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Résume :  

Dans notre travail, nous nous sommes intéressés à l'étude de la relation Structure - Rétention de 

l'oleuropéine et de ses dérivés par HPLC et application de leur analyse qualitative à l'extrait non 

volatil de feuilles d'Olea europea L. de la région de Ouargla. 

Les résultats du rendement obtenu de l'extraction des composés phénoliques des feuilles d’Olea 

europea L.,est similaire à celui obtenu à partir des études précédentes. 13,31, 2,43 et 2,47 % pour 

l'extrait de butanol, l'acétate d'éthyle et le dichlorométhane, respectivement. La valeur maximale a 

été observée dans l'extrait de butanol, nous avons donc choisi cet extrait pour l'analyse par 

chromatographie en phase liquide à haute performance (HPLC). 

L’analyse de l'extrait au butanol, par Chromatographie sur Couche Mince (CCM) et par l’HPLC 

nous a permis d’identifier l’oleuropéine (Confrontation avec les Rf, les spectres UV des étalons purs 

et le temps de rétention). 

Plusieurs paramètres étaient modifiés sur l’analyse par HPLC pour observer le changement sur 

les pics de l'oleuropéine et de ses dérivés. La composition de la phase mobile : acétonitrile (A)- eau 

(B) varie de 5 à 50 % et de 50 à 95 %, respectivement. Plusieurs longueurs d’onde (254, 280 et 330 

nm) ont été évaluées pour obtenir la meilleure séparation . L'évolution de la rétention en fonction du 

débit a également été étudiée, et enfin, l’optimisation de la détection pour la meilleure résolution a 

été également réalisée. 

Mots- clés : Oleuropéine, rétention, analyse qualitative, HPLC. 

 

 

Abstract:  

In our work, we were interested in the study of the Structure - Retention relationship of 

oleuropein and its derivatives by HPLC and application of their qualitative analysis to the non-

volatile extract of Olea europea L. leaves from Ouargla region. 

The yield results obtained from the extraction of phenolic compounds from Olea europea L., 

leaves, is similar to that obtained from previous studies. 13.31, 2.43 % 2.47 % for butanol extract, 

ethyl acetate and dichloromethane, respectively. The maximum value was observed in the butanol 

extract, so we chose this extract for high performance liquid chromatography (HPLC) analysis. 

The analysis of the butanol extract, by Thin Layer Chromatography (TLC) and by HPLC 

allowed us to identify oleuropein (Confrontation with the Rf and UV spectra of the pure standards 

and retention time and the peak shape on the chromatogram). 

Several parameters were modified on HPLC analysis to observe the change in the peaks of 

oleuropein and its derivatives. The mobile phase composition: acetonitrile (A) - water (B) ranges 

from 5 to 50% and 50 to 95% respectively. Several wavelengths (254, 280 and 330 nm) were 

evaluated for best separation. The evolution of the retention as a function of the flow was also 

studied, and finally, the optimization of the detection for the best resolution was also carried out. 

 

Keywords : Oleuropein, retention, qualitative analysis, HPLC. 
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Introduction  

Les sécoiridoïdes sont des monoterpènes dérivant de la famille des iridoïdes. Ces derniers sont 

fréquemment présents dans les feuilles de plantes utilisées en médecine traditionnelle, hautement 

fonctionnalisés et sont utilisés comme matières premières chirales renouvelables en hémisynthèse, 

lorsqu’ils sont abondants au sein des végétaux [1].   

L’oleuropéine qui fait l’objet de notre travail, est un composé appartenant à cette famille qui a 

fait l’objet de divers travaux focalisés sur les propriétés biologiques, les techniques d‘extraction et 

les méthodes d’analyse qualitative et quantitative. 

L’olivier (l’une des sources de ce composé) est une plante aromatique et médicinale, et un 

réservoir de composés naturels à haute valeur ajoutée. En effet, plusieurs composés sont identifiés 

dans les extraits des feuilles, tels que les composés phénoliques (flavonoïdes, sécoiridoides, …), 

parmi lesquels nous citons  l’α- tocophérol et le β-carotène qui sont doués d’activités biologiques 

extrêmement importantes [1 ; 2].   

L’oleuropéine étant une molécule abondante dans les feuilles d’olivier(~ 6 – 9%), et dans le 

but de valoriser l’une des ressources naturelles sahariennes, nous nous proposons, dans un premier 

temps, d’étudier sa rétention et celle de quelques-uns de ses dérives par chromatographie liquide 

haute performance (HPLC) en fonction de leurs structures. En seconde partie, comme application, 

nous nous sommes proposé de les  analyser, qualitativement, dans l’extrait non volatil issu des 

feuilles d’olivier de la région d’Ouargla. 

Ce travail comporte trois parties : 

 Le premier chapitre consiste en une étude théorique sur l’oleuropéine, comportant quatre 

parties  

I : Généralités sur l’oleuropéine. 

II : Généralités sur l’olivier.  

III : Méthodes d’analyse et de quantification. 

IV :Travaux antérieurs sur l’oleuropéine. 

 Le deuxième chapitre (expérimental) comporte trois parties : 

I : Matériel végétal & Extraction. 

II : Etude analytique (qualitative) de l’extrait butanolique par CCM et HPLC. 

III: Séparation de l’extrait butanolique par CCM et analyse des fractions par HPLC. 

 La troisième partie contient les résultats de cette étude et leurs discussions.  

 Une conclusion générale, résume l’essentiel des résultats et les perspectives proposées. 



 

 

  

Synthèse Bibliographique                         
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I. Généralités sur l’oleuropéine  

 

I.1. La famille d’oleuropéine (Les sécoiridoïdes)  

Les secoiridoïdes sont des composés qui sont généralement liés glycosidiquement et sont 

produits à partir du métabolisme secondaire des terpènes en tant que précurseurs de divers 

alcaloïdes indoles [1]. Les sécoiridoïdes dérivent biogénétiquement des iridoïdes par ouverture 

oxydante de la liaison C7-C8 de la génine. De ce fait, ils appartiennent à la famille des iridoïdes. 

Les différentes génines se caractérisent par certaines fonctionnalités : 

a. Présence d‘un groupe vinyle en C9 sous forme ouverte sécologanoside (1), lactone 

(sweroside (2) ou gentiopicroside (3) [2]. 

b. Présence d‘un groupement éthylidène : oléoside (4) ou hydroxyéthylidène (10- 

hydroxyoléoside-11-méthylester) (5) en C9. Présence d‘un acide carboxylique estérifié 

oleuropéine (6) ou non [2]. 

c. Présence d‘une structure tricyclique : 

Par refermeture en C8 via une liaison C-O, comme pour le sécogalioside (7) [1]. 

 

 

 

Figure.1. Exemples des différents composés de la famille des sécoiridoïdes [1]. 

 

I.2. Définition  

L'oleuropéine (Figure 3), est un composé organique de la famille des secoiridoïdes,qui dérivent 

de la famille des iridoides,qui sont abondants dans les oléacées, les gentianacées, cornaleae, ainsi 

que de nombreuses autres plantes. Les iridoïdes et les secoiridoïdes sont des composés qui sont 

généralement liés à la glycosidicité et sont produits par le métabolisme secondaire, des terpènes 
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comme précurseurs de divers alcaloïdes indoliques. Ces derniers sont fréquemment présents dans 

les feuilles de plantes utilisées en phytothérapie et en médecine traditionnelle [3-4]. 

 

I.3.   Détermination de la structure de l’oleuropéine  

En 1908, Bourquelot et Vinilesco isolent un glucoside en proportion assez élevée et à la « 

saveur franchement amère » des feuilles et des fruits d‘Olea europaeaL. Ils nomment ce composé 

qu‘ils n‘ont pu cristalliser : oleuropéine (6). En 1960 Pannizzi et al décrivaient la structure de 

l‘oleuropéine (6), puis 1970 pour qu‘Inouye et al. décrivent sa configuration absolue.  

Ces derniers la confirmeront en 1974 par corrélation chimique avec l‘aspéruloside (8)[6-8]. 

 

Figure.2.Structure de l'oleuropéine (6) et de l'aspéruloside (8) [2]. 

 

 Structure chimique  

L’oleuropéine est un ester hétérosidique de détéracide élénolique et de 3,4-dihydroxy 

phényléthanol, contenant une molécule de glucose(Figure.5) [9]. 

 

 

Figure.3. Structure chimique d’oleuropiéne(6)[4]. 
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Tableau .1.  Fiche représentative  sur l’oleuropéine (6) [Chem Draw]. 

 

 

 

 

 

 

I.4. Les sources de l’oleuropéine  

Jusqu‘à présent l’oleuropéine (6) n‘a été isolée que dans les plantes de la famille des Oleaceae, 

et plus particulièrement dans les genres olea, Fraxinus, Jasminum, Ligustrum, Osmanthus et 

Syringa. Les teneurs en oleuropéine (6) isolée peuvent aller de 0,0003 % dans les fruits séchés de 

Ligustrum lucidum. à 0,72 % dans les parties aériennes d’Osmanthus austrocaledonica. Toutes ces 

teneurs sont largement inférieures à celles que l‘on peut retrouver dans les feuilles d‘Olea europaea 

L (6-9 %). On peut noter qu‘une étude HPLC de Ligustrum obtusifolium, a montré une teneur de 3 

% d‘oleuropéine dans les feuilles fraîches [1]. 

 

Tableau. 2. Différentes sources d'oleuropéine (1) dans la famille « Oleaceae ». 

 

I.5. Biosynthèse de l'oleuropéine 

La biosynthèse de l’oleuropéine dans Oleaceae déroule via la voie l'acide Mévalonique (9), 

aboutissant à la formation des oléosides. Le géraniol (10), le 10 -hydroxygeranoil (11) ainsi que le 

l’iridodial (12) et l’iridotrial(13) sont des précurseurs connus de l'acide désoxyloganique aglycone 

(14). Plus tard, l'acide désoxyloganique (15), l'acide 7-épiloganique (16), l’acide 7-ketologanic (17), 

Ester de l'acide 8-epikingisidic (18), oleoside 11-méthyle (19) ,7-β-1-D-glucopyranosyl 11-méthyl 

Nom UIPAC : 

 

méthyl(4S,5E,6S)-4-[2-[2-(3,4-dihydroxyphényl)éthoxy]-2-oxoéthyl]-5-

éthylidène-6-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6(hydroxyméthyl)oxan 

-2-yl]oxy-4H-pyran-3-carboxylate 

Formule brut  C25H32O13  

Masse molaire     540.5138 g /mol  

Plantes   Partie  Teneurs  Réf 

Fraxinus americana L.  feuilles sèches  0,23 %  [10] 

Jasminum polyanthum Franch.  fleurs sèches  0,48 %  [11] 

Ligustrum obtusifolium Siebold& Zucc.  feuilles fraîches  3 %   [12] 

Ligustrum vulgare L.  feuilles sèches  0,013 à 0,43 %  [13] 

Osmanthus austrocaledonica  parties aériennes sèches  0,72 %  [14] 

Phillyrea latifolia L.  feuilles fraîches  0,62 %  [15] 

Syringa josikaea J.Jacq.  feuilles fraîches  0,43 %  [15] 

Olea europaea L feuilles sèche 6-9 % [16] 
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oleoside (20) sont incorporés dans le ligustroside (21), un précurseur direct de l'oleuropéine,pour 

Oléacées (Figure.4.) [1]. 

 

 

Figure.4.Voie de biosynthèse proposée pour l'oleuropéine (6) [2]. 

 

 

I.6. Réactivité de l’oleuropéine 

L‘oleuropéine (6) est une molécule abondante (6-9 % dans les feuilles d‘Olea europaea L) et 

facilement accessible, cependant elle a été assez peu utilisée en synthèse. 

 Les principales réactions réalisées sur l‘oleuropéine (6) sont l‘hydrolyse du sucre, la réduction 

des esters et l‘hydrolyse de l‘ester 3,4-dihydroxyphénéthylique [16]. 
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a. Hydrolyse du glucose de l’oleuropéine  

L‘hydrolyse du sucre de l‘oleuropéine (6) a été étudiée par voie enzymatiqueou chimique.  En 

2005, Guiso et al, montrent que le mécanisme de l‘hydrolyse enzymatique est le même en utilisant 

une β-glucosidase d‘amande commerciale ou des β-glucosidases endogènes. La première étape est 

la coupure de la liaison osidique qui libère l‘aglycone instable (22). Cet aglycone a pu être isolé et 

caractérisé par Bianco et al.avec un rendement de 2,8 % à partir de l‘oleuropéine (6). L‘étape 

suivante est l‘ouverture de l‘hémiacétal qui conduit au mélange R et S du dialdéhyde 23. Le 

dialdéhyde (23) est en équilibre avec la forme hydratée (24),qui cyclise pour donner (25) et (26). 

Ces deux composés sont les formes stables de l‘aglycone de l‘oleuropéine. Selon les conditions 

d‘hydrolyse les rapports entre (23), (24) et (25) peuvent varier, mais le composé (24) est toujours le 

majoritaire [5 ; 17-22]. 

 

Figure.5. Mécanisme d'hydrolyse de l'oleuropéine (6) par la β-glucosidase[2]. 

Lorsque l‘hydrolyse de l‘oleuropéine (6) est effectuée par voie chimique par l‘action de 5 

équivalents d‘acide sulfurique, le composé isolé est l‘acide élénolique (27) avec un rendement de  

7 % [19]. 

 

 

Figure.6. Hydrolyse acide de l'oleuropéine (6) [19]. 
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b. Réduction des esters de l’oleuropéine  

La seule réaction de réduction de l‘oleuropéine (6) décrite dans la littérature, est la réduction 

complète de (6) en oleuropéinol (28) par le NaBH4. Lorsque l‘oleuropéine (6) est mise en réaction 

avec 22 équivalents de NaBH4 dans l‘eau, les auteurs isolent l‘oleuropéinol (28) avec un rendement 

de 85 %[23]. 

 

 

Figure.7. Formation de l‘oleuropéinol (28) par réduction de l'oleuropéine (6) par NaBH4 [23]. 

c. Hydrolyse des esters de l’oleuropéine  

La plupart des publications concernant la réactivité de l‘oleuropéine (6) sont des études qui 

utilisent (6) comme source d‘hydroxytyrosol (29). En effet l‘hydroxytyrosol est un composé 

antioxydant très puissant, ainsi qu‘un anti-agrégeant plaquétaire, c‘est pourquoi de nombreuses 

recherches sont menées pour son extraction, son utilisation en pharmaceutique et en cosmétique. 

Ainsi la principale réaction étudiée est l‘hydrolyse des esters de l‘oleuropéine (6) conduisant au 11-

méthyl-oléoside (30) et à l‘hydroxytyrosol (29).  L‘hydrolyse peut être effectuée par l‘action de 

l‘acide sulfurique à 37°C pendant 3 heures, cependant aucun rendement n‘est décrit dans ces 

publications [24-29]. 

 

 

Figure .8. Hydrolyse acide de l'ester 2,4-dihydroxypénéthylique de l‘oleuropéine en milieu 

acide[1]. 

 

I.7. L’oleuropéine comme matière première pour la synthèse organique  

L’oleuropéine comme matière première pour la synthèse des nudifloside A et D. Les seuls 

travaux qui utilisent l‘oleuropéine (6) comme matière première de synthèse sont les travaux de 

Hanessian et al. en 2006 pour la synthèse de deux sécoiridoïdes naturels isolés de Jasminium 

nudiflorum (Oleaceae) : le nudifloside A(32) et le nudifloside D (31)[30-33]. 
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Figure.9. Le nudifloside A (31) et D (32), sécoiridoïdes de Jasminium nudiflorum [1]. 

Pour cette synthèse, Hanessian effectue l‘estérification selon la méthode de Yamaguchi entre le 11- 

méthyl-oléosideperacétate (33) et le composé(34), commun au nudifloside A et D [34]. 

 

Figure. 10. Synthèse des nudiflosides A (31) et D (32) à partir de (33) [34]. 

 

I.8.Importances de l’oleuropéine  

Enormément de travaux ont étudié le rôle thérapeutique de l’oleuropéine et de ses 

mécanismes d’action. L’oleuropéine possède de nombreux effets pharmacologiques bénéfiques sur 

la santé tels que : 
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Schéma .1. Activités biologiques de l’oleuropiéne (6) [2 ; 35-42]. 

 

a. Effet antioxydant  

L’oleuropéine a démontré in vitro sa capacité à neutraliser les ERO (espèces réactives de 

l’oxygène) et à augmenter l'activité des molécules anti-oxydantes SOD (superoxide dismutase)[35-

36]. 

Il inhibe puissamment et en fonction de la dose l’oxydation induite par le sulfate de cuivre des 

lipoprotéines de basse densité LDL (low density lipoprotein) [2].  

L’oleuropéine possède une double activité ; de neutraliser l’oxyde nitrique et d’inhiber même 

l’enzyme responsable de sa synthèse INOS (inducible nitric oxyde synthase) 

Coni et al ont démontré in vitro que l’oleuropéine augmente la capacité de LDL de résister contre 

l’oxydation [37]. 

 

b. Effet anti-tumeur et anti cancer 

Plusieurs études épidémiologiques ont démontré que l'incidence de certains types de cancer 

dans le bassin méditerranéen est plus faible par rapport à d'autres régions. L'oleuropéine a démontré 

sa capacité à réduire la viabilité des cellules cancéreuses en inhibant leur taux de prolifération et en 

induisant l'apoptose [38-40]. 

 

Oleuropéine 

Antioxydant

Antimicrobien 

Anti-
inflamatoire

Anti-tumeur et 
anti cancer

Neuroprotecteur
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c. Effet neuroprotecteur 

 Une étude a démontré que l'oleuropéine peut diminuer et même prévenir l’agrégation du 

peptide amyloïde, l'un des principaux facteurs responsables de la neurodégénérescence dans la 

maladie d'Alzheimer.De plus, l'oleuropéine est un inhibiteur de Tau, une protéine associée aux 

microtubules connue pour former des dépôts d'amyloïdes caractéristiques de la maladie d'Alzheimer 

[41-42]. 

 

d. Antimicrobien  

De nombreuses études été démontré que l'oleuropéine possède une forte activité 

antimicrobienne contre les deux Gram des bactéries positif et négatif, ainsi que les mycoplasmes. 

Les structures phénolique similaires à l'oleuropéine semblent produire son effet antibactérien en 

endommageant la membrane bactérienne et / ou perturber   leurs peptidoglycanes cellulaires[1]. 

L’oleuropeine inhibe le développement et la production de l’enterotoxine B par Staphylococcus 

aureus, le développement de Salmonella enteritidis et la germination et le développement des spores 

des Bacillus cereus.L’oleuropeine inhibe complètement le développent de Klebsiella pneumoniae, 

Escherichia coli [2]. 

 

e. Effet anti-inflamatoire 

L’oleuropeine agit en réduisant l’activité lypoxygenase et la production de leucotriène B4 [2]. 

 

f. Autres effets biologiques  

 Hypoglycémique, Hypotensif, Anti-mycoplasmal,Immunomodulateur[25].



 

 

 

 

 

 

 

 

Généralités sur l’olivier 
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II. Généralités sur l’olivier  

II.1. Définition  

'Olivier est l'un des arbres les plus 

caractéristiques de la région 

méditerranéenne; (il a une grande 

importance nutritionnelle, sociale, culturelle 

et économique sur les populations de cette 

région où il est largement distribué ; il est 

aussi largement utilisé en médecine 

traditionnelle pour ses effets thérapeutiques. 

Immortel et sa durée de vie est très longue : 

plusieurs fois centenaires voire atteindre un 

millénaire. Il peut vivre jusqu'à 1000 ans [43]. 
 

Figure.11. Image de l’olivier Olea europea L. [50]. 

II.2. Classification botanique  

D’après Ghedira (2008), la classification 

botanique d’olivier est [44] : 

 

Embranchement : Spermaphytes  

Sous-Embranchement : Angiospermes  

Classe : Dicotylédones  

Ordre : Ligustrales   

Famille : Oléacées   

Genre : Olea  

Espèce : Olea europaea L. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure.12.Les organes d’Olea europea L. [50]. 

L 
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II.3. Description botanique  

L'olivier est un arbre vivace au feuilles persistantes, dur, gris-vert et ayant une forme allongée. 

Les fleurs sont déposées en grappes sur une longue tige (l'olivier produit deux sortes de fleurs, une 

parfaite qui contient les deux sexes male et femelle et une staminée). Le tronc est gris-vert et lisse 

jusqu'à sa dixième année, il prend une couleur gris foncé. Le système racinaire s'adapte à la 

structure des sols, il reste à une profondeur de 500 à 700 cm et se localise principalement sous le 

tronc. Les feuilles, blanc argenté à la face inférieure, vert grisâtre a` la face supérieure, opposées, 

persistantes, coriaces, lancéolées [44-49]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

II.4. Situation dans le monde  

L'olivier est d'origine très ancienne, natif d'Asie, son premier foyer se trouve au niveau de la 

frontière irano-syrienne [49].  

Les scientifiques considéraient que les oléastres étaient un groupe homogène confiné à l'Est du 

bassin méditerranéen, et que l'ensemble des oliviers cultivés dérivent d'un seul et même groupe 

d'oléastres [49]. 

Dans l’hémisphère nord, l’aire de culture de l'olivier se situe entre 30° et 45° de latitude nord, 

et entre 30° et 45° de latitude sud [52]. 

L’olivier est parfaitement adapté au climat méditerranéen, Il supporte parfaitement des 

sécheresses prolongées mais craint les froids trop vifs et l'humidité stagnante. Il a besoin d'un 

ensoleillement prolongé et les fortes chaleurs de l'été ne lui font pas peur. Néanmoins, un hiver 

marqué lui est nécessaire pour induire la production de fleurs et donc d'olives [53]. 

 

Figure.13.Les feuilles d’olivier [51]. 
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En Algérie, la superficie oléicole est passée de 165.000 hectares en 2000 à 400.000 hectares en 

2012.  

 

Figure.14.La répartition oléicole dans le monde [54]. 

 

II.5. Compositions phytochimiques d’Olea europaea L. 

Les composés phénoliques, métabolites secondaires, forment le groupe des composés 

organiques phytochimiques le plus important dans le royaume des végétaux avec plus de 

8000structures phénoliques présents dans tous les organes de la plante [55]. 

Les feuilles d'olivier peuvent être considérées comme une source particulièrement riche en 

composés phénoliques ; car leur contenu polyphénolique peut atteindre jusqu'à 40g /kg de tissu sec 

mais ces niveaux peuvent changer considérablement. Le profil et le contenu polyphénolique des 

feuilles d’olivier semblent fortement influencé par le potentiel génétique [56]. 

De nombreux composés ont été isolés des feuilles d‘Olea europaea L. et les composés 

majoritaires dans les feuilles sont les sécoiridoïdes. Ainsi en plus de l‘oleuropéine (6) les extraits 

méthanolique ou aqueux contiennent : le déméthyloleuropéine (35), le ligstroside (36), l‘oléoside 

(4), l‘oleuroside(37), l‘oleuricine A(38), l‘oleuricine B (39) et les aglycones (25) et (26) (Figure 17 

A)[30 ; 57-58]. 

Des composés phénoliques ont aussi été isolés :  

Le tyrosol (40), l‘hydroxytyrosol (29), le rutoside (41), la 7-glucosyl-lutéoline (42), la 7-rutinoside-

lutéoline (43), la 7-glucosyl-apigénine (44), la 7-rutinoside-apigénine (45) et le verbacoside (46) 

(Figure 17 B)[16]. 
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Figure.15.Les Composés phénoliques(B) et les Sécoiridoides (A) isolés  

des feuilles d'Olea europaea L. [16]. 

 

II.6.   Activités biologiques et utilisations médicinales  

 L’utilisation la plus connue de l’olivier est sans nul doute la production de l’huile d’olive qui 

est utilisée à des fins alimentaires, cosmétiques et thérapeutiques. Par ailleurs, les propriétés 

médicinales de l’olivier sont également attribuées à ses feuilles qui font aujourd’hui l’objet de 

nombreuses recherches scientifiques [59]. 

Ils sont diurétiques et préconisées dans l’hypertension artérielle modérée. L’extrait de feuilles 

est utilisé comme adjuvant dans les formes légères de diabète (au cours de la grossesse ou en cas 

d’obésité). Elle exerce aussi des activités antioxydants, spasmolytiques, hypocholestérolémiantes et 

antiseptiques [44 ; 59-61]. 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

Méthodes d’analyse et de 

quantification 
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III. Méthodes d’analyse et de quantification : 
 Diverses méthodes ont été développées pour l’analyse qualitative et quantitative des composés 

phénoliques : les techniques simples comprennent chromatographie sur couche mince (CCM), 

chromatographie liquide à haute performance (HPLC), chromatographie en phase gazeuse couplée à 

la spectrométrie de masse (GC-MS) et électrophorèse capillaire(CE). 

 D’autres méthodes sophistiquées sont aussi impliquées ; à savoir, le Système de modélisation 

automatique (FAMS) et l’RMN, Electrospray Ionisation Mass Spectrometry Tandem (ESI-MS/MS) 

et des mesures à haute résolution (HRMS). 

 

III.1. Techniques chromatographiques  

Actuellement plusieurs techniques chromatographiques sont développées et validés afin de 

permettre une bonne analyse des différents composés organiques parmi les quelles : 

 

a. La chromatographie sur couche mince (CCM)  

 

 Définition 

La chromatographie sur couche mince (CCM), est une technique repose principalement sur des 

phénomènes d’adsorption : la phase mobile est un solvant ou un mélange de Solvants, qui progresse 

le long d’une phase stationnaire généralement à base de gel de silice, déposée sur une plaque 

rectangulaire de verre, de plastique ou d’aluminium. Après que l’échantillon ait été déposé sur la 

phase stationnaire, les substances migrent à une vitesse qui dépend de leur nature et de celle du 

solvant [62]. 

 

 Applications 

La CCM présente plusieurs applications ; elle permet le contrôle aisé et rapide de la pureté d’un 

composé organique, le suivi de la réaction chimique ou d’un fractionnement chromatographique sur 

colonne et la recherche du meilleur solvant, avant d’entamer une séparation sur colonne classique. 

Elle permet également la purification de petites quantités de produit (jusqu’à 100 mg).La bande qui 

contient le produit purifié est grattée, puis la silice est extraite avec un solvant. 

Le succès de ce mode de chromatographie est dû notamment à la facilité de sa mise en œuvre et 

à la possibilité de son emploi dans le domaine analytique que dans le domaine préparatif.  
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b. La chromatographie liquide haute performance HPLC 

 La chromatographie liquide haute performance est une technique analytique très générale 

d’emploi. Elle dérive de la forme la plus ancienne de la chromatographie liquide sur colonne dont 

les performances, en termes de sélectivité et de résolution, se sont trouvées grande ment améliorées 

par la miniaturisation et l’utilisation de phases stationnaires très élaborées [62]. 

L’analyse qualitative consiste à identifier les analystes par leur temps de rétention qui pour 

des conditions données (solvant, débit, colonne etc.) est caractéristique du composé [62]. 

Il peut bien sur arriver que deux composés différents mais très proches aient le même temps 

de rétention. On doit donc s’assurer préalablement qu’un pic donné correspond bien à un seul 

analyte. C’est l’objet de toute la phase de mise au point des conditions opératoires utilisées [62]. 

 

 Appareillage 

 

Figure.16.Schéma d’une installation HPLC avec double détection.[62]. 

 

 Un réservoir de solvant (éluant)  

Le réservoir contient la phase mobile en quantité suffisante. Plusieurs flacons d'éluants (solvants de 

polarités différentes) sont disponibles pour pouvoir réaliser des gradients d'élution (mélange de 

plusieurs solvants à des concentrations variables) à l'aide de la pompe doseuse [63]. 
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Figure .17.« Force » des solvants utilisés comme phases mobiles [62]. 

 

 Pompes pour éluants  

Toute installation de CLHP comporte au moins une pompe pour forcer le passage de la phase 

mobile à travers la colonne dont le remplissage est très compact. Il en résulte une pression 

importante au niveau de l’injecteur [63]. 

 

Figure .18. Pompes binaires (Haute pression) et pompe quaternaires (basse pression) [63]. 

 

 Injecteurs  

   L’injection d’un volume précis de l’échantillon en tête de colonne doit se faire en un temps bref 

afin de perturber le moins possible le régime de circulation de la phase mobile qui doit être stable de 

la colonne au détecteur. On utilise pour ce faire deux catégories[62] :Précédés par injection directe 

et Précédés par boucles.  
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Figure.19.Représentation schématique de l’injecteur [62]. 

 

 Colonnes  

Les colonnes d’HPLC se présentent 

comme un tube, le plus souvent en acier 

inoxydable 316 capable de résister aux fortes 

pressions. La plupart des colonnes ont une 

longueur de 10 à 25 cm et un diamètre interne 

(DI) est d’environ 1 ; 4,6 et 8mm.  

 1mm pour chromatographie à micro 

débit. 

 4,6mm chromatographie analytique 

classique. 

 8mm chromatographie semi-préparative. 

Ces colonnes sont remplies de phase 

stationnaire par voie humide sous pression 

[62-63].

Figure.20.Représentation schématique d’une 

colonne HPLC. 

 

 Phases Stationnaires  

Ces phases ont essentiellement constituées par de très fines particules poreuses (silice ou 

alumine), de forme irrégulière ou homogène. Sa caractéristique essentielle est sa granulométrie 

exprimée par le diamètre moyen des grains en micromètre, permis celles on cite :le gel de silice et 

la silice greffé  
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Figure.21.Structure chimique du gel de silice pour HPLC [62]. 

 
 

Figure .22.Structures de la silice greffée [62] 

Le schéma suivant montre la différence entre les deux modes de polarités de phases normale et 

inversée en HPLC : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Schéma .2.Comparaison entre les polarités de Phase (normale et inversée). 
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Chromatographie HPLC sur Phase Normale 

La phase stationnaire est polaire 
La phase stationnaire est Apolaire  

• soit des solvants apolaires : hexane, heptane, cyclohexane, 

isooctane,  
• soit des mélanges hexane avec un solvant peu ou polaire 

(chloroforme, dichlorométhane, tétrahydrofuranne, éthanol, 

méthanol, acétonitrile).  

La phase mobile est constituée de mélanges (eau-
méthanol ou eau-acétonitile) 

 

Les composés apolaires seront élués avant les composés 
polaires puis qu’ils sont plus solubles dans la phase mobile. 

Si R’ est un groupement alkyl par exemple :  

tRR-CH3 < tR R-Cl < tR R-OH 

Les composés polaires seront élués avant les 

composés apolaires puisqu’ils sont plus solubles 

dans la phase mobile  
La rétention est d’autant plus importante que la 

polarité de l’éluant est plus grande, c’est-à-dire que 

la proportion en eau sera importante.  
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 Détecteurs 

L’analyse par chromatographie a rarement pour but de déterminer la composition totale de 

l’échantillon, mais plutôt de repérer la présence ou doser un composé présent, pour lequel   on a 

choisi un détecteur bien adapté. 

 Détecteurs spectrophotométriques 

La détection est basée sur la loi de Lambert-Beer (A = εlc) : l’absorbance A de la phase mobile 

est mesurée en sortie de colonne, à la longueur d’onde l ou plusieurs longueurs d’onde dans l’UV 

ou le visible [63].Photomètre UV-Visible, Détecteur à barrettes de diodes (DAD)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure .23.Cellule d’un détecteur UV-visible[63]. 

 Applications 

 La HPLC est très utilisée comme méthode d’analyse qualitative et quantitative pour séparer 

et doser des espèces diverses d’analytes: inorganiques, organiques et biologiques 

En raison de sa polyvalence et du vaste domaine de ses applications, la chromatographie liquide 

haute performance est actuellement la plus utilisée de toutes les techniques de Séparation. Le champ 

d’application de ce type de chromatographie recouvre une grande partie du domaine de la 

chromatographie en phase gazeuse auquel s’ajoute l’analyse :   

 des composés thermosensibles  

 des composés très polaires  

 ainsi que des composés de masses molaires élevées.  

 



 

 

 

 

 

 

Travaux antérieurs 
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IV. Travaux antérieurs 

 

Depuis 1908, l‘oleuropéine (6) a été l‘objet de nombreuses études et continue d‘être un 

sécoiridoïde d‘intérêt puisque plus de 1000 études à son sujet sont recensées dans la base de 

données SCI-Finder. Entre 1908 et 1990 seulement 81 études sur le sujet ont été publiées, soit une 

moyenne d‘une publication par an. De 1990 à 1997 la moyenne passe à 10 publications par an, puis 

le nombre de publications par an explose pour atteindre environ 100 publications par an à partir de 

2009. Ce phénomène peut s‘expliquer en partie par la découverte des propriétés biologiques de 

l‘huile d‘olive et de l‘oleuropéine (6) ainsi que de leurs implications dans le régime méditerranéen 

décrites dans les années 90 [2]. 

 

Figure.24. Diagramme des publications sur l’oleuropéine [2]. 

 

IV.1. Activités biologiques de l’oleuropéine 

Plusieurs études ont été consacrées à l’étude de l’activité biologique de l’oleuropiène, nous les 

résumons dans le tableau suivant :  

Tableau .3. Activités biologiques de l‘oleuropéine d’après la littérature. 

 

Activité biologique                                                                                                                                                                 Références 

Antioxydant [35-36;64-66] 

Anti-inflammatoire  [67 ;25] 

Anti -cancérigène                               [37-40;68-69] 

Anti-microbienn [70-73] 

Neuroprotecteur [41-42 ; 1] 

Hypoglycémique  [74;1] 

Hypotensif   [75, 1] 
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IV.2. Méthodes d’analyse qualitative et quantitative  

 

a. L’analyse de l’oleuropéine par la Chromatographie sur couche mince (CCM) 

Dans la Chromatographie sur couche mince (CCM) Les facteurs qui interviennent dans le 

partage des molécules a séparer entre la phase stationnaire et la phase mobile sont : la solubilité 

dans un solvant liquide, la taille (la forme), la polarité, la charge électrique et la présence de 

groupements d'atomes formant des sites particuliers [76]. 

Le système choisis : Les plaques ont été développées dans des cuves saturées contenant le 

système solvant choisi précédemment pour la CCM. Les plaques sont séchées àtempérature 

ambiante pour examiner les taches des constituants sous lampe UV (254 et / ou 365 nm). On 

déterminé alors, pour chaque constituant, le Rapport frontal Rf. 

Pour l’analyse quantitative des polyphénols par CCM, les valeurs des Rf et les fluorescences 

des spots ont été délimitées sous la lampe UV à 254- 365 nm, les fluorescences et les valeurs d’IRF 

sont mentionnées dans (le tableau 4)[76]. 

Tableau .4. Fluorescences et les valeurs de Rf par CCM. 

RF 

                                     Rf1                                        Rf 2                          Rf 3                      Rf 4                        Rf 5                           Rf 6 

 

Var Chemlal                 0,28                            0,35                          0,42                         0,60                   0,64                            0,71 

 

 Violet                          Jaune                        Bleu                     Marron                    Noir               Jaune pale 

 

b. L’analyse de l’oleuropéine par la chromatographie en phase liquide (HPLC) 

 

La chromatographie en phase liquide (HPLC) est la technique la plus fréquemment utilisée 

par le comité scientifique pour la quantification de l’oleuropéine. Les phases mobiles utilisées dans 

cette technique peuvent être phase normale ou phase inverse. Les solvants peuvent être élués en 

mode isocratique ou en gradient.  

 

 

 

 

 



Chapitre I                                                               Recherches précédentes 

  

28 

T
a
b

le
a
u

. 
5
. 
L

’a
n
al

y
se

 d
’o

le
u
ro

p
éi

n
e 

d
an

s 
 l

’e
x
tr

ai
t 

d
es

 f
eu

il
le

s 
 d

’o
li

v
ie

r 
 d

’a
p
rè

s 
li

tt
ér

at
u
re

s 

 

Référence [7
7
] 

  

 

[7
8
] 

    

[7
9
] 

       

[8
0
] 

         

[8
1
] 

 

Teneur de 

l’OLP 1
3

4
,4

 

m
g

/g
 

  0
.1

4
 

   3
,2

6
 à

 

8
,4

8
 

m
g

/1
0

0

g
  

      9
,1

4
 à

 

1
4

,3
2

%
 

       2
2

,6
1

m

g
/g

  

 

tr (min) 

 2
2

,2
 

 

 3
7

,5
 

  

3
1

,9
 

   
 

 

2
4
 

      

1
8
 

t(min) 

6
0
 

  5
0
 

   8
0
 

     3
5
 

     4
5
 

 

Régime 

d’élution 

 G
ra

d
ie

n
t 

  G
ra

d
ie

n
t 

 

  G
ra

d
ie

n
t 

 

   Is
o

cr
at

iq
u

e     G
ra

d
ie

n
t 

 

 

Phases 

mobiles 

ac
id

e 
ac

ét
iq

u
e 

/e
au

(2
,5

 /
9
7
,5

) 

ac
et

o
n
it

ri
le

  

0
,1

%
p
h
o
sp

h
o

ri
c 

ac
id

/e
au

 

7
0
%

ac
et

o
n

it
ri

le
/ 

ea
u

 

  ac
id

e 
ac

ét
iq

u
e 

/e
au

 

(9
9
,9

/0
,1

) 

ac
et

o
n
it

ri
le

/a
ci

d
ea

c
ét

iq
u

e 

(9
9
,9

 /
 0

,1
) 

7
9
%

 e
au

 a
ci

d
if

ie
  

(p
H

3
) 

/ 
0
,1

 M
 

ac
id

o
rt

h
o
p

h
o

sp
h

o
ri

q
u

e(
v

/v

,1
0
0
0

 /
2
,3

)-
2

1
%

 

ac
et

o
n
it

ri
le

 

ac
id

if
ie

d
 w

it
h

 0
,1

 

M
o
rt

h
o
p
h
o

sp
h

o
ri

c 
ac

id
 

(v
/v

, 

1
0
0
0
: 

2
,3

).
 

 6
%

 a
ci

d
 a

ce
ti

c,
  

2
 m

M
 s

o
d
iu

m
 a

ce
ta

te
/e

au
) 

-a
ce

to
n
it

ri
le

. 

 

Débit (ml 

min-1) 

 

1
    

0
.6

 

  1
     1
     

 

 

D
if

fe
re

n
t 

d
éb

it
 

 

 

 

 

Colonne  

 

C
1
8
 L

iC
h
ro

sp
h
er

 1
0
0
 

an
al

y
ti

ca
l 

co
lu

m
n
 

 (
5
μ

m
, 

2
5
0
m

m
×

4
m

m
) 

 C
-1

8
 S

h
im

-p
ac

k
 V

P
–
 O

D
S

 (
4
,6

 

- 
2
5
0
 m

m
) 

   X
T

er
ra

R
 R

P
1
8
; 

3
,5

 m
, 

4
,6

 x
 

1
0
m

m
 x

 1
5
0
m

m
 c

o
lu

m
n
, 

  

1
) 

a 
S

y
m

m
et

ry
 C

1
8
, 
5
_
m

, 
3
,9

  

x
 2

5
0
 m

m
 c

o
lu

m
n
 (

W
at

er
s)

 

2
) 

 a
 S

en
tr

y
G

u
ar

d
S

y
m

m
et

ry
 

C
1
8
, 
3
,9

 2
0
 m

m
 i

n
se

rt
(W

at
er

s)
 

     L
ic

h
ro

sp
h
er

 1
0
0
 R

P
-1

8
 

(2
5
0
m

m
×

4
 m

m
, 

5
_
m

).
 

 

λ(nm) 

2
8
0

 

  2
8
0

 

 

 

2
8
0

 

 

 

  

2
8
0

 

  

 

  

2
8
0

 

 

 

 

Détecteur 

D
A

D
 

 

 

U
V

 (
S

P
D

1
0
A

v
p
) 

   M
as

s 
sp

ec
tr

o
m

et
er

 

     T
u
n
ab

le
 

ab
so

rb
an

ce
 

      D
A

D
 

 

 

Technique 

analytique 

H
P

L
C

 

  H
P

L
C

  

  R
P

-H
P

L
C

 

 

   H
P

L
C

 

      H
P

L
C

 



Chapitre I                                                               Recherches précédentes 

  

29 

 

L
’a

n
al

y
se

 d
’o

le
u
ro

p
éi

n
e 

d
an

s 
 l

’e
x
tr

ai
t 

d
es

 f
eu

il
le

s 
 d

’o
li

v
ie

r 
 d

’a
p
rè

s 
li

tt
ér

at
u
re

s 
(s

u
it

e)
 

    
Référence 

 

[8
2
] 

      

[8
3
] 

     
 

 

[8
4
] 

     

[3
]    

|8
5
] 

Teneur de 

l’OLP 

 

0
,8

 à
 8

,6
1
 

g
/k

g
 

   

6
0
à 

9
0
 

m
g
/g

 

       

5
0
6
–

1
.5

2
8
 

m
g
/m

L
) 

     

2
3
 m

g
/g

 

  

 1
.0

6
–
1
0
.6

 

m
g
/m

l 

Tr (min) 

 2
5

 

   1
6

 

     1
1
.5

 

    4
6

 

   1
1
.5

 

     

Régime 

d’élution 

 

Is
o
cr

at
iq

u

e 

     

Is
o
cr

at
iq

u

e   

 
    g
ra

d
ie

n
t 

   g
ra

d
ie

n
t 

 

 Is
o
cr

at
iq

u

e  

 

Phases 

mobiles 

ac
et

o
n
it

ri
le

/ 

ea
u
(2

1
:7

9
) 

m
ix

tu
re

 

ac
id

if
ie

d
 w

it
h
o

-

p
h
o
sp

h
o
ri

c 
ac

id
 (

u
p
 

to
 p

H
3
) 

  2
0
0
 m

L
 C

2
H

3
N

  

+
 8

0
0
m

l 
H

2
O

+
 1

m
l 

C
H

3
C

O
O

H
 

    co
m

p
o
sa

it
 d

'e
au

 

d
és

io
n
is

ée
 a

v
ec

 0
,1

%
 

d
e 

T
F

A
 e

t 

d
'a

cé
to

n
it

ri
le

 

   H
C

O
O

H
/ 

M
eO

H
 

(1
9
:1

) 

   m
et

h
an

o
l-

w
at

er
 

so
lu

ti
o
n
 o

f 
4
0
:6

0
 

(v
/v

) 

  

  

  

Débit 

(ml /min) 

 

1
     1
      

0
.8

 

   

0
.9

 

  1
    

Colonne  

 

 R
ev

er
se

d
 s

il
ic

a 
p
h
as

e
 

ad
so

rb
o
sh

er
e 

X
L

 C
1
8

 

9
0
 A

 c
o
lu

m
n
 (

2
5
0
 

m
m

x
4
,6

 m
m

, 
5
 _

m
) 

 C
1
8
 c

o
lu

m
n
 5

 µ
m

, 
1
5
0
 

_
 4

.6
 m

m
 I

.D
. 

   C
1
8
 1

0
0
 A

, 
2
.6

  
_
m

 

(1
0
0
 m

m
 ×

 4
.6

 m
m

, 

I.
D

.)
 

  C
1
8
 c

o
lu

m
n
 (

5
µ

m
 

p
ar

ti
cl

e 
si

ze
; 

2
5
0
 m

m
; 

4
.6

 m
m

).
 

   

N
.S

 
λ(nm) 

 

2
8
0
 

     2
8
0
 

    2
8
0
 

   2
8
0
 

   2
0
0
à 

7
0
0
 

Détecteur 

S
p
ec

tr
o
p
h
o
t-

o
m

et
er

.  

 

  

U
V

 

 

 

 

 

D
A

D
 

 

  

D
A

D
 

 

 

 

U
V

–
v
is

 

  

     
 

Technique 
analytique 

 

 

R
P

-H
P

L
C

 

     H
P

L
C

 

      H
P

L
C

 

  H
P

L
C

 

  H
P

L
C

_
U

V
 



 

 

 

 

 

 

Partie expérimentale 



 

 

 

 

 
Matériel végétal & Extraction  

 
 



Chapitre II                                                                     Matériel et Méthodes 
 

 

32 

I. Objectifs 

Le présent travail se concentre sur : 

 L’optimisation des conditions d’analyse d’extrait butanolique des feuilles d’O europaea L. 

 Essais de fractionnée un mélange complexe par CCM et leur analyse par HPLC. 

 Essais d’identification des pics par temps de rétention avec comparaisons par littérateurs. 

  L’étude de la relation structure –rétention de l’oleuropéine et ses dérivés par HPLC.   

 

II. Matériel végétale 

Notre travail a été effectué sur une 

variété de feuilles d’olivier «Chemlale» 

(Figure30), dans la wilaya de Ouargla. 

La date de la récolte été en octobre 

2017.

Figure.25.Feuilles d’olivier de la variété de  Chemlale. 

III. Méthodologie du travail 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Schéma. 3. Méthodologie du travail. 

CCM HPLC

Matière végétale (Feuilles d’olivier) 

Extraction Solide-liquide (S-L) 

Extraction liquide-liquide (L-L) 

Rendement 

Analyse 
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III.2 Extraction des composés phénoliques : 

a. Extraction solide -liquide : 

Après séchage dans un endroit sec et à l’abri de la lumière de soleil, les feuilles sont broyées, 

pesée (m=100g). La matière végétale obtenue est mise à macération dans l’éther de pétrole une 

seule fois (pour débarrasser les lipides) après filtration la matière végétale est séché et mise à 

macération dans un mélange hydro-alcoolique (Méthanol/eau ; 80/20 : v/v). Cette macération répété 

2 fois avec renouvellement du solvant chaque 24 heure [86]. 

Après filtration et évaporation de l’extrait hydro-alcoolique, cet extrait est dilué avec de l’eau 

distillée à raison de 100ml pour 100g de matière sèche, on laisse la solution enrepos une nuit puis 

on filtre [86].Le protocole d’extraction S-L est résumé dans (le schéma 4): 
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 Macération dans l’éther 

depétrole 1× 24h. 

 Filtration. 

 

    
Macération dans un mélange 

MeOH/H2O (8:2) Répétée 2× 24h. 

 Filtration. 

 

 

 

 

Concentration à sec. 

 Dilution avec 100ml d’eau distillée chauffé,  

Repose une nuit.   

 Filtration. 

 

 

 

 

 

Schéma .4. Le protocole d’extraction Solide –Liquide  des feuilles d’olivier [86]. 

 

 

Extrait éther de pétrole  
Matière végétale séché 

m=100g 

Extrait hydroalcoolique 

Phase aqueuse 1 

Matière végétale 

m=100g 
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b. Extraction liquide – liquide : 

 

Après la filtration de l’extrait hydro-alcoolique (phase aqueuse1), la solution a subi des 

extractions liquide-liquide en utilisant des solvants de polarité croissante en commençant par le 

dichlorométhane puis l’acétate d’éthyle et enfin avec le n-butanol [86]. 

Chaque extraction est répétée trois fois sauf que l’acétate d’éthyle deux fois. Le protocole 

d’extraction L-L est résumé dans (le schéma 5): 

 

 

 Extraction par CH2Cl2 (120ml) 3×.  

 Décantation .                                                                                                                                   

 Concentration de φCH2Cl2. 

 

 

 

 

 

 Extraction par AcOEt (120ml) 2×. 

 Décantation . 

 Concentration de φAcOEt. 

  

 

 

  

 Extraction par le n-BuOH 

 (120ml) 3×. 

 Décantation . 

 Concentration de φ n-BuOH. 

 

 

 

 

 

 

 

Schéma .5. Le protocole d’extraction Liquide -Liquide par différentes phases [86].

Phase aqueuse 1 

Phase aqueuse2 

 

Phase organique  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

-------+--+5  

φCH2Cl2

  

Phase aqueuse3 

 

Phase organique  

 

Phase organique  

 

Phase aqueuse 4 

 

 

φacétate 

d’éthyle  

φn-butanol  



 

 

  

 

 

 

 

Etude analytique (qualitative) 

de l’extrait par CCM et HPLC 
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I. Etude analytique (qualitative) des différents extraits par CCM  
Le choix de l'éluant est essentiel. Il n'est pas toujours fourni avec le mode opératoire et il est 

important de savoir le choisir. L'éluant est souvent un mélange de plusieurs (2 ou 3) solvants dans 

des proportions bien établies. Ce choix dépend de la polarité.  

Pour obtenir un meilleur système chromatographique pour l’extrait polaire, la phase 

stationnaire donc sera le gel de silice de même pour la phase mobile on a effectué beaucoup de test 

pour choisir le meilleur éluant : 

1. (Acétate d’éthyle/Méthanol/Eau) : (8.1 /1.1/0.81). 

2. (Chloroforme/ Acétate d’éthyle /Acide acétique) : (4.54/4.54 /0.909). 

3. (Chloroforme/Méthanol / Acide acétique /Eau) : (8.635/1.295/250µl/431µl). 

4. (Chloroforme/ Acétate d’éthyle /Acide formique) : (5/4/1). 

5. (Toluène/Acétate d’éthyle /Méthanol) : (5/3/2)  

6. (Ethanol/Dichlorométhane) : (2/8) ;(5/5) 

7.  (Acétate d’éthyle/ Chloroforme) :(8/2) ;(7/3) ;(6/4). 

8. (Méthanol/Dichlorométhane) : (9/1) ;(8/2) ;(7/3) ; (5/5). 

9.  (Dichlorométhane/Ethanol/Eau): (8.37/1.47/0.147) ;(8.5/0.75/0.75) ; (8/1/1) ; 

 (7.5/1.25/1.25) ;(5/2.5/2.5) ;(2.25/2.25/5.5) ;(2/2/6) [76]. 

 

Figure .26. Les systèmes de CCM utilisés pour l’analyse de l’extrait butanolique [BMD]. 

 Après migration du système sur la plaque CCM, on procède à la révélation des 

chromatogrammes par une lampe UV : à 254 nm (extinction de la fluorescence) et 366 nm 

(fluorescence propre). 
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II. Analyses par HPLC : 

La chromatographie liquide à haute performance (CLHP) offre une approche analytique 

basée sur l’interaction de type stérique, polaire ou d’adsorption entre la phase stationnaire et 

l’échantillon. Par conséquent, nous avons adopté cette technique pour analyser et connaître les 

conditions optimales pour la séparation des composés.  

II.1. La description de l’appareil 

La plateforme HPLC (YL 9100 HPLC système) est composée de : 

 un dégazeur. 

 une pompe quaternaire. 

 La colonne utilisée était une Atlantis 

Dc18 (5μm, 4,6 x 250 mm). 

 un détecteur UV-Visible. 
 

Figure .27.Appareil HPLC YL 9100 utilisé dans 

notre travail.. 

Programme YL- Clarity 

Les systèmes de données sophistiqués YL-Clarity est facile pour utiliser et offrir une gestion 

étendue des données ainsi qu'un contrôle total des produits HPLC YL9100 entiers.  

Figure .28.  Logiciel  YL- Clarity. Utilisé dans l’exploitation des résultats.[BMD]. 
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II.2. Préparation des échantillons 

L’analyse par HPLC effectué sur l’extrait butanolique. L’échantillon est préparé à partir  

1mg d’extrait butanolique et 10ml de MeOH grade HPLC. 

II.3. Analyse de l’extrait butanolique par HPLC : 

D’après la littérateure  [3;78 ;80;83] on a effectué une analyse par HPLC de l’extrait butanolique 

(1mg/ml). La phase mobile est un mélange de solvants binaire composé d’acétonitrile (solvant A), 

et d’eau (solvant B).   

Cette analyse a été réalisée à température ambiante de 25°C. 

III. Optimisations des conditions opératoires  pour l’analyse de l’extrait par  

HPLC  

L’injection normale de l’extrait a donné le chromatogramme suivant : 

 

Figure .29.Chromatogramme de l’extrait butanolique [BMD]. 

 

On constate que ce chromatogramme n’est pas parfait (séparation médiocre) d’où la nécessité de 

l’optimisation des conditions opératoires en termes de débits, polarité, etc. pour parfaire cette 

analyse. 

III.1.Longueur d’onde λ :  

Nous appliquerons les trois longueurs d'onde (254, 280 et 330nm) [83 ;87-88], et en fonction des 

résultats obtenus, nous déterminerons la longueur d'onde la plus appropriée pour notre analyse. 

III.2.Polarité de la phase mobile : 

Dans la pratique, chaque séparation nécessite une polarité de la phase mobile qui lui est propre. 

Chaque solvant ayant une polarité donnée, on ajuste la polarité globale de la phase mobile en 
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mélangeant plusieurs solvants miscibles. A cette composition de phase mobile correspond une force 

éluant qui caractérise le pouvoir d'entraîner les solutés. 

        Pour cela, nous avons fait de nombreuses modifications dans la polarité de la phase mobile qui 

sont indiqués dans les tableaux suivants : 

 

Tableau .6. l’analyse de l’extrait butanolique par HPLC en fonction de Polarité de la phase mobile 

Système (a) Système (b) Système (c) Système (d) Débit 

 t (min) A% B% t(min) A% B% t(min) A% B%  t (min) A% B% 

1
  

 (
m

l/
m

in
) 

0 5 95 0 5 95 0 25 75 0 27 73 

2 5 95 2 10 90 2 30 70 2 29 71 

20 25 75 8 10 90 20 35 65 20 31 69 

50 50 50 10 25 75 50 40 60 50 33 67 

/ / / 15 30 70 / / / / / / 

 

À travers le chromatogramme de chaque phase mobile, nous choisissons celle qui a donné le 

meilleur résultat. 

 

III.3. Débit (ml/min) : 

Pour cette analyse, nous avons varié le débit trois fois : 1 ;0,9 et  0,8 ml /min. 

 

Tableau.7. l’analyse de l’extrait butanolique par HPLC en fonction du débit de la phase mobile 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Temps(min) A % B% Débit (ml/min) 

0 5 95 1 0.9 0.8 

2 5 95 1 0.9 0.8 

20 25 75 1 0.9 0.8 

50 50 50 1 0.9 0.8 
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III.4. Détection :  

 

Pour modifier la détection on a modifié les suivants :Global peak width : ( 0.5 min et 0.1 min ) et 

Global threshold : (1mv et 0.1 mv ) 

 

 

Figure .30. Caractéristiques de la détection par YL – CLARITY. 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

Séparation d’un mélange 

complexe par CCM et analyse 

des fractions par HPLC 
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I. Séparation d’un mélange complexe : 

I.1. Séparation par CCM : 

 

Après avoir choisi le meilleur système chromatographique avec quelques modifications, nous 

réappliquons ce système sur une plaque plus grande (10×20cm). 

Après migration du système sur la plaque CCM, on procède à la révélation des composantes par 

une lampe UV : à 254 nm  et 366 nm . 

 L'interprétation qualitative des chromatogrammes s'effectue par la détermination des facteurs de 

rétention Rf. La position finale de la tache (ou spot) est caractéristique de la molécule. On lui attribue une 

valeur, Elle dépend de la composition de l'éluant utilisé. Ce Rf est le rapport de la distance parcourue par le 

composé divisé par la distance parcourue par l’éluant. 

Rf = 
x

y
= 

hauteur de la tache

hauteur du front du solvant
 

I.2. Analyse par HPLC : 

 

A la fin de l'analyse CCM on racle les taches obtenues, on les dissout dans le méthanol grade 

HPLC, on les filtre deux fois, et ensuite on réalise une analyse par HPLC. Le protocole de la 

séparation par CCM et HPLC pour le système choisi est représenté dans le Schéma 6 : 
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Schéma .6. protocole d'analyse chromatographique CCM et HPLC[BMD]. 

 

Analyse par HPLC 



 

 

 

 

Résultats et Discussions 
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Résultats et Discussions 

I. Rendements d’extraction :  

Les rendements des trois extraits (EBuOH,EDCM , E AcOEt) sont donnés dans le tableau suivant : 

Tableau.8.Rendements de l’extrait des feuilles d’olivier. 

Matériel végétal Extrait Rendements (%) 

Les feuilles d’olivier 

Dichlorométhane 2.498 

Acétate d’éthyle 2.434 

n- butanol 13.31 

 

On constate que les rendements sont différents dans les trois extraits : EBuOH,EDCM  etE AcOEt, 

De plus ces extraits présentent une bonne solubilité dans le méthanol. 

 

 II. Etude analytique (qualitative) des différents extraits par CCM  

 II.1. Choix de la   phase stationnaire 

Afin de déterminer la phase stationnaire appropriée pour l'analyse des échantillons, nous avons 

choisi deux phases (gel de silice ; Rp18 griffé).Les résultats de cette analyse sont présentés dans le 

tableau suivant : 
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Tableau.9.Résultats obtenus dans le choix de la phase stationnaire 

 Système : CH2Cl2/EtOH/H2O : (28 /4.41/0.441) 

Type de CCM Gel de silice Rp18   griffé 
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Rf 

Rf extrait BuOH :Rf.1= 0.24 ;Rf.2= 0.62 

Rf  extraitDCM : Rf.1=0.15 ; Rf.2=0.67 ; 

Rf.3=0.82 . 

Rf  extrait AcOEt :Rf.1=0.32;Rf.2=0.52 

Rf.3= 0.66;Rf.4= 0.86 . 

 

 

N.S 

D’après les résultats précédents, nous remarquons que la révélation des spots est plus claire par 

l’utilisation de gel de silice, donc la phase appropriée pour l'analyse des échantillons est le gel de 

silice.  
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II.2. Choix de la phase mobile  

On a résumé les résultats obtenus par les systèmes : 1 ; 2 ; 3 ; 4 ; 5 dans le tableau suivant :  

Tableau.10. Chromatogrammes des systèmes 1 ; 2 ; 3 ; 4 ; 5. 

Système Révélation à la lumière du jour Révélation à UV 254 nm ou 360nm Rf 
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Les chromatogrammes des systèmes 1 ; 2 ; 3 ; 4 ; 5 (suite). 

Système Révélation à la lumière du jour Révélation à UV 254 nm ou 360 nm  Rf 

S
y
s4

 :
C
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C
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E
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A
c/

H
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O
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3
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(5
/3

/2
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N.S 

 

On remarque que : 

Le nombre des spots fractionnés est variable en fonction de système d’élution utilisé.  L’élution 

des plaques par : 

sys1 : 

A révélé la présence de quatre spots qui n’ont pas clairement éloigné.              Mauvais système. 

Sys 2, 3, 4,5 : 

Migration forte vers le haut de la plaque proche du front de l’éluant.                    Mauvais système. 
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Tableau.11. Résultats des chromatogrammes de système 6. 

Sys 6 : Ethanol / Dichlorométhane 

Proportion de  

EtOH / CH2Cl2 

Révélation à la lumière du jour Révélation à UV 254 nm Rf 

5/5 

 

 N.S 

2/8 

 

 N.S 

 

Sys 6 : 5 /5                           Mauvaise migration des spots. 

            2 /8                           Faible éloignement entre les spots 
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Tableau.12.Résultats des chromatogrammes de système 7 
Sys 7 : Acétate d’éthyle/ Chloroforme 

Proportion de 

EtOAc / CHCl 3 

Révélation à la lumière dujour Révélation à UV 254 nm Rf 

8/2 

 
 

 

 

 

N.S 

7/3 

  

 

 

 

N.S 

6/4 

  

 

 

 

N.S 

Sys 7 :  

8/2, 7.3 :les spots sont restés sur la ligne de base                             Mauvais système. 

6/4 : observation d’un seul spot qui a faiblement migré                    Mauvais système. 
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Tableau.13. Chromatogrammes de système 8. 

Sys 8 : Méthanol/Dichlorométhane 

Proportion de  

MeOH / CH2Cl 2 

Révélation à la lumière du jour Révélation à UV 254 nm Rf 

9/1 

  

N.S 

8/2 

  

N.S 

7/3 

  

N.S 

5/5 

  

N.S 

Sys 8 : mauvaise migration vers le haut de la plaque proche du front de l’éluant. 
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Tableau.14.Résultats des chromatogrammes de système 9. 

Sys 9 : Dichlorométhane / Ethanol /Eau 

Proportion de  

CH2Cl 2/EtOH/H2O 

Révélation à la lumière du 

jour 
Révélation à UV 254 nm Rf 

8.37/1.47/0.147 

  

 
Rf4=0.77 
Rf3=0.6 
Rf2=0.487 
 
Rf1=0.26 

8.5/0.75/0.75 

  

 
 
 

Rf.3=0.28 
 

Rf.2= 0.15 
Rf.1=0.063 

8/1/1 

  

 

 

 

 

N.S 

 

 

 

 

7.5/1.25/1.25 

 

 

 
  

 

 
 

 
 

 

    N.S 
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Résultats des chromatogrammes de système 9 (suite). 

Sys 9 : Dichlorométhane / Ethanol /Eau 

Proportion de  

CH2Cl 2/EtOH/H2O 

Révélation à la lumière du 

Jour 

Révélation à UV 254 nm ou 360nm Rf 

 
5/2.5/2.5 

 

  

 

 

 

 

N.S 

2.25/2.25/5.5 

  

 

 

 

 

N.S 

2/2/6 

  

 

 

 

 

N.S 

 

Pour ce système (Sys 9), on déduit ce qui suit : 

(8.37/1.47/0.147): Bonne séparation, ce qui permet de calculer distinctement les valeurs de Rf 

(8.5/0.75/0.75) : Migration assez bonne, les spots sont modérément séparés. 

 (8/1/1) ; (7.5/1.25/1.25) ;(5/2.5/2.5) ;(2.25/2.25/5.5) ;(2/2/6).: Migration totale vers le haut de la 

plaque, aucune caractérisation possible. 
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D’après les résultats précédents, nous concluons que : 

 Lorsque l'interaction est polaire/polaire                    La migration est lente.  

 Lorsque l'interaction est polaire/apolaire                  La migration est rapide. 

 Valeur élevée du facteur de rétention                        La composante est polaire et plus soluble dans 

la phase mobile (φm).                                         

 Faible valeur du facteur de rétention                        La composante est apolaire et plus soluble dans 

la phase mobile (φm).    

Par conséquent, le meilleur système pour analyser l'extrait est : (Dichlorométhane/Ethanol/Eau) : 

(8.37/1.47/0.147). 

 

Figure .31.Chromatogramme CCM optimisé pour l’analyse de l'extrait butanolique. 
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III. Etude analytique (qualitative) des extraits par HPLC 

 

III.1. Analyse de l’extrait des feuilles d’olivier obtenu d’après la littérature 

 En 2012. Aouidi, F et al ont effectué les analyses quantitatives des polyphénols dans les extraits de 

feuilles d'olivier par HPLC, les résultats de cette analyse sont présentés dans le chromatogramme 

suivant [3]. 

 

Figure. 32.Chromatogramme HPLC d'un extrait d'échantillon de feuille d'olivier. Pic 

oleuropéine (tR = 33,07 min). La détection était à 280 nm[3]. 

 

 Altiok ,Eet al,en 2008, ont analysé les polyphénoles des extraits des feuilles d'olivier 

(OleaeuropaeaL.) isolé avec une technique  adsorption sur la fibre par HPLC , les résultats de cette 

analyse ils sont présentés dans le chromatogramme et le tableau suivant [78]. 

 

Figure. 33. Profil HPLC d'extraits bruts de feuilles d'olivier (2% OLE, P/v)[78]. 
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Tableau.15.Analyse des composes phénoliques de l’extrait des feuilles d’olivier par HPLC d’après 

la littérature 

 

 l’analyse par HPLC de l’extrait des feuilles d’olivier,  effectuée par K.Kiritsakis et al,en 2010, 

a donné les chromatogrammes suivants [80]. 
 

 

Figure.34. Chromatogrammes RP-HPLC des extraits des trois cultivars à 280 nm (1 

secologanoside, 2 déméthyloleuropéine, 3 oleuropeindiglucoside, 4 lutéoline-7-O-glucoside, 5 

rutine, 6 oleuropéine, 7 oleuroside, 8 quercétine, 9 ligstroside, 10 verbeascoside). (akalamon, b 

koroneiki, c megaritiki)[83]. 

 

 En 2014.Al-Rimawi, F. a développé et validé une méthode simple et précise pour la 

détermination de l'oleuropéine par RP-HPLC [83]. 
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Figure.35.Chromatogramme d'oleuropéine. (A) Étalon d'oleuropéine. (B) Échantillon de feuilles d'olivier 

analysées pour l'oleuropéine tR= 16 min ; d'autres pics qui apparaissent dans le chromatogramme sont pour 

d'autres composés présent dans les feuilles d'olivier[83]. 

 

III.2. Analyse par HPLC de l’extrait butanolique :  

 

 

 

D’après la littérature et les résultats obtenus par HPLC de l’extrait des feuilles d’olivier et 

spécifiquement l’analyse d’oleuropéine, nous confirmons l’identification de « l’oleuropeine » 

(majoritaire) (Figure .29.). 
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IV. Optimisation des conditions opératoires de l’HPLC : 

 

IV.1. longueur d’onde λ : 

Les résultats de l’optimisation par la longueur d’onde sont résumés dans le tableau suivant : 

 

Nous remarquons qu'en changeant la longueur d'onde, les données du chromatogramme varient. 

Ce qui est prévisible puisque le composé doit avoir un maximum d’absorption à une longueur 

d’onde caractéristique ce qui est le cas pour notre composé à savoir 280nm. (Résultat conforme à la 

littérature)[3 ; 83-85]. 

IV.2. Polarité de la phase mobile : 

Les résultats des chromatogrammes obtenus par l’optimisation de la polarité de la phase 

mobile sont résumés dans le tableau 17. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau.16.Résultats obtenus par les différentes longueurs d’onde utilisées 

longueur d’onde λ (nm) 280 254 330 

Temps de rétention (tR) 1.703 1.710 1.710 

Area (mV.s) 1966.156 1537.220 1286.911 

Heigt (mV) 172.177 136.900 125.444 

Area (%) 46.7 43.6 43.9 

Heigt (%) 40.3 36.7 37.9 

W 05 (min) 0.16 0.15 0.13 

Peak purity 852 953 961 

Tableau.17. Chromatogrammes des systèmes (a,b,c et d). 

Longueur d’onde λ(nm) Système a Système b Système c Système d 

Temps de rétention (tR) 9.477 9.273 10.157 22.170 

Area (mV.s) 279.814 494.825 682.440 6392.338 

Heigt (mV) 18.141 19.049 34.653 355.506 

Area (%) 23.5 24.9 30.2 36.6 

Heigt (%) 16.0 15.9 15.9 39.4 

W 05 (min) 0.21 0.29 0.24 0.24 

Peakpurity 982 494 984 916 
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Pour les systèmes a et b (évolutions de la polarité assez proches), le temps de rétention ne varie pas 

de façon significative et la durée d’analyse est plus courte. Le système c dont la polarité varie de 

façon moins importance, conduit à un temps de rétention légèrement  supérieur au deux premiers et 

nettement inférieur au système d dans lequel l’évolution de la polarité est moins accentuée. Il est 

très difficile de choisir un système approprié si l’on veut séparer toutes les composantes de l’extrait 

mais si l’on s’intéresse qu’à un seul produit, la bonne résolution du pic et le plus court temps de 

rétention sera le meilleur résultat pour le choix de la meilleure polarité de la phase mobile. Il faut 

noter qu’en HPLC, les interactions : phase mobile – soluté – phase stationnaire sont assez 

complexes en leur adjoignant les conditions de température et de débit.  Dans notre cas, bien que le 

temps de rétention est élevé, il nous semble que le système d est le plus approprié pour cette 

analyse. 

IV.3. Débit  

Les chromatogrammes obtenus par l’optimisation du débit de la phase mobile sont les suivants : 

Figure .36.  Chromatogrammes obtenus pour les débits (A : 1ml/min ; B : 0.9 ml/min ; C : 0.8 

ml/min). 
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 Evidemment, le débit de la phase mobile a une grande influence sur la durée d’une analyse 

mais sa variation ne doit pas être très grande car la perte de charge serait importante pour la phase 

stationnaire, ce qui entrainerait l’obtention des analyses non fiables. Par ailleurs la diminution du 

débit conduira à l’augmentation, des temps de rétention mais aussi à une meilleure séparation dans 

plusieurs cas. Ceci apparait bien dans les résultats obtenus dans ce travail au vu de la figure 36. 

IV.4. Détection : 

Les chromatogrammes obtenus par l’optimisation de la détection par HPLC sont les suivantes : 

 

 

 
Figure. 37. Chromatogrammes obtenus par la modification de la détection par HPLC  

(a : 0.1 min ; 0.1 mv b : 0.5 min ; 1mv) 

 

En comparant les résultats des chromatogrammes A et B, nous remarquons une nette différence 

dans les pics du chromatogramme, car le chromatogramme B était plus clair que le 

chromatogramme A. (Si on augmente les facteurs de la sélectivité (Largeur de pic globale Seuil 

global)) .Par conséquent, les conditions appliquées dans le chromatogramme B: 0,5 min ; 1mv est le 

mieux adapté pour cette analyse 
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V. Résultat de la séparation par CCM et analyse des fractions par HPLC  

V.1. Résultat de la séparation par CCM 

Système A : Dichlorométhane/Ethanol/Eau :( 24.9/4.41/0.441)  

La révélation de profil chromatographique pour ce système donné dans la figure suivante  

 

 

 

Figure.38. Chromatogramme CCM de l'extrait de Chemlale dans le system A. (a : la révélation de 

chromatogramme par UV 360 nm ; b : la révélation de chromatogramme par UV 254 nm ;  

c : révélation de chromatogramme à la lumière du jour). 
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Le profil chromatographique de l’extrait de chemlale a permis de montrer la présence de 

plusieurs fractions à des Rf différents. Le résultat de la détection des spots par UV et Rf sont 

représentés dans le tableau 18 suivant : 

 

A travers le chromatogramme et le tableau précédent, nous constatons que la migration des 

échantillons dans ce système était bonne, ce qui nous a permis de calculer des valeurs variables de 

Rf. 

On conclu aussi que : 

 Valeur élevée du facteur de rétention                         La composante est polaire et plus soluble dans 

la phase mobile (φm).                                         

 Faible valeur du facteur de rétention                         La composante est apolaire et plus soluble dans 

la phase mobile (φm).    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau.18. chromatogramme de l’extrait des feuilles d’olivier système A 

 
ExtraitBuOH Extrait DCM Extrait AcOEt 

N°de spot 3  1 3 

 

Rf 

Rf.1= 0.117 

Rf. 2= 0.235 

Rf.3= 0.647  

Rf.1= 0.235 

 

Rf.1= 0.117 

Rf. 2= 0.235 

Rf.3= 0.66 

 

 

Colure de spot 

254 Spot 1 : vert foncé  

Spot 2 : bleu vert  

Spot 3 : / 

Spot 1 : / 

 

Spot 1 : Vert claire  

Spot 2 : bleu vert 

Spot 3 : vert claire 

360 Spot 1 : rose claire  

Spot 2 : rose foncé  

Spot 3 : rose claire 

Spot 1 : rose claire 

 

Spot 1 : Rose move  

Spot 2 : Rose  

Spot 3 : rose Claire 
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Système B : Dichlorométhane/Ethanol/Eau : (28/4.41/0.441) 

La révélation de profil chromatographique pour ce système donné dans les figures suivantes : 

 

 

 

 

Figure.39. Chromatogramme CCM de l'extrait de Chemlale dans le système B ;  

a : la révélation de chromatogramme par UV 360 nm  

b : la révélation de chromatogramme par UV 254 nm   

c:révélation de chromatogramme à la lumière du jour 
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Tableau.19.chromatogramme de l’extrait des feuilles d’olivier système B 

 ExtraitBuOH Extrait AcOEt                        Extrait DCM 

N°de spot 4                            5 3 

 

 

Rf 

Rf.1= 0.086 

Rf. 2= 0.137 

Rf.3=0.212 

Rf.4=0.425 

Rf.1= 0.2 

Rf. 2= 0.537 

Rf.3=0.662 

Rf.4=0.7 

Rf.5=0.93 

Rf.1= 0.15 

Rf. 2= 0.475 

Rf.3= 0.662 

 

 

 

Couleur de 

spot 

254 Spot 1 : bleu vert 

Spot 2 : / 

Spot 3 : / 

Spot 1 : vert claire 

Spot 2 : bleu  

Spot 3 : / 

Spot 1 : / 

Spot 2 : /  

Spot 3 : / 

360 Spot 1 : Rose foncé  

Spot 2 : Rose foncé 

Spot 3 : Rose foncé 

Spot 4 : Rose Claire 

 

Spot 1 : Rose move  

Spot 2 : Rose Claire   

Spot 3 : Rose Claire   

Spot 4 : Rose Claire   

Spot 5 : Rose Claire   

Spot 1 : Rose foncé 

Spot 2 : Rose Claire   

Spot 3 : Rose Claire   

 

D’après  le chromatogramme et le tableau précédent, nous constatons que la migration des 

échantillons dans ce système était bonne, ce qui permet de calculer les différentes valeurs de Rf. 

On note également que certaines taches sont apparues à la longueur d'onde 360 nm et 

n'apparaissaient pas à la longueur 280 nm, ce qui confirme que l'extrait contient de nombreux 

composés phénoliques.  On conclut aussi que : 

 Valeur élevée du facteur de rétention                     La composante est polaire et plus soluble dans la 

phase mobile (φm).                                         

 Faible valeur du facteur de rétention                      La composante est apolaire et plus soluble dans la 

phase mobile (φm).    
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De ce qui précède, nous avons conclu que pour une bonne analyse de l'extrait, nous devons 

appliquer les conditions suivantes : 

 

Figure .40.Chromatogramme HPLC obtenu après l'optimisation des conditions d'analyse de 

l'extrait. 

 

 

  

  

Tableau.20.Conditions optimales pour l’analyse de l’extrait butanolique par HPLC 

Temps (min) A % B% Débit (ml/min) Global peak 

width(min) 

Global 

threshold(mv) 

Loungeur d’onde 

(nm) 

0 5 95 0.8 0.5 1 280 

2 10 90 0.8 0.5 1 280 

8 15 85 0.8 0.5 1 280 

10 25 75 0.8 0.5 1 280 

15 27 73 0.8 0.5 1 280 

20 30 70 0.8 0.5 1 280 

25 33 67 0.8 0.5 1 280 
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V.2.Analyse des fractions de CCM par HPLC 

Système A:Dichlorométhane/Ethanol/Eau :( 24.9/4.41/0.441)  

Les résultats de l’analyse du système A par HPLC sont illustrés par la figure 41 suivante : 

 

Figure.41. Chromatogramme de A : AS1 ; B : AS2 et  C:AS3 

 

Chaque chromatogramme représente une tache qui a été isolée de la CCM.  On constate que les 

échantillons ne sont pas complètement purs, mais il y a un pic proéminent avec une grande surface 

et un temps de rétention considérable. On note également une grande similitude dans les trois 

chromatogrammes. 
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Les fluctuations  de la ligne de base s’explique par la présence d'impuretés de silice dans 

l'échantillon. 

Système B : Dichlorométhane/Ethanol/Eau : (28/4.41/0.441) 

Les résultats de l’analyse du système B par HPLC sont illustrés par la figure 42 suivante : 

 

Figure.42. Chromatogramme de A : BS1+BS2 B : BS3 C:BS4 et D:BS5. 

D’après les chromatogrammes des taches séparées, nous n'avons pas pu séparer le composé 

principal mais nous avons réussi à réduire la charge de l'extrait de butanol, l'injection de la solution 

qui contient la tâche d'oleuropéine était plus claire pour l'identification de ce composé. 
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Grâce à ces résultats, nous combinons les échantillons similaires dans le chromatogramme 

 

Figure.43. Chromatogramme HPLC  de la fraction des systèmes A et B   

 

On remarque que le chromatogramme est moins riche que celui de l’extrait butanolique. 
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Conclusion 

 
L’objet de notre travail était une étude systématique sur la relation  rétention – structure  de 

l’oleuropéine et ses dérivés mais le contre temps dû au problème sanitaire, ne nous a pas permis de 

développer cette étude telle qu’elle a été conçue initialement. Néanmoins, nous avons pu réaliser 

l’analyse qualitative de l’oleuropéine en fonction de certains paramètres chromatographiques et une 

application sur l’extrait des feuilles d’olivier par HPLC  

La méthode d’extraction utilisée est une méthode récente et intéressante car elle est rapide, 

simple et donne de bons résultats. 

La CCM effectuée sur les extraits de feuilles d’olivier a permis de révéler un nombre 

intéressant de fractions, dont l’oleuropéine (principe amer de l’olive), est le principal composé 

phénolique de ces feuilles. Ce composé a une large gamme d’effets dont une activité 

antimicrobienne contre toute une gamme de germes (bactéries et champignons). 

Les résultats obtenus par HPLC sont cohérents avec les travaux de la littérature, et 

confirment que ce composé représente le taux le plus élevé dans les feuilles d’olivier.  

Il serait également intéressant de séparer et purifier les autres composantes des extraits 

obtenus (chromatographie préparative), afin de les tester séparément et caractériser éventuellement 

leurs propriétés biologiques. 

Nous pouvons retenir un très bon acquis, à travers ce travail de fin d’études, c’est la maitrise 

de l’un des outils analytiques de base : La chromatographie, et l’exploitation méthodologiques de 

certains résultats.  
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