agitateur
magnétique. Ensuite la solution est filtrée sur papier Wattman (3 mm), I’extrait obtenus a été

conservés a 4°C pour les travaux ultérieurs (Soro et al., 2009)
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~
[50 g matériel végétal
Y,
A
e, )
500 mL eau distillée
Chauffée a 100 C°
l Y
Agitation 24h
Filtration
'd l N\
Etuve 45 C°
g J
'd \ 4 N\
Extrait brut

Figure 9. Schéma général d'extraction aqueuse Infusion des feuilles d’oliviers.

3.2.3. Rendement d’extraction

Le rendement de 1’extraction est calculé via la formule suivante :

[R (%) = (Me / M ech) X 100 J

Ou
R (%) : rendement en %
Me : est la masse de I’extrait aprés évaporation du solvant en g

M ech : la masse séche de 1’échantillon végétal en g (Mahmoudi et al.,2013).

3.3. Analyse quantitative
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3.3.1. Dosage des polyphénols totaux
e Principe

La teneur en polyphénols totaux est estimée selon la méthode de Folin-Ciocalteu
(Singleton et al., 1999) qui est considérée parmi les meilleures méthodes de quantification des

polyphénols totaux des extraits de plantes (Robards, 2003).

L’oxydation des composés phénoliques par le réactif de Folin-Ciocalteu résulte de la
réaction entre 1’acide phosphotungstique (H3PW12040) et 1’acide phosphomolybdique
(H3PM12040) en milieu alcalin. Cette réduction se traduit par 1’apparition d’une coloration
bleue formée d’un mélange d’oxyde bleu de tungsténe (W8023) et de molybdéne (M8023)
qui sont proportionnels a la concentration en polyphénols dans le mélange (Blouin et al.,
1972).

e Mode opératoire

0.5ml de chaque extrait de Olea europea (1mg/ml) sont ajoutés a 5 ml d’eau distillée
puis on ajoute 0.5ml du reactif de Folin-Ciocalteau dilué 10 fois .Apres 3min, 0.8 ml de
carbonate de sodium (7.5%) sont ajouté, Les tubes sont agités et incubés a température
ambiante et a I’abri de la lumiére. Aprés 1h d’incubation, les absorbances des mélanges sont
mesurées a 760 nm a I’aide d’un spectrophotométre UV/VIS, contre un blanc qui comporte
les mémes composants a I’exception de 1’extrait testé. Une courbe d’étalonnage est réalisée en
parallele dans les mémes conditions opératoires en utilisant I’acide gallique comme contrdle

positif.

Le taux de polyphénols dans nos extraits, a été calculé a partir d’une courbe
d’étalonnage linéaire (y = ax + b), établie avec des concentrations précises d’acide gallique

(20 — 200 pg/ml).

Les résultats sont exprimés en microgramme d’équivalent d’acide gallique par

milligramme d’extrait de feuilles (ug EAG/mg).
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3.3.2. Dosage des flavonoides

e Principe

La formation d’une liaison covalente entre le trichlorure groupements hydroxyles (OH)
des flavonoides produit un complexe de couleur jaune ayant une absorbance maximale a
430nm (Rezzaghi, 2012).

e Mode opératoire

La teneur en flavonoides des extraits aqueux a été déterminée par spectrophotométrie
selon la méthode de trichlorure d’aluminium AICI3 décrite par (Ayoola et al., 2008 ;
Mbaebie, 2012) avec des modifications : Le chlorure d’aluminium forme des complexes

jaunatres avec les atomes d’oxygene présents sur les carbones 4 et 5 des flavonoides.

Briévement, 1 ml de 1’échantillon (1mg/ml) est ajouté a 1 ml de la solution d’AICI3 (2%
dans le méthanol), le mélange est vigourecusement agité. Aprés 10 min d’incubation, a

température ambiante et a I’abri de la lumiére, I’absorbance est lue a 430 nm.

Une courbe d’étalonnage (y = ax + b) établie par la quercétine, réalisée dans les
mémes Conditions opératoires que les échantillons, servira a la quantification des flavonoides.
La teneur en flavonoides est exprimée en microgramme d’équivalent de Quercétine par un

milligramme d’extrait de feuilles (ug EQ/mg).
3.4. Détermination de pouvoir antioxydant du composé phénolique
3.4.1. Piégeage du radical libre DPPH

e Principe

L’¢évaluation de I’aptitude du composé (extrait) a piéger des radicaux libres consiste
donc a mesurer sa capacité a piéger les radicaux libres et donc a ralentir ou inhiber la création
de radicaux libres (Hemmami et Guezei, 2013). Les tests proposés pour la mise en évidence
du pouvoir antioxydant et anti-radicalaire de nos extraits phénoliques ont été réalisé par de
test DPPH. Le DPPH (1,1-Diphényl-2-picrylhydrazyl) est un radical libre stable de couleur
violacée qui absorbe a 517nm. En présence de composes anti-radicalaires, le radical DPPHe

est réduit et change de couleur en virant au jaune (Parejo et al., 2002).

On peut résumer la réaction sous la forme de I’équation :

[ DPPH*+ (AH) n DPPH-H+ (A*) n ]]

18



Chapitre 3 Matériel et méthodes

e Mode opératoire
Le protocole expérimental utilisé est celui de BRAND-XILLIAMS et al. (1995).

La solution du DPPH est préparée par solubilisation de 4 mg de DPPH dans 100 ml de
méthanol. 50 pl des extraits a différentes concentrations (20 — 200 pg/ml), contre un blanc qui

contient 2ml méthanol et 50 ul des extraits.

Le contrble négatif est préparé, en parallele, en mélangeant 50ul de méthanol
avec 2 ml de la solution méthanolique de DPPH , contre un blanc qui contient 2ml méthanol
+50p1 de méthanol

Pour le contréle positif on a utilisé 1’acide ascorbique comme un témoin dont

I’absorbance a ét¢ mesuré dans les mémes conditions que les échantillons.

Aprés incubation a I’abri de la lumiére et a température ambiante pendant une

heure, 1’absorbance est mesurée a 517 nm.

Le pourcentage d’inhibition PI est calculé selon la formule suivante :

PlI%=AC-AE/ACx100 ]J

Avec :
A C : absorbance du controle.

A E : absorbance de I’extrait.

IC50 : Concentration inhibitrice médiane.

3.4.2. Réduction du fer (FRAP) : FerricReducing Antioxydant Power

Le pouvoir réducteur d’une molécule est relatif a sa capacité de transfert des électrons et
peut servir comme indicateur significatif de son activité antioxydante. Dans cette technique, la
couleur jaune de la solution change au vert et bleu selon le pouvoir réducteur de I’échantillon
testé.Basée sur la réduction du Fe* présent dans le complexe K3Fe(CN) 6 en Fe?*. Et, une

absorbance élevée a 700 nm indique un pouvoir réducteur élevé (ZovkoKoncic et al., 2010).
e Principe

Les substances ayant un potentiel de reduction, réagissent avec le ferricyanure de
potassium pour former le ferrocyanure de potassium, qui réagit a son tour avec le chlorure
ferrique pour donner lieu a un complexe qui a une absorption maximale a 700 nm (Jayanthi et
Lalitha, 2011).
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e Mode opératoire

1 ml de I’extrait a différentes concentrations est mélangé avec 2,5ml d’une solution
tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 2,5ml d’une solution de ferricyanure de potassium
K3Fe(CN) 6 a 1%.

» L’ensemble est incubé au bain marie a 50°C pendant 30 minutes.

» Ensuite 2,5 ml d’acide trichloracétique (TCA) a 10% sont ajoutés pour stopper

la réaction.

> Les tubes sont centrifugés a 3000 gravité pendant 10 minutes. 2,5ml du
surnageant sont mélangés a 2,5ml d’eau distillée et 0,5 ml d’une solution de :

Chlorure ferrique FeClI3 fraichement préparé a 0,1%

> La lecture de I’absorbance du milieu réactionnel se fait a 700 nm contre un blanc
semblablement préparé, en remplacant I’extrait par de 1’eau distillée qui permet

de calibrer I’appareil (UV-VIS spectrophotométre).

Le contrdle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard ; I’acide
ascorbique dont 1’absorbance a été mesuré dans les mémes conditions que les échantillons.
Une augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des

extraits testés (Hubert, 2006). Toutes ces opérations sont répétées 3 fois (triplicata).
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4.1. Le rendement des extraits bruts

L’extraction et la préparation de I’extrait aqueux des feuilles de 1’olivier sauvage Olea
europea var. sylvestrisa été réalisée par les méthodes suivantes : Macération, Infusion et

Décoction.

25

21,9%

20,84%
20

15

18,6%
i Rendement %

10

infusion décoction macération

Figure 10. Rendement des trois extraits de la plante Olea europaea.

D’aprés les résultats obtenus et qui sont résumés dans 1’Histogramme ci-dessus
(Figurel0), nous remarquons que 1’infusion a permis d’obtenir le meilleur rendement avec
une valeur de 21.9 %, ensuite la macération avec un rendement de 20.84% et enfin la

décoction avec 18,6%.

Dans I’étude de Madani (2017) qui a travaillé sur la méme plante « Olea europaea» en
utilisant les 3 méthodes : Décoction, Infusion, et Macération, il a respectivement obtenu un
rendement d’extraction de 20,4%, 19,08 %, 16,04%. Cette différence est due de plusieurs
paramétres : le solvant, le pH, la température, le temps d'extraction et la composition de
I’échantillon (Santos et al., 2012).

Aussi on peut citer que la période et le lieu de récolte influent sur le rendement
d’extraction (Touaibia et al., 2014).
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4.2. Dosage des métabolites secondaires
4.2.1. Dosage des polyphénols

Le dosage des polyphénols de trois extraits a été réalisé par 1’utilisation de réactif de
Folin-Ciocalteau selon la méthode de JUNTACHOTE et al. (2006). Les concentrations
d’acide gallique ont ét¢ variées entre 20pg/ml a 200pg/ml ce qui a permet de tracer la courbe

d’étalonnage. Les tests sont réalisés en triplicata.

La teneur des polyphénols totaux est déterminée par I’équationy = 0.0023x, avec un
coefficient de corrélation R2=0.978 (Figure 10).

0.500 +

0.450 - y =0,0023x
R2=0,9831

0.400 -
0.350 -
0.300 -
0.250 -
0.200 -
0.150 -
0.100 -
0.050 -

0-000 T T T T 1
0 50 100 150 200 250

Concentration en pg/ml

Absorbance a 765 nm

Figure 11. Courbe d'étalonnage de I'acide gallique pour le dosage de polyphénols totaux.

Les résultats sont exprimés en microgrammes d’équivalent en acide gallique par

milligramme d’extrait sec (ug EAG/mg d’extrait). (Tableau 5).

Tableau 5. Teneurs en polyphénols totaux des extraits aqueux.

Extraits Teneur en ug EAG/mg Extrait

(Moyenne + écart type)

Infusion 287,39+ 0.05
Décoction 244,78 +0.007
Macération 123,91 + 0.010
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Selon les résultats présentés dans le (tableau 04), nous avons enregistré que I'extrait
préparé par infusion présente des teneurs élevées en polyphénols (287,39 + 0.05 pug EAG/mg
MS), suivi par I’extrait préparé par décoction (244,78 £0.007 ug EAG/mg MS), et la fraction
la plus faible correspondant donc a I’extrait préparé par macération (123,91 = 0.010 ug
EAG/mg MS).

Ces résultats sont supérieurs a ceux rapporté par Madani et al. (2017) qui ont réaliseé des
dosages des polyphénols et recherche d'activité anti radicalaire de feuilles d'olives, ils ont

montrés que les teneurs en polyphénols totaux de I’infusion, Décoction, Macération sont
(150,26 £ 0,023 pg EAG/mg MS, 91,73 + 0,074 pg EAG/mg MS, 124,90 + 0,049 ug
EAG/mg MS respectivement)

4.2.2 Dosage des flavonoides

Le contenu en flavonoides est également estimé selon la méthode de trichlorure
d’aluminium (Bahorum T, 1997;Djeridane et al.,2006) .

La Quercétine considérée comme controle positif, qui a permis de réaliser la courbe
d’étalonnage et les calculs de la teneur de flavonoide dans notre extrait, Les résultats sont

exprimés en pg équivalent quercétine par mg d’extrait (ug EQ/mg d’extrait) (Tableau6).

La courbe d’étalonnage suit une équation de type : y = 0,0027x. Sachant que le

coefficient de corrélation est : Rz = 0,9992 (Figure 12)

y = 0.0027x

2 _
o5 R? = 0.9992

0.4 -
0.3 -

0.2 -

Absorbance a 765 nm

0-0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250

Concentartion (ug/ml)

Figure 12. Courbe d'etalonnage de la quercétine pour le dosage de flavonoides totaux.
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Tableau 6. Teneurs en flavonoides totaux des extraits aqueux.

Extraits Teneur enug EQ/mg Extrait

(Moyenne + écart type)

Infusion 88 + 0.005
Décoction 98,5 +0.002
Macération 59 + 0.005

Selon les résultats présentés dans le (tableau 6), nous n’avons enregistré que 1’extrait
préparé par décoction présente des teneurs élevées en flavonoides (98,5+0.002ug EQ/mg
MS), suivi par I’extrait préparé par infusion (88 £ 0.005pug EQ/mg MS), et la fraction la plus
faible correspondant donc a I’extrait préparé par macération (59 + 0.005ug EQ/mg MS).

Ces résultats sont inférieurs a ceux rapporté par Madani (2017) sauf ceux d’infusion qui
sont plus élevés, qui ont réalisé des dosages des polyphénols et recherche d'activité anti
radicalaire de feuilles d'olives, ils ont montrés que les teneurs en flavonoides totaux de
I’infusion, Décoction, Macération sont (77,5 + 0,052ug EQ/mg MS, 112,5 + 0,024ug EQ/mg
MS, 98,75 + 0,017ug EQ/mg MS. respectivement) Mais les deux résultats montrent que la
décoction présente des teneurs €levées en flavonoides totaux par rapport a 1’infusion et la

macération.

Certains auteurs ont montré que la feuille d'olivier est caractérisée par sa richesse en
composeés bioactifs : les polyphénols totaux (25,3 mg/g) (Gracia et al., 2003), flavonoides (58
mg/g) (Lee et al., 2009).

La composition des feuilles d'oliviers en composés bioactives change selon son origine,
conditions climatiques, le mode de séchage, le temps, les types de solvants d'extraction et les
conditions de stockage (Altiok, 2010).

Les teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides varient qualitativement et
quantitativement d'une plante a une autre, cela peut étre attribue a plusieurs facteurs : Facteurs
climatiques et environnementaux ...etc. (Ebrahimi et al., 2008) ; Le patrimoine génétique
(Miliauskas et al., 2004) ; la période de la récolte (Miliauskas et al., 2004) ; le stade de

développement de la plante (Miliauskas et al., 2004) et la méthode d’extraction (Lee et al.,
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2003). La méthode de quantification peut également influencer I’estimation de la teneur des

polyphénols totaux et flavonoides (Lee et al., 2003)
4.3. Evaluation de ’activité antioxydante
4.3.1. Effet de piégeage du radical DPPHe

Le test de DPPH est un des tests les plus utilisés pour déterminer 1’activité anti-

radicalaire des extraits de plantes (Laguerre et al.,2007) .

Aprés 1 heure d’incubation de la solution DPPH-extrait (a différente concentration), la
coloration violette vire vers une coloration jaune dans les 03 extraits, ce changement de
couleur est d0 a la réduction de DPPH, ce qui montre que les échantillons ont un effet de
piégeage du radical DPPH. Les résultats du pouvoir anti-radicalaire par le DPPH des

différents extraits de /’Olea europaea sont dans les figures suivantes :
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Figure 13. Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes
concentrations de ’acide ascorbique.
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Figure 14. Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes
concentrations de I’extrait d’infusion.
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Figure 15. Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes
concentrations de 1’extrait de décoction.
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Figure 16. Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes
concentrations de I’extrait de macération.

L’activité antioxydante évaluée pour les différents extraits ainsi que le standard
(contréle positif) utilisés, dont les résultats sont exprimés en IC50 (concentration inhibitrice
50) ; c’est la concentration d’extrait qui neutralise (réduit) 50% de radical libre (DPPH), plus
L’IC50 est faible plus ’extrait est avec un potentiel antioxydant puissant. L’ensemble des

résultats de I’activité antioxydante exprimée en IC50 est représenté dans le tableau ci-dessous

Tableau 7

Molécule de référence | Les extraits aqueux de 1’Olea europaea

AC. Ascorbique Infusion Décoction Macération

1C50 (ug/ml) 145.5 153.8 179.9 189.2

D'aprés les valeurs obtenues, I'extrait préparé par infusion a présenté une activité anti
radicalaire meilleure (IC50 d’ordre de 153,8 pg/ml) par rapport aux autres extraits prépares
par maceération et décoction qui ont presenté des IC50 d’ordre de 189,2 et 179,9 pg/ml,

respectivement.
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Ces valeurs sont largement supérieures par rapport a IC50 obtenus par l'acide
ascorbique (145,52ug/ml) utilisé comme molécule de référence et donc une activité anti-
radicalaire plus faible (Tableau 07).

Une étude de l'activité antioxydante des feuilles d'une variété de I'olivier cultivé de
chemlali en Tunisie a été réalisée par Bensallah et al. (2012) a permis d'estimé une 1C50 est

de 7,90 pg/ml en utilisant I'eau/méthanol (30/70) (v/v) comme solvant d'extraction.

Selon Hayes et al. (2011) I’activité anti-radicalaire dépend genéralement du nombre et
de la position des groupements hydroxyles par rapport aux groupements carboxyles
fonctionnels. La structure des composés phénoliques est un facteur déterminant de leur
piégeage des radicaux libres qui sont des pathogenes dans de nombreuses maladies. Certains
de ces composés sont capable de chélater le fer, et donc de réduire son exces.

Les flavonoides sont reconnus pour leurs nombreuses activités biologiques, ces activités
sont attribuées en partie aux propriétés antioxydantes de ces composés naturels. Les
flavonoides sont susceptibles de réagir avec la plupart des espéces réactives oxygénées
(Fuhrman et al., 1995).

L’action antioxydante de ces phyto-nutriments ne s’exerce pas seulement par
I’inhibition et la désactivation des radicaux libres, elle se manifeste aussi par la neutralisation
d’enzymes oxydantes et par la chélation des traces d’ions métalliques responsables de la

production de ROS (Halliwell, 1994 ; Cotelle, 2001).

Les flavonoides inactivent et stabilisent les radicaux libres grace a leur groupement
hydroxyle (C3-OH) fortement réactif. Rice-Evans et ses collaborateurs (1996) ont démontré

I’importance de ce dernier.
4.3.2. Test du pouvoir réducteur FRAP

Comme son nom I’indique, cette technique a été développée pour mesurer la capacité
des extraits a réduire le fer ferrique Fe®* en fer ferreux Fe?*. En effet, le Fe3*participe a la

formation du radical hydroxyle par la réaction de Fenton. (Karagozler et al., 2008).

L’évaluation du pouvoir réducteur du fer a différentes concentration des extraits d’Olea
europaea sont représentée dans la Figure ci-dessous. Les valeurs obtenues sont comparées
avec I’absorbance d’un témoin qui est 1’acide ascorbique usuellement. L’augmentation de

I’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des extraits testes.
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On a choisi une concentration commune entre les extraits et le standard pour une

meilleure comparaison.
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Figure 17. Pouvoir réducteur des extraits Infusion, macération et décoction de 1’olivier
sauvage testé par la méthode FRAP.

D’aprés (la figurel?7), nous constatons que I’extrait d’infusion qui représente le
pouvoir le plus élevé pour réduire le fer, suivi par I’extrait de décoction, alors que 1’extrait de

macération a présenté un pouvoir réducteur inférieur par rapport aux autres extraits.

L’acide ascorbique qui est employé dans cette méthode comme un contrdle positif, a

montré un pouvoir réducteur plus élevé avec les mémes concentrations utilisées.

Ainsi, nous remarquons que I’augmentation de la réduction du fer est proportionnelle

avec ’augmentation de la concentration des extraits des feuilles de I’olivier sauvage.

A la concentration de 100 pg/ml, le pouvoir réducteur de I’extrait aqueux par infusion est
largement supérieur (A=0,154) par rapport aux extraits obtenus par décoction et macération

(A=0.121, A=0.027), respectivement. Mais nettement inférieur a celui de I’acide ascorbique
(A=0.186).

Le pouvoir réducteur de I’espéce Olea europea est probablement di a la présence de
groupement hydroxyle dans les composés phenoliques qui peuvent servir comme donneur
d’¢électron. Par conséquent, les antioxydants sont considérés comme des réducteurs et

inactivateurs des oxydants. Quelques études antérieures ont également montré que le pouvoir
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réducteur d’un composé peut servir comme un indicateur significatif de son activité

antioxydante potentielle (Bougandoura et Bendimerad, 2012).

La présence de réducteurs (comme antioxydants) provoque la conversion du complexe
Fe3* ferricyanure a la forme ferreuse Fe?*. Bien que le fer soit essentiel pour le transport
d'oxygeéne pour la respiration et I'activité des enzymes, il s'agit d'un métal réactif qui catalyse

des dommages oxydatifs dans les tissus vivants et les cellules. (Bourgou et al., 2008).
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Conclusion

A la lumiére des résultats obtenus dans ce mémoire nous avons conclu que :

Les extraits bruts aqueux des feuilles d’olivier (Olea europea) récoltées au mois de juin
dans la région d’Oumache, wilaya de Biskra, sont riches en polyphénols totaux et flavonoides
totaux. L'analyse quantitative des extraits préparés a montré que l'extrait préparé par
décoction s'est réveélé plus riche en flavonoides totaux par rapport aux autres extraits (0.197
+0.002ug EQ/mg MS).

L’extrait préparé par infusion a présenté le taux le plus élevé en polyphénols totaux

(0.661 + 0.05 pg EAG/mg MS).

L'extrait préparé par infusion de feuilles d'olivier a présente I'activité anti-radicalaire la
plus élevée avec IC50 de 153.8 pg/ml par rapport aux autres extraits et cette activité est
presque similaire a 1’acide ascorbique qui a présenté une 1C50 d’ordre de 145,52ug/ml dans

les mémes conditions.

Aussi, Iactivité antioxydante a été évaluée par la technique de réduction du fer FRAP,
qui représente un indicateur significatif du pouvoir antioxydant des plantes. Les résultats
montrent que la capacité réductrice de 1’extrait préparé par infusion (A=0,154) est plus élevée

que les extraits préparés par décoction et macération (A=0.121, A=0.027), respectivement.

L'ensemble de ces résultats a permis d'évaluer la richesse des feuilles d'Olea europea en
substances chimiques et qui pourraient représenter une nouvelle source potentielle de

molécules bioactives en thérapeutique.
Il est souhaitable de compléter et d'approfondir ce travail par :

—L’isolement et [I’identification des principes actifs responsables a [l'activité

antioxydante par des techniques chromatographiques et spectrales.
— L'étude in vivode l'activité antioxydante.

— Elargir le panel des activités anti-oxydantes, dont l'activité antidiabétique, anti

tumorale, anticancéreuse et anti-inflammatoire.
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Annexe | : matériels et produits chimiques

Appareillages Produits Verreries Autres matériels
- Moulin électrique -Eau distillée - Erlenmeyer -Papier filtre
) ) ) whatman
-Agitateur Magnétique -Méthanol - Entonnoir
o -Coton hydrophile
-Plaque chauffante -Folin-Ciocalteu -Buchner
. ) ) ) -Papier aluminium
-Balance de précision - Chlorure ferrique (FeCI3) -Boite pétri
-Papier absorbant
-Etuve -Trichlorure d’aluminium -Flacon
) ) (AICI3) ) -Entonnoir
-Bain marie -Tube a vis
] -Acide gallique . ) -Spatule
-Centrifugeuse -Tube a essai
. -Quercitine ] -Eprouvette
-Spectrophotométre -Bécher
-Acide ascorbique -Tube eppendorf
-Vortex
- Carbonate de sodium -Micropipettes
-Ph métre

(Na2Co3)
-Tampon Phosphate
-DPPH

- Le ferricyanure de
potassium (K3Fe(CN))

- Acide trichloracétique
(TCA)
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Annexes

Annexes |1 : Preparation des solutions

Solution

Préparation

Réactif de Folin-Ciocalteu & (10%).
Carbonate de sodium Na2CO3 a (7.5%).
L'acide gallique

Acide ascorbique

Chlorure d’aluminium AICI3 a (2%)
Quercétine

Acétate de sodium.

Tampon phosphate a 0.2M, PH 6.6

Ferricyanure de potassium (K3Fe(CN) 6) a (1%)
Acide trichloracétique(TCA) (10%)
Chlorure ferrique (FeCL3) a (0.1%)

DPPH

1ml de folin dans 9ml eau distillée.

7.5 g dans 100ml d'eau distillée.

4mg dans 10ml de méthanol (400 pg/ml).
1mg préparé 1ml eau distillée.

29 préparé dans 100ml de méthanol.

2g préparé dans 100ml de méthanol.

5¢ préparé dans 100ml d’eau distillée.

2,4g NaH2po4 préparé dans 100ml d’eau distillée
+ 2,49 Na2HPo4 préparé dans 100ml d’eau
distillée.

1g préparé dans 100ml d’eau distillée
10g préparé dans 100ml de méthanol.
0,19 préparé dans 100ml de méthanol.

4mg préparé dans 100ml méthanol
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Résumé : Ce présent travail a eu pour but les tests phytochimiques, le dosage et l'activité
antioxydante des extraits bruts aqueux des feuilles d'Olea europea réalisés par trois
méthodes : infusion, macération et décoction récoltées dans la région d’Oumeéche Biskra.

Une analyse quantitative des polyphénols totaux des extraits a démontré que I’extrait de
I’infusion qui nous donne la teneur la plus élevé (287.39 = 0.05 g EAG/mg MS) par rapport
aux autres extraits.

Une analyse quantitative des flavonoides totaux des extraits a démontré que l’extrait de
décoction qui nous donne la teneur la plus élevé (98.5 + 0.002 mg EAG/mg MS) par rapport
aux autres extraits.

Le pouvoir antioxydant a été évalué par deux techniques : le piégeage du radical libre DPPH
et la réduction du fer FRAP. Ces deux derniéres ont abouti aux mémes résultats qui montrent :
I’extrait préparé par infusion a présenté une activité antioxydante meilleure par rapport aux
deux autres extraits

Mots clés :Olea europea, extraits aqueux, polyphénols totaux, activité antioxydante
(DPPH/FRAP).

ﬂbstract: The purpose of thisworkwas to carry out phytochemical tests, dosage anh
antioxidantactivity of aqueouscrudeextracts of Olea europealeavesusingthreemethods:

infusion, maceration and decoctioncollected in Oumeche Biskra region.

A quantitative analysis of the total polyphenolsextractsshowedthat the extract of the infusion
whichgives us the highest content (287.39 + 0.05 ug EAG / mg MS) compared to the
otherextracts.

A quantitative analysis of the total flavonoids of the extractsdemonstratedthat the
decoctionextractwhichgives us the highest content (98.5 = 0.002 mg EAG / mg MS)
compared to the otherextracts.

The antioxidant power wasevaluated by twotechniques :trapping of the free radical DPPH and
reduction of FRAP iron. These last two have resulted in the sameresultswhichshow : the
extractprepared by infusion has a betterantioxidantactivitycompared to the othertwoextracts.

\Key words: Olea europea, aqueousextracts, total polyphenols, antioxidantactivity (DPPH //

FRAP







