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Dans le Coran (souret « EI Nour », la Lumiére), Dieu évoque les bienfaits et les
bénéfices de I’olivier : « Allah est la lumiére des cieux et de la terre. Sa lumiére est
semblable a une niche ou se trouve une lampe. La lampe est dans un (récipient de)

cristal et celui-ci ressemble a un astre de grand éclat ; son combustible vient d’un arbre
béni : un olivier ni oriental, ni occidental dont I’huile semble éclairer sans méme que le
feu la touche. Lumiere sur lumiére. Allah guide vers sa lumiére qui Il veut. Allah

propose aux hommes des paraboles et Allah est Omniscient».
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Résumé

Le stress oxydatif étant a I'origine de nombreuses maladies. Il est souvent a l'origine
des premiéres anomalies responsables des modifications irréversibles de molécules et de
cellules, et ces anomalies se produisent plusieurs années avant I'apparition des signes de la
maladie qui sont irréversibles. La recherche actuelle porte essentiellement sur 1’étude de
molécules antioxydantes d’origine naturelle. Cette étude s’inscrit a rechercher ’activité
antioxydante des feuilles de 1’olivier sauvage (Olea europea var. sylvestris) de la famille
des oléacées. Dans cette optique, ce travail consiste a faire dans un premier temps une
étude phytochimique des extraits obtenus selon deux méthodes, macération et Soxhlet en
utilisant trois solvants 1’eau bi-distillée, eau bi-distillée /méthanol (30/70) (v/v) et eau bi-
distillée/éthanol (30/70) (v/v), ’extrait éthanolique par macération a donné le rendement le
plus élevé (40,66 %). L’examen phytochimique qualitatif a montré la présence des
flavonoides et des tanins en quantités importantes et des quantités plus faibles des
terpénoides, des saponosides et des quinones. L’analyse quantitative des polyphénols, des
tanins, des caroténoides et des flavonoides des extraits montre des teneurs importants en
polyphénols totaux dans le pourcentage des flavonoides est le plus important que celui des
tanins. L’extrait éthanolique par macération s’est révélé le plus riche par rapport aux autres
extraits en plyphénols totaux (74,86 ng GAE/mg MS) et les tanins (16,19 ug GAE/mg
MS). Par contre, 1’extrait éthanolique par Soxhlet a donné les teneurs les plus élevés en
flavonoides (43.08 ug GAE/mg MS). Dans un second temps, nous avons évalué ’activité
antioxydante in vitro de ces extraits par trois méthodes : le piégeage du radical libre
DPPH, du peroxyde d’hydrogéne et la réduction du fer (FRAP). La capacité de piégeage
du radical libre DPPH est trés intéressante pour 1’extrait éthanolique par macération avec
une IC50 = 10,753 ug /ml. Cette capacité antioxydante est confirmée par le test du
piégeage du peroxyde d’hydrogéne avec un pourcentage d’inhibition de 56,50 %. Par
contre, I’extrait éthanolique par Soxhlet a présenté une bonne capacité de réduction au fer
(DO =1,94) avec un écart moyen de 0,52 par apport a 1’acide ascorbique. Les résultats de
ce travail suggérent I’importance des feuilles de ’espéce Olea europea var. Sylvestris pour

I’usage pharmaceutique et la phytothérapique.

Mots clés : Phytothérapie, Olea europea var. sylvestris, stress oxydant, activité

antioxydante.



Abstract

Since oxidative stress is the cause of many diseases, it seems logical to seek to
suppress it. Oxidative stress is often the cause of the first abnormalities responsible for
irreversible changes in molecules and cells, and these abnormalities occur several years
before the appearance of the deisease’s irreversible signs. Current research focuses on the
study of naturally occurring antioxidant molecules. This study investigates the antioxidant
activity of leaves of wild olive (Olea europea var. Sylvestris) from the Oleaceae family. In
this perspective, this work consists in a phytochemical study of the extracts obtained
according to two methods, maceration and Soxhlet using different solvents distilled water,
water / methanol (30/70) (v/v) and water / ethanol (30/70) (v/v), the ethanolic extract by
maceration gave the highest yield (40.66). The qualitative phytochemical examination
showed the presence of flavonoids and tannins in large quantities, and lower quantities of
terpenoids, paniards' and Quinones. Quantitative analysis of the polyphenols, tannins
and flavonoids of the extracts shows high levels of total polyphenols in the percentage
of flavonoids is greater than that of tannins. The ethanolic extract by maceration was the
richest compared to the other total plyphenol extracts (74.86 ug GAE / mg) and the tannins
(16.19 ug GAE / mg SM). On the other hand, the ethanolic extract by Soxhlet gave the
highest tenants of flavonoids (43.08 ung GAE / mg SM). However, we evaluated the
antioxidant activity in vitro of these extracts by three methods: The trapping of the free
radical DPPH, hydrogen peroxide and the Ferric Reducing Power (FRAP). The capability
of trapping the free radical DPPH is very advantageous for the ethanolic extract by
maceration with an IC 50 = 10.753 ug / ml. This antioxidant capacity has been confirmed
by hydrogen peroxide trapping tests with a percentage inhibition of 56.50%. On the other
hand, the ethanolic extract by soxhlet showed good iron reduction capacity (OD = 1.94)
with an average deviation of 0.52 per intake to ascorbic acid.The results of this work
suggest the importance of leaves of the species Olea europea var. Sylvestris for

pharmaceutical and phytotherapic use.

Keywords: phytotherapy, Olea europea var. Sylvestris, oxidative stress, antioxidant
activity.
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Introduction générale

Depuis une dizaine d’années, le monde des sciences biologiques et médicales est
envahi par un nouveau concept, celui du « stress oxydatif ». En 1969, les Américains Cord
et Fridovich isolent a partir de globules rouges humains, un systeme enzymatique
antioxydant, la superoxyde dismutase (SOD), capable d’¢liminer 1’anion superoxyde,
démontrant ainsi pour la premiére fois, que notre organisme produit des especes réactives
oxygéné (ERO). Cette découverte sera le point de départ, dans le monde entier, de

nombreuses recherches sur le stress oxydatif et les antioxydants (Haleng et al., 2007).

Le stress oxydatif a été décrit comme un facteur étiologique crucial impliqué dans
diverses maladies chroniques humaines telles que le cancer, les maladies cardiovasculaires
et neurodégénérative, inflammation et vieillissement (Uttara et al., 2009). Ces dommages
oxydants sont réalisés par 1’attaque des radicaux libres sur de divers biomolécules, en

particulier les protéines, les lipides et I’ADN (Moon et Shibamoto, 2009).

Depuis des milliers d'années, I'hnumanité a toujours utilisé diverses plantes trouvées
dans son environnement, afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies. Ces plantes
restent encore le premier réservoir de nouveaux medicaments. Elles constituent donc un
immense réservoir de composés d’une grande diversité chimique, possédant un large
éventail d’activités biologiques. Ainsi, I'évaluation de ces activités demeure une tache trés

intéressante qui peut faire I'intérét de nombreuses études (Jaccot et Campillo, 2003).

En Algérie, les plantes ont une importance dans la médecine traditionnelle. Dans le
cadre d’attribuer les effets biologiques a I’olivier, la majorité des études sont faites sur les
propriétés pharmacologiques de I’huile d’olive (Owen et al., 2000 ; Covas et al., 2006), et
actuellement les feuilles font 1’objet de recherches dans le vaste domaine de la médecine et
de la pharmacologie (Chebaibi et al., 2007).

La premiere partie de ce travail concerne tout d'abord la synthése bibliographique,
qui comporte la présentation de trois chapitres : généralité sur la phytothérapie et les plante
médicinale, 1’olivier sauvage et le stress oxydatif.

La deuxiéme partie est consacrée a 1’étude expérimentale subdivisée en deux
chapitres : matériel et méthodes utilisés afin d’étudier la composition phytochimique de

I’olivier sauvage, suivit des résultats expérimentaux et discussion. Une conclusion générale
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ainsi que des perspectives de recherche sont apportées pour metre le point sur les résultats
obtenus.

L’objectif de notre étude est d’évaluer I’activité antioxydante des extraits des
feuilles de [’Olea européa var. Sylvistris (olivier sauvage) obtenus avec deux méthodes
d’extraction par trois techniques différentes a savoir la réduction du fer FRAP, le piégeage
du radical libre DPPH et le piégeage du peroxyde d’hydrogéne. Ainsi, I’analyse de cette
espéce a porté sur 1’étude qualitative et quantitative des principaux groupes chimiques des

polyphénols.
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Synthése bibliographique
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Chapitre 1 La phytothérapie et plante médicinale

I. La phytothérapie

La phytothérapie est le traitement ou la prévention des maladies par l'usage des
plantes (de I’ensemble des éléments de la plante). Ce terme vient du grec : «phytos» = la
plante et «therapiea » = la thérapie. La phytothérapie fait partie des médecines paralléles,
ou médecines douces et c’est I'une des sciences médicales les plus anciennes (Larousse

Medical, 2006). On peut distinguer deux types de phytothérapie (Hamamouchi, 1999)

(Hamamouch, 1999).

» Une pratique traditionnelle, parfois tres ancienne basée sur l'utilisation de plantes
selon les vertus découvertes empiriqguement. Selon 1’Organisation Mondiale de la Santé
(OMS), cette phytothérapie est considérée comme une médecine traditionnelle
massivement employée dans certains pays dont les pays en voie de développement.

» Une pratique basée sur les avancées scientifiques qui recherchent des extraits actifs des
plantes. Les extraits actifs identifiés sont standardisés.

1. Plantes médicinales
I1.1. Définition

Ce sont des plantes utilisées en médecine traditionnelle dont au moins une partie
possede des propriétés médicamenteuses. Leur action provient de leurs composes
chimiques (métabolites primaires ou secondaires) ou de la synergie entre les différents
composés présents. Elles sont utilisées en pharmacie humaine et vétérinaire, en
cosmétologie ainsi que dans la confection de boissons, soit nature, soit en préparation
galénique ou encore sous forme de principes actifs comme matiére premiére pour
I’obtention de médicaments (Naghibi et al., 2005 ; Babulka, 2007).

11.2. La récolte

Concernant la récolte, plusieurs éléments interviennent : I’age de la plante, I’époque
de I’année, et les parties de la plante a récolter. Il y a en effet quelques regles a suivre si
vous voulez obtenir les principes actifs de la plante récoltée. Le meilleur moment pour
procéder a la récolte est le matin quand la rosée soit évaporée (Anne et Nogaret, 2003).

On ne cueille pas les plantes a n’importe quel moment de 1’année : selon la partie
récoltée, il faudra choisir le bon moment. Ainsi, les écorces se récoltent au printemps, au
moment de la montée de la seve (Anne et Nogaret, 2003).

Les feuilles et les rameaux sont souvent riches en principes actifs. On préférera les

jeunes pousses, qui n’ont pas encore atteint leur plein développement et qui sont
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particulierement riches en principes actifs. Pour les plantes herbacées, les feuilles sont
récoltées avant 1’épanouissement des fleurs (Anne et Nogaret, 2003).

Les fleurs, pour des raisons assez évidentes, ne peuvent étre cueillies que pendant la
période de floraison (Anne et Nogaret, 2003).

Les racines et les rhizomes (le rhizome se situe juste sous la plante prés de la
surface du sol ; les racines partent du rhizome) se déterrent a I’automne, ou au début du
printemps, autrement dit en dehors des périodes ou les plantes sont en pleine végétation.
C’est en effet le moment ou ces organes sont les plus riches en principes actifs.

Les graines sont récoltées au moment ou elles commencent a sécher sur la plante,
mais avant qu’elles ne tombent sur le sol. Les sommités fleuries se cueillent comme si vous

alliez faire un bouquet (Fougére et Wynn, 2007).

11.3. Le sechage et conservation

Les plantes sont conservées dans un endroit sombre, abrité et bien aéré. La
température ne doit pas dépasser les 37°.

Les fleurs et les feuilles sont séches a partir du moment ou elles deviennent
cassantes sans pour autant s’effriter et se réduire en poudre dés que vous les touchez. IL
faut que les plantes gardent leurs couleurs d’origine. Si elles sont odorantes, elles doivent
aussi garder leur parfum. Normalement, les plantes ne se conservent pas plus d’un an.

Les racines et les écorces quant a elles conservent leurs propriétés pendant deux
ans. Pour les racines, il est important d’attendre qu’elles soient bien seéches avant de les
mettre en bocal, pour éviter tout risque de moisissure.

Une fois les plantes séchées, vous pouvez les mettre dans des sacs en papier kraft,
en prenant bien soin d’y inscrire la date de la récolte, le lieu, et bien entendu le nom de la
plante. Les bocaux (en verre ou en métal, mais pas en plastique) permettent de bien
conserver les plantes, que vous remiserez dans une picce seche, a 1’écart de toute source de

chaleur (Anne et Nogaret, 2003).

I11. Les principes actifs
I11.1. Définition

Les principes actifs d'une plante meédicinale sont les composants naturellement
présents dans cette plante; ils lui conférent son activité thérapeutique. Ces composants sont
souvent en quantité extrémement faible dans la plante, mais ce sont eux qui en sont

I'élément essentiel (Yarnell, 2007).
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Des principes actifs se trouvent dans toutes les parties de la plante, mais de maniére
inégale. Et tous les principes actifs d'une méme plante n‘ont pas les mémes propriétés. Les
métabolites végétaux peuvent étre classés en deux categories :

X Les métabolites primaires, tels que les glucides, les acides aminés, les protéines et
les lipides, sont les acteurs des réactions nécessaires a la vie des végétaux : photosynthése,
respiration, et absorption des nutriments.

X Les métabolites secondaires, Les métabolites secondaires sont des molécules
complexes a I'origine de I’activité thérapeutique des plantes médicinales, et dont les

précurseurs sont des métabolites primaires ou des produits intermédiaires (Yarnell, 2007).

I11.2. Les principaux différents groupes des principes actifs

111.2.1. Les polyphénols et leurs dérivés

Les polyphénols sont des composés aromatiques possédant au moins une fonction
hydroxyle, et sont réputés pour leur pouvoir antioxydant. Ce sont les constituants les plus
répandus dans les plantes médicinales ; on les trouve dans les plantes au niveau des tissus
superficielles, ils sont des composés photochimiques polyhydroxylés et comprenant au
moins un noyau aromatique a 6 carbones (Haslam, 1996 ; Depoérs et al., 2008). Les plus

intéressants en phytothérapie sont :

111.2.1.1. Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont des petites molécules constituées d'un noyau
benzénique et au moins d'un groupe hydroxyle, elles peuvent étre estérifiées, éthérifiées et
liées a des sucres sous forme d'hétérosides (Wichtl et Anton, 2009).

L’intérét thérapeutique de ces molécules est principalement lié aux propriétés anti-
inflammatoires. Mais les acides phénols ont aussi des propriétés diurétiques,
cholérétiques, antioxydantes, antiseptiques et analgésiques (médicament d'aspirine dérivée

de I'acide salicylique) (Bruneton, 1999; Iserin et al., 2001).

111.2.1.2. Anthocyanes

Les anthocyanes sont des pigments responsables de la coloration bleue, rouge,
violette, rose ou pourpre des fleurs et des fruits. lls possédent des propriétés anti-
inflammatoires, antioxydantes, et vasoprotectrices. En effet, ils diminuent la perméabilité

des capillaires sanguins et augmentent leurs résistances (Yarnell, 2007).
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111.2.1.3. Flavonoides

Terme en latin ; flavus= jaune. lls sont constitués de deux cycles aromatiques
réunis par 3 carbones avec une structure de Cs-C3-Cgs a poids moléculaire faible, ils peuvent
étre considérés parmi les agents responsables des couleurs de plante a c6té des
chlorophylles et caroténoides (Wichtl et Anton, 2009).

Les flavonoides ont des sous-groupes caractérisés a contenant deux ou plusieurs
cycles aromatiques existent sous forme libre dite aglycone ou sous forme d’hétérosides,
chacun portant une ou plusieurs groupes hydroxyles phénoliques et reliées par un pont
carboné (Heller et Forkmann, 1993).

Les flavonoides, en particulier les flavonoides, sont d’excellents antioxydants qui
agissent en piégeant les radicaux libres oxygénés. En plus, les flavonoides ont une activité
antioxydante car ils peuvent agir de différentes facons dans les processus de régulation du
stress oxydatif : par capture directe des especes réactives de 1’oxygéne, par chélation de
métaux de transition et par inhibition de certaines enzymes responsables de la production
des ces especes réactives de 1’oxygéne comme la cyclooxygénase et la lipooxygénase
(Madhavi et al., 1996 ; Taguchi et al., 2000).

Les flavonoides préviennent efficacement la peroxydation lipidique puisqu’ils
peuvent réagir avec la plupart des radicaux libres susceptibles d’arracher un hydrogene sur
le groupement CHj situé entre les deux doubles liaisons des acides gras polyinsaturés, ils
formeraient des espéces radicalaires intermédiaires peu réactives. De plus ils pourraient
agir en chélatant les métaux de transition tels que le cuivre et le fer (P¥emysl et al., 2011).
Les flavonoides sont des puissants inhibiteurs de 1’oxydation des LDL (Low Density
Lipoprotein) (Piremysl et al., 2011).. lls sont aussi anti-inflammatoires, antibactériennes,
antihelminthiques, antivirales, hépatoprotectrices, vasoprotectrices, anti-thrombiques et
antinéoplasiques anticancéreux (Yarnell, 2007; Kandaswami et al., 1993).

Aucune toxicité des flavonoides n’est rapportée, notamment grace a leur courte

demi-vie (Yarnell, 2007).

111.2.1.4. Tanins

Tanin est un terme provient d'une pratique ancienne qui utilisait des extraits de
plantes pour tanner les peaux danimaux (Hopkins, 2003). Sur le plan chimique, on
distingue deux catégories : Les tanins condenseés, polymeres d'unités flavonoides reliés par
des liaisons fortes de carbone (aussi appelés procyanidines); non hydrolysable mais
peuvent étre oxydées par les acides forts libérant des anthocyanidines (Hopkins, 2003).
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e Les tanins hydrolysables, polymeéres a base de glucose dont un radical hydroxyle forme
une liaison d'ester avec l'acide gallique. lls sont moins stables et potentiellement plus
toxiques que les tanins condensés (Hopkins, 2003; Yarnell, 2007).

Les tanins sont connus pour leurs propriétés astringentes et anti-sécrétoires, grace a
leur capacité a se lier indifferemment aux protéines. Il convient donc de ne pas les
administrer simultanément a un autre traitement car ils risqueraient d’en limiter
I’absorption et D’activité. Les tanins possédent de nombreuses autres propriétés
antiseptiques, anti-inflammatoires, antibactériennes, virucides et antifongiques. Ils sont
aussi utilisés lors de 1ésions de dermatite atopique, de diarrhée, et d’hémorragies cutanées
ou digestives (Larkins et Wynn, 2004; Yarnell, 2007). Les tanins peuvent provoquer des
nausées, de la constipation, et a forte dose ils sont hépatotoxiques (Yarnell, 2007).
111.2.1.5. Lignines

Les lignanes sont des dérivés phénoliques composés de deux unités
phénylpropanoides liées par un squelette de 18 carbones. Molécules lipophiles, elles
fournissent la rigidité, la force et I’'imperméabilité des membranes cellulaires des plantes
supérieures. Ainsi, les lignanes se rencontrent dans toutes les parties soumises a la
lignification. Certains sont qualifiés de phytoestrogénes car ils ont des caractéristiques
structurales communes aux hormones sexuelles, leur permettant ainsi de se lier aux

récepteurs des cestrogénes (Yarnell, 2007).

111.2.1.6. Coumarines

Les coumarines et leurs dérivés sont largement répandus dans le regne végétal, plus
d’un millier de coumarines ont ét¢ décrites. Les plantes a coumarines sont surtout utilisées
pour leur propriétés anti-inflammatoires a tropisme vasculaire, souvent antiagrégants
plaquettaires et stimulants du drainage lymphatique. Elles sont également antioxydantes, et
certaines furanocoumarines sont photo-sensibilisantes par contact cutané (Depoérs et al.,
2008; Vernex-Lozet, 2011).

111.2.2. Alcaloides

Ce sont des substances organiques hétérocycliques azotées basiques d'origine
vegétale, de caractere alcalin et de structure complexe (noyau héetérocyclique). La plupart
des alcaloides sont solubles dans I'eau et I'alcool et ont un gout amer et certains sont
fortement toxiques (Wichtl et Anton, 2009).
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Les premiers alcaloides isolés chimiquement furent la morphine (extraite du pavot
somnifere en 1804), la strychnine (extraite de la noix vomique en 1818), puis la caféine
(extraite des graines et des feuilles de caféier en 1819).

Les alcaloides sont des molécules trés puissantes, qui méme administrées a de
faibles doses produisent nécessairement des effets significatifs. Grace a leur capacité a
traverser la barriere hémato-méningée et a interagir avec les récepteurs de certains
neurotransmetteurs, ils agissent sur le systéme nerveux central et le systéme nerveux

autonome (Larkins et Wynn, 2004).

111.2.3. Diterpéenoides

Composes de 4 unités isoprenes, les diterpénoides sont des molécules de haut poids
moléculaire, non volatiles et inodores. Grace a leur caractére lipophile, elles sont tres bien
absorbées par les muqueuses digestives, et sont utilisées pour leurs propriétés

antioxydantes (Yarnell, 2007).

111.2.4. Terpenoides

Les terpénoides sont des molécules de faible poids moléculaire, volatiles, dérivés
de I'isopréne (CsHg), leur classement est basé sur le nombre d’unités isoprénes qu’ils
contiennent une vaste famille de composeés naturels prés de 15000 de molécules différentes
et de caractere généralement lipophiles, dont les composés monoterpenes, sesquiterpénes,
diterpénes, triterpénes, ... (Wichtl et Anton, 2009). Leur absorption par voie cutanéo-
muqueuse étant importante et rapide, ils doivent étre administrés a faible dose (Yarnell,
2007).

Ces molécules présentent en forme des huiles essentielles ; parfums et golt des

plants, pigments (caroténe), hormones, des stérols (cholestérol) (Hopkins, 2003).

111.2.5. Triterpenoides et saponines

Les triterpenoides sont des molécules pentacycliques synthétisées a partir d’unités
isoprénes, alors que les saponines stéroidiennes, appelées aussi phytostérols, sont des
molécules tétracycliques synthétisées a partir de 1’acétyl-coenzyme A. Malgré leur
structure distincte, la majorité de leurs propriétés sont communes. Molécules glycosidiques
contenant des parties hydrophiles et lipophiles, elles ont un fort pouvoir tensio-actif qui
confere aux plantes qui en contiennent, des propriétés antiseptiques. De nombreuses autres
propriétés leur sont également attribuées : diurétiques, expectorantes, vasoprotectrices,

immunomodulatrices, et antinéoplasiques (Hopkins, 2003).
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Les saponines sont des triterpéenes tétracycliques, possédent moins de 30 atomes de
carbone, synthétisés a partir d'un triterpene acyclique (Hopkins, 2003). Les saponines
stéroidiennes ont des propriétés anti-inflammatoires, antipyrétiques et hypoglycémiantes.
Elles permettent aussi d’abaisser la cholestérolémie en inhibant la synthése hépatique et
I’absorption intestinale du cholestérol. Administrées oralement, elles n’ont aucun effet
délétere; toutefois, lorsqu’elles sont injectées par voie intraveineuse, elles peuvent

provoquer une hémolyse (Yarnell, 2007).

111.2.6. Saponosides

Le terme saponosides est dérivé de mot savon, sont des terpenes glycoslyses
comme ils peuvent aussi se trouve sous forme aglycones, ils ont un godt amer et acre
(Hopkins, 2003). lls existent sous deux formes, les stéroides et les terpenoides (Iserin et
al., 2001).

11.2.7. Résines

Les résines sont des molécules complexes, généralement composées d’un mélange
de diterpenoides et de triterpenoides, elles contiennent également une fraction volatile
constituée de monoterpenoides et de sesquiterpénoides. Leurs propriétés médicales sont
tres variées, mais la plupart favorisent la cicatrisation des plaies et possédent une action
antibactérienne. Ainsi, une étude (Khmel'nitskii et al., 2002) a montré que 1’application
topique de résine de pin sur des plaies et des briilures, active I’'immunité locale, normalise
I’hémodynamique de la plaie et stimule son épithélialisation. Aucune toxicité n’a été

rapportée (Yarnell, 2007).

I11. 2.8. Huiles essentielles

Ce sont des molécules a noyau aromatique et caractére volatil offrant a la plante
une odeur caractéristique et on les trouve dans les organes sécréteurs. Elles sont utilisées
pour soigner des maladies inflammatoires telles que les allergies, eczéma, favorise

I'expulsion des gaz intestinales (Iserin et al., 2001).
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L’olivier sauvage (Olea europea var. sylvestris)

Depuis l'antiquite, l'olivier a faconné le paysage méditerranéen (Doveri et Baldoni,
2007). 1l est connu chez les phéniciens depuis la haute antiquité ; il est désigné par le mot
zeitoun, ce mot est couramment employé dans le vocabulaire Amazigh (Boudribila, 2004).
Cependant, 1’olivier sauvage est désigné par le mot zebbouj, berb (Jacques-Meunié,
1982). Cette appellation est celle utilisée dans notre langage. L’olivier cultivé (O.
europaea L. var. Sativa) a été dérivé de la domestication de I'olivier sauvage ou 1’oléastre
(O. europaea L. subsp. sylvestris), car ils sont semblables a la forme sauvage (Zohary,
1973).

L olivier sauvage africain Olea europaea ssp. Cuspidata est un arbre précieux de la
forét afro-montagnarde sec, capable de se régénérer naturellement (Aerts et al., 2006). Les
formes sauvages de l'olivier (oléastres), sont toujours membres du maquis naturel (Green,
2002). L’utilisation de la population d’oliviers sauvages peut étre également une autre
alternative pour la reproduction d'olive (Guerin et al., 2003). Les produits veégétaux
sauvages récoltés ont généralement une valeur soit de consommation, de subsistance ou
commerciale. Parmi eux, on retrouve les arbres d’oliviers sauvages, connus sous le nom

oléastre (Olea europaea subsp europaea var. sylvestris) (Campbell et Luckert , 2002).

I. Repartition géographique

L’olivier (Olea europaea subsp europaea var europaea) est 1'une des plus
anciennes cultures d'arbres agricoles dans le bassin méditerranéen avec une importance
culturelle et économique remarquable. L'olivier est originaire des régions tropicales et
chaudes, en particulier les zones c6tiéres de la Méditerranée orientale, du Liban, parties
maritimes de I'Asie Mineure, et le Nord de I'Iran jusqu’a D’extrémité sud de la mer
Caspienne (fig. 1) (Fao et Who, 2003). L’aire d’extension de la culture de 1’olivier (fig. 2)
définit I’aire biogéographique de la sphére méditerranéenne et du climat méditerranéen
(Ghedira, 2008). L’olivier pousse en zone semi-aride a climat tempéré, sur des sols bien
drainés avec un pH au-dessous de 8,5, et sont raisonnablement tolérants aux sols
Iégerement salins. Ils montrent une rusticité au froid et une tolérance aux températures
aussi basses que -12 °C (Doveri et Baldoni, 2007).

En fait, a ce jour, plusieurs travaux se sont concentrés sur l'évaluation de la
distribution et de la variabilité entre les olives cultivées et sauvages (Lavee, 2013).
Plusieurs centaines de divers cultivars d'oliviers géographiquement existent dans le bassin

méditerranéen .La sélection de nouveaux cultivars de la population de I'olivier sauvage
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devient problématique, méme dans les régions ou I’olivier est trés répondus, dus a la
diminution graduellement a cause de 1’augmentation des oliviers domestiques dans les
vergers. D'autre part, la pollinisation croisée entre les oliviers sauvages restants et les
cultivars domestiqués plantés pourraient conduire a une augmentation des olives sauvages
(Lavee, 2013).

Les populations d'oliviers sauvages sont distribuées dans différents
environnements, avec des altitudes différentes et des sols qui peuvent étre une source trés
importante de sa résistance aux stress abiotiques tels que la sécheresse, le sel, le vent et la
baisse de température (Aranda et al., 2011). L'olivier est cultivé tandis que 1’oléastre est
sauvage. L'olivier peut s'échapper des cultures et revenir a un état apparemment sauvage.
Dans la plupart des pays, certains cultivars portent des fruits de petite taille, comme,

«Arbequina» en Espagne, ou «Cailletier» en France (Breton et al., 2008).

Figure 1 : Zone de répartition géographique Figure 2 : Les limites de I’olivier sauvage et
de la culture de I’olivier dans le monde la distribution moderne de la production
(Pagnol, 1996) d’olive dans la région Méditerranéenne

(Zohary, 1995).

Il. Taxonomie de I’olivier
Pour les botanistes, I'olivier normal est appelé Olea europaea subsp europaea var
europaea, alors que I’oléastre est de variété Sylvestris. La classification botanique de
[’'Olea europea var. Sylvestris ou oléastre est présentée dans le tableau 1 (Cronquist,
1981 ; Maria Bardoulat, 2013).
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Tableau 1 : Taxonomie d” Olea europea sylvestis (Cronquist, 1981).

Régne Plantae (végétal)
Embranchement Magnoliophyta
Sous embranchement  Magnoliophytina
Classe Magnoliopsida
Sous classe Asteridae

Ordre Oleaceae

Sous ordre Verbéninées
Famille Labiacées (labiées)
Genre Olea L.

Espéces Olea europea L.
Sous-espéeces Olea europaea L. ssp.Oleaster

Hoffm.et Link (= O. europea L. ssp.
Sylvestris Miller).

I11. Description botanique

L'olivier (fig. 3) est un arbre sempervirens, c'est-a-dire qu’il est toujours vert a
feuillage persistant de longue vie, généralement plus de 500 ans, mais des arbres plus ages
de 2000 ans ont été enregistrés. Les feuilles matures sont elliptiques et caractérisées par
une couleur grise-verte. Les fleurs sont polonisées par le vent et elles sont généralement
hermaphrodites, mais certains oliviers cultivés sont males-stériles (Besnard et al., 2000).
Le fruit de l'olivier est ovoide (drupe) a un noyau fusiforme. Son bois tres dur est
imputrescible et est utilisé en ébénisterie (Artaud, 2008). Ses piéces composantes sont
I'épicarpe ou la peau, le mésocarpe ou la chair, et I'endocarpe ou le noyau, qui se compose
d'une enveloppe boisée renfermant un ou, rarement deux graines (Connor et Fereres,
2005).

Figure 3 : L’olivier cultivé, photo prise au niveau de la région de Draa El Mizan, Wilaya
de Tizi Ouzou.
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L’ol¢éastre (fig. 4) differe de 1’olivier cultivé par la présence des pousses courtes et
épineuses, des fruits de petite taille, une faible teneur en huile (Terral et Arnold-Simard,
1996). Les populations d'olivier sauvage sont limitées a quelques secteurs isolés des foréts
natales de la Méditerranée, ou le pollen peut étre distribué par le vent et les oiseaux
(Lumaret et al., 2004).

Les feuilles de I’olivier sauvage sont de courte longueur, de largeur moyenne. Les
fruits de la plupart des oliviers sauvages en une forme elliptique, et avec un faible poids
(fig. 4). Une corrélation élevée et significative des dimensions du fruit et la teneur en huile
a été observée. Cela pourrait étre d'intérét pour l'utilisation des oliviers sauvages. En dépit
de cela, il convient de mentionner que les oliviers sauvages avec des poids de fruits 1,3 g et
le pourcentage d'huile d'olive dans la matiére séche 33,8 % est comparable aux valeurs

mentionnées pour certains cultivars d'oliviers (Hannachi et al., 2008).

| £

Figure 4 : L’oléastre de la région de Draa El
Mizan Wilaya de Tizi Ouzou.

Figure 5 : Feuille et fruit de
I’olivier sauvage ‘I’Olea europea
var. sylvestis.

IV. Les composes chimiques de la feuille d’olivier

Les feuilles de I’arbre contiennent des quantités des polyphénols dans leurs extraits,
qui sont variables en fonction de plusieurs facteurs : de la physiologie végétale, les
conditions environnementales (principalement, les éléments disponibles dans le sol) et
I'age de la feuille (Perrinjaquet-Moccetti et al., 2008 ; Polzonetti et al., 2004). Parmi ces
polyphénols, I'nydroxytyrosol et tyrosol qui contribuent au golt amer, astringence, et a la
résistance a l'oxydation (Visioli et Galli, 2002). Elles possédent la plus forte capacité a
piéger les radicaux libres par rapport aux différentes parties de l'arbre d'olivier, ils
présentent aussi une concentration importante en composants a haute valeur (Savournin et
al., 2001). Il est mentionné par certains auteurs que l'extrait de feuille d'olivier réduit la

pression artérielle et le cholestérol du plasma chez les rats (Perrinjaquet-Moccetti et al.,
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2008). De plus, les acides gras mono-insaturés disponibles dans les feuilles d'olivier tels
que l'acide oléique, diminuent les lipides du plasma dont les lipoprotéines de faible densité
(LDL) et lipoprotéines de trés faible densité (VLDL) et préviennent des maladies cardio-
vasculaires (Huang et al., 2008). L'extrait de feuilles d'olivier peut contenir des traces
d'éléments vitaux tels que le sélénium, le fer, le zinc, la vitamine C, la B-caroténe et une
grande partie d'acides aminées (Polzonetti et al., 2004). Les feuilles contiennent aussi du
cinchonidine, un alcaloide quinoléiqueaux propriétés antipaludiques. Les feuilles, I'écorce
et les fruits contiennent [l'oleuropéine qui posséde des activités antioxydantes,
hypotensives, hypoglycémiantes, hypocholestérolémiantes et antiseptiques (Ghedira,
2008).

Les feuilles d’olivier fraiche sont riches en protéines (5,04 a 7,60 g / 100 g de
matiére fraiche) et en fibres (37,14 a 42,58 g /100 g matiere fraiche). Elles présentent une
teneur en composés phénoliques totaux variant de 1,38 a 2,32 g/100 g MS selon les
variétés (Boudhioua et al., 2008).

Esmaeili-Mahani et al., (2010) ont quantifié certains composes identifiés dans un
extrait éthanolique de feuilles d'olivier en utilisant la chromatographie liquide a haute
performance (HPLC). Les résultats ont montré que l'oleuropéine (356 mg/g),
hydroxytyrosol (4,89 mg/qg), tyrosol acide (3,73 mg/g) et caféique (49,41 mg/g) ont été les

principaux composeés.

V. Activités biologiques

Les feuilles ont été largement utilisées dans les remedes traditionnels dans les pays
européens et mediterranéens comme des extraits, des tisanes, et des poudres. lls
contiennent plusieurs composés potentiellement bioactifs (Wainstein et al., 2013).

Les feuilles d’olivier sont diurétiques et préconisées dans I’hypertension artérielle
modérée. L’extrait de feuilles est utilisé comme adjuvant dans les formes légeres de
diabete (au cours de la grossesse ou en cas d’obésité) (Ghedira, 2008). Elles ont été aussi
largement utilisées en tant que remede pour le traitement de la fievre et d’autres maladies
comme le paludisme. Elles ont été consommées sous forme d’un extrait, d’un ensemble de
poudre ou tisane. Ces proprietés comme : antioxydantes, anti-hypertensive, anti-
inflammatoire, hypoglycémique, hypocholestérolémiantes, anti-viraux et anti-cancérogenes
(Visioli et al., 2002). Les feuilles possedent également des propriétés antimicrobiennes
contre certains micro-organismes tels que des bactéries, des champignons et mycoplasmes
(Ghanbari et al., 2002).
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Le stress oxydant

En condition physiologique, I’oxygéne moléculaire est un élément crucial pour la
vie des organismes aérobiques, toutefois il peut former des espéces partiellement réduites
et fortement toxiques appelées les radicaux libres ou encore les espéces oxygénées
réactives (ERO) (ou ROS, pour reactive oxygen species) (Halliwell, 1994). Aux doses
faibles, les ERO sont trés utiles pour I’organisme et jouent des rdles importants dans divers
mécanismes physiologiques tel que la transduction du signal, I'entretien et le
fonctionnement de l'organisme ainsi que dans le processus de la fécondation, de la
maturation et du mouvement cellulaires (Favier, 2003). Elles jouent aussi un réle majeur
dans la production de médiateurs cellulaires, I'élimination des produits toxiques et la
défense contre l'invasion des microbes et des virus, de méme que contre les cellules
tumorales (Koechlin-Ramonatxo, 2006).

Ces espéces réactives participent a de nombreuses fonctions biologiques. A titre
d’exemple le NO+ joue un réle dans plusieurs processus physiologiques tel que la
protection cardiaque, la régulation de la pression artérielle, la neurotransmission et les
mécanismes de défense (Penna et al., 2009) . Les especes réactives (02, H,0,, NO*)
intervient aussi dans la maturation, ’hyperactivation des spermatocytes et la fusion de
spermatocyte avec 1’ovocyte. Les espéces réactives 0xygénees et azotées participent aussi a
la différentiation cellulaire 1’apoptose, I'immunité et la défense contre les micro-
organismes (Roberts et Sindhu, 2009).

Les ERO deviennent néfastes et toxiques pour I’organisme a des doses excessives.
Cette surproduction des ERO au-dela des capacités antioxydantes des systéemes biologiques
donne lieu au stress oxydatif qui est impliqué dans I’apparition de plusieurs maladies allant
de l’artériosclérose au cancer tout en passant par les maladies inflammatoires, les

ischémies et le processus du vieillissement (Koechlin-Ramonatxo, 2006).

I. Définition du stress oxydatif

Le stress oxydatif est défini comme un déséquilibre entre les processus
biochimiques de production des espéces réactives oxygéné (ERO) et ceux qui sont
responsables de leur contrdle et élimination (fig. 6) (Sayre et al., 2008 ; Browne et al.,
2008). Ce déséquilibre peut se produire quand le systeme de défense antioxydant est
surmené par 1’augmentation des oxydants ou lorsque les défenses sont affaiblies par une

carence d’apport et/ou de production d’antioxydants (Kirschvink et al., 2008). L’équilibre
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ou homéostasie redox est perturbé et les cellules deviennent vulnérables aux attaques par
les ERO (Mac Laren, 2007).

Systémes antioxydants

Enzymatiques Nomn
enzymatigue
Superoxvde
dismutase, Glutathion.
Sourcesd’ERO Catalase , Vitamines C, A E,
. = Glutathion Ubiquinone,
Endogénes Exogénes peroxvdase Lipoate, Pyruvate,
. Polvphenols
NADPH oxydase, Toxiques alimentaires
Chaine respiratoire | environnementaux,
mitochondriale, Radiations
Peroxysomes, ionisantes et UV,

Cvtochrome P450, Champs
Xanthine oxyvdase, électriques,
Cyclo-oxygénases, | Xénobiotigque pro-
Lipo-oxygénases. oxvdants,
Cvtokines pro-
inflamatoires Stress

oxydant

/\

Figure 6: Déséquilibre de la balance entre pro-oxydant et antioxydant (Nkhili, 2009).

I1. Sources des especes réactives de I’oxygene (ERO)

Les ERO produits d’une maniére endogene proviennent essentiellement du
metabolisme mitochondrial (Pattwell and Jackson, 2004), du peroxysome et du réticulum
endoplasmique (De and Baudhuin, 1966).

En situation normale, les ERO (tableau 2) sont produites en permanence par notre
organisme (rdle physiologique) mais un systeme efficace de défenses antioxydantes
(vitamines, enzymes, oligoéléments) permet de réguler cette production afin de prévenir
tout dégat cellulaire excessif.

Tableau 2 : Les principales especes oxygénées réactives (Bartosz, 2003).

Radical Formule Formule
Peroxyde d’hydrogéne H.0,
Anion superoxydes Oy~
Hydroxyle OH-
Peroxyle ROO-
Hydroperoxydes* ROOH
Alcoxyles RO-
Oxygeéne singulet 10,
Oxyde nitrique NOe

*Espéce active de I'oxygéne, non radicalaire
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I1.1. Les especes réactives de ’oxygene endogénes

Les ERO produits d’une maniere endogene proviennent essentiellement du
métabolisme mitochondrial (Pattwell and Jackson, 2004), du peroxysome et du réticulum
endoplasmique (fig. 7) (De and Baudhuin, 1966).

Oxygéne singulet
Arginine

NO®

Monoxyde d'azote Anion superoxyde i
ONOO > | OH®
peroxynitrite Radical hydroxyle
Nitration des Activation Oxydation Peroxydation Oxydation de
protéines des cascades des protéines lipidique I'ADN
de kinases

Figure 7 : Origine des différents radicaux libres oxygénés et espéces réactives de 1’oxygene

impligué en biologie (Favier, 2003).

11.1.1. Les mitochondries

Comme cité précédemment, la chaine respiratoire est la principale source d’ERO
endogénes a 1’échelle de la cellule. On estime que 2 a 5% des électrons s’échappent a
différents niveaux de la chaine respiratoire aboutissant a la formation des ERO.

Le premier produit toxique génére & partir de 1’02 est I’anion superoxyde O ; une
réaction est catalysée par le cytochrome oxydase peroxymes, microsomes, le cytochrome
P450 et b5 de la chaine du transport d’électron (Sevanian et al ., 1990).

O, + le- »O*~ (Marfak, 2003).

Il est ensuite converti en peroxyde d’hydrogene (H202) par les superoxydes

dismutases (SOD) présentes au niveau de 1’espace inter membranaire de la mitochondrie.
20 +2H" — »H,0,+ 0,
Bien que le H202 soit moins réactif que 1’anion superoxyde, il peut se décomposer

en radical hydroxyle (OH?) trés toxique en présence de fer ferreux (Fe®") ou de cuivre.
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H,O, + Fe** (ou Cu™") —— HO" + OH + Fe** (ou Cu®") (Réaction de Fenton)
L’OH’ est lui-méme a I’origine de nombreuses autres espéces oxydantes par perte d’un

électron ou d’un proton (Pattwell et Jackson, 2004).

11.1.2. Les peroxysomes

Le peroxysome est un petit organite impliqué dans la synthése et la dégradation de
plusieurs composants cellulaires. Bien que les acides gras soient les premieres cibles du
peroxysome, ce dernier dégrade également les polyamines, les glyoxylates, certains acides
aminés, la majorité des xenobiotiques et les eicosanoides produits de dégradation de
I’acide arachidonique (Wanders et Waterham, 2006).

Les enzymes assurant ces dégradations sont des o et des b-oxydases. Ces réactions
d’oxydation nécessitent un recrutement massif d’O, au niveau du peroxysome. La
libération d’électrons lors des réactions d’oxydo-réduction aboutit a la formation du
peroxyde d’hydrogene H,O,. Il y’a d’autres ERO qui ont été observés également comme le
0%, OH" et le NO" (Schrader et Fahimi, 2006).

11.1.3. Le réticulum endoplamsique

Le réticulum endoplasmique lisse (REL) est le siege de détoxification des drogues
liposolubles et d’autres produits métaboliques toxiques (Freeman et al., 1983; Turrens et
al., 1982). De ce fait, le REL constitue un site important de réactions oxydatives
permettant ainsi la dégradation des produits toxiques. La principale enzyme impliquée dans
ces réactions est le cytochrome P450 qui catalyse des réactions d’oxydation des acides gras
insaturés et des xénobiotiques ; il en résulte une production importante d’ERO (Morel et
Barouki, 1999).

11.2. Les espéces réactives de ’oxygéne exogenes

Les ERO peuvent provenir de sources extérieures telles que les rayonnements UV
(Ultra-violet), les radiations ionisantes (Afonso et al ., 2007), certains produits chimiques
comme les éléments de traces métalliques (le fer, le cuivre, le chrome, le cobalt, le
cadmium, le zinc, le plomb et I’arsenic) ou des habitudes néfastes a la santé (tabac, drogue
et alcool) (Hadi, 2004). Des toxiques tels que 1’oxyde d’azote (NO) et le dioxyde d’azote
(NO,), présents dans notre environnement (goudron, tabac, polluants industriels), sont
responsables d’une auto-oxydation des acides gras polyinsaturés des alvéoles pulmonaires
(Hadi, 2004).
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I11. Le systéeme anti-oxydant
Les antioxydants sont des substances capables de neutraliser ou de réduire les
dommages causeés par ERO et permettent de maintenir au niveau de la cellule des
concentrations non cytotoxiques d’ERO. On distingue au niveau des cellules deux lignes
de défense inégalement puissantes pour détoxifier la cellule (Favier, 2003) :
eles systemes enzymatiques : superoxyde dismutases SOD, catalases et glutathion
peroxydases ;
eles systtmes non enzymatiques comme les vitamines C et E, les polyphénols,...etc
(Leverve, 2009).
Aussi, le maintien de ces systemes enzymatiques nécessite la présence d'un certain
nombre d'oligoéléments : cuivre, manganése, zinc et sélénium en particulier (Jacotot,
1997).

I11.1. Défenses enzymatiques

L'un des systemes de défense antioxydants enzymatiques est constitué de trois
enzymes : le superoxyde dismutase (SOD), la glutathion peroxydase (GSH-Px) et la
catalase. Ces enzymes ont une action complémentaire sur la cascade radicalaire au niveau
du superoxyde et du peroxyde d’hydrogene, conduisant finalement a la formation d’eau et

d’oxygéne moléculaire (fig. 8) (Lehucher-Michel et al., 2001).

Superoxyde dismutase

20, +2H" ?H,0; +0O,
Catalase
2H,0, » 2H,0 +0O,
glutathion peroxydase
H,0, +2GSH > H,0, +2GSH

Figure 8 : Réactions enzymatiques de piégeage des especes réactives oxygénées ERO
(Halliwell, 2006).

Il existe de nombreuses autres enzymes (fig. 9) antioxydantes comme les
peroxyredoxines, I'néme oxygénase, le glutathion transferase, les thiorédoxines réductases
ou les thiorédoxines peroxydases. La plupart de ces enzymes, de méme que les enzymes de

réparation des dommages oxydants, vont utiliser un donneur d’équivalent réducteur, le
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NADPH, qui constitue avec le glutathion les plaques tournantes de la défense antioxydante
(Favier, 2003).

0O, Arginine

= ﬂ.

e e
; 2 NO monoxyde
anion superoxyde d’azote
| superoxyde dismulascl CuZn azo!
superoxyde dismutase |Mn |k>
| H,0; ONOOH
peroxyde d’hydrogéne peroxinitrite

Iglulalhi(m peroxydase Ise |}I:>'
lcalalas'c. l]_-‘e |}:>~

thioredoxine pcroxydasc radlcal l-| droxyle
I lhmn_duxlm réductase |Se | ] / 2 \

| ADN oxydés | Lipides oxydés | Protéines oxydées

[ sélénoprotéine P|se |

Figure 9 : Mode d’action des principaux systémes enzymatiques antioxydants et de leurs

cofacteurs métalliques (Favier, 2003).

I11.2. Le systeme non-enzymatique

Ce groupe d’antioxydants est constitué¢ de plusieurs composés capables de réagir
directement ou indirectement avec les ERO. Il est géré essentiellement par des petites
molécules alimentaires comme les vitamines C et E, la b-caroténe, I’acide a-lipoique et les
polyphénols les ions comme Zinc Manganése Cuivre Sélénium ce qui empéche la
production du radical hydroxyle, hautement toxique (Kohen et Nyska, 2002).

Certains composés antioxydants comme les vitamines E (tocophérol), C (acide
ascorbique), Q (ubiquinone), ou les caroténoides apportés par les aliments, agissent en
piégeant les radicaux et en captant I'électron célibataire, les transformant en molécules ou
ions stables. La vitamine piégeuse va devenir un radical, puis sera soit détruite, soit
régénérée par un autre systéme. Ainsi, la vitamine E est régénérée par la vitamine C qui est
elle-méme régénérée par des enzymes, les ascorbates réductases. Ce type d'antioxydant est
appelé piegeur « scavenger » pour les Anglo-saxons. De trés nombreux composés
alimentaires peuvent aussi avoir ce comportement : polyphénols, alcaloides .... Il existe de

plus des composés endogenes synthétisés par les cellules et jouant le méme réle ; le plus
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important est le glutathion réduit qui protege non seulement contre les radicaux oxygénés,
mais aussi contre les peroxydes ou le NOe« (Favier, 2003 ; Flora, 2009).

111.2.1. Antioxydants d’origine végétale

Les caroténoides et les polyphénols constituent de vastes familles de composés
(plusieurs centaines) parmi lesquels se trouvent le B-carotene, l'acide caféique et la
quercétine. Les caroténoides et les polyphénols sont généralement de bons capteurs de
radicaux hydroxyles -OH et peroxyles RO.. Ils sont donc susceptibles d'inhiber les chaines
de peroxydation lipidique, mais d'une manic¢re moins efficace que celle de 1'a-tocophérol.
En outre, les caroténoides ont un réle spécifique de capteur d'oxygene singulier (10,), ce
qui leur permet d'exercer une protection vis-a-vis des dommages induits par les rayons

ultraviolets de la lumiére solaire (Gardes-Albert et al., 2003).

111.2.2. Les antioxydants synthétiques

Il s'agit du butylhydroxytoluéne (BHT), du butylhydroxyanisole (BHA) et des
esters de l'acide gallique : gallate de propyle, gallate doctyle, et de dodécyle. Le BHT est
un antioxydant de rupture de chaine, trés efficace et peu colteux. Le BHA est un mélange
de deux isomeéres de position dont I'efficacité est un peu inférieure a celle du BHT.

Il existe d’autres antioxydants synthétiques peu utilisés tels que la TBHQ
(tertiobutylhydroquinone) utilisée pour la conservation des huiles brutes, I'acide
nordihydrogualarétiqgue (NDGA), ce dernier est utilisé dans les produits a usage topique et
le 4-hydroxyméthyl 2,6-ditertiobutylphénol ou lonox 100, dont les propriétés
antioxydantes sont voisines de celles du BHT (Johnson, 1988).

IV. Alimentation et stress oxydatif

La production des ERO peut se faire au niveau cellulaire en réponse a divers
stimuli, tel que la surcharge métabolique elle-méme provoquée par une surabondance de
macronutriments.

En effet, lorsque I’apport calorique dépasse la dépense énergétique, I’augmentation
induite par le substrat en exces active le cycle de Krebs ce qui provoque la formation des
ERO. Ainsi, ’ingestion excessive de macronutriments induit la production des ERO
(Codoner-Franch et al., 2011). Dans ce sens, une étude a démontré que 1’ingestion de 75g
de glucose induit une augmentation de la production de superoxyde dans les leucocytes,
libérés ensuite dans le milieu extracellulaire (Mohanty et al., 2000). Une réponse similaire

a également été observée suite a I’ingestion des graisses saturées (Mohanty et al., 2000).
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Ainsi, un repas riche en graisse et en glucides induit une réponse oxydative et
inflammatoire plus intense et prolongée avec une production accrue des ERO chez les
patients obéses par rapport aux sujets normo-pondérés (Patel et al., 2007).

Pour cela, il est possible de choisir des aliments antioxydants et non inflammatoire
a fin de minimiser I’inflammation et le stress oxidant postprandial. L’avénement de la
biologie moléculaire montre le role de certaine molécule de petite taille dans la défense
antioxydante, en effet cette défense peut étre renforcée par des apports exogenes.
Le schéma suivant montre qu’une bonne alimentation fournie directement 1’essentiel des
éléments pouvant assurer une bonne défense antioxydante. Cette alimentation garantie :
e Un apport en Vitamines (Vit) A et C, les caroténoides et flavonoides qui ont pour role la

neutralisation des entités radicalaires en les piégeant (Scavangers).
e Les oligoéléments tels que le Fer, Sélénium, Cuivre, Zinc et le Manganése
indispensable pour ’activité des enzymes antioxydantes (Cu, Zn-SOD, Se-GPx).

Sur la base de ces données, les scientifiques accordent de plus en plus d’importance
a une alimentation riche en fruits et légumes, cette constatation amene donc une réflexion
importante sur 1’effet d’une thérapie antioxydante a long terme dans le cadre de la
prévention de pathologies ou le stress oxydatif est impliqué (ex : maladies
cardiovasculaires). Dans cette optique 1’é¢tude SUVIMAX a proposé d’évaluer quel sera
I’impact d’une prise journaliére pendant 8 ans de d’un mélange d’antioxydants a des doses
physiologiques (30 mg de Vit E, 120 mg de Vit C, 6 mg de b-Caroténe, 100 pg de
sélénium et 20 mg de Zinc sur I’incidence de 1’apparition des maladies cardiovasculaires

(Pincemail et al., 2002).

V. Mécanismes et conséquences biologiques du stress oxydatif

Le stress oxydatif est le résultat du déséquilibre entre le taux de production des
ERO et I’activité anti-oxydante. Etant des éléments trés réactifs, les ERO ont le pouvoir
d’oxyder d’une maniere concomitante les lipides comme les acides gras insaturés, les
protéines et I’ADN (Acide Désoxyribo-Nucléique) (Dalle-Donne et al., 2003; Valko et
al., 2006).

V.1. Effets du stress oxydatif sur les biomolécules
V.1.1. La peroxydation lipidique

Les lipides sont des molécules tres affectées par le stress oxydant. La peroxydation
lipidique est I’ensemble des réactions entre les acides gras polyinsaturés (AGPI) et les

ERO ou les lipoprotéines et les ERO. Les AGPI sont localisés préférentiellement au niveau
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des membranes plasmiques tandis que les lipoprotéines sont présentes essentiellement dans
le plasma. Les complexes lipoprotéiques ont pour but le transport des lipides au niveau du
sang (Gotto et Kon, 1970).

La peroxydation lipidique est un mécanisme trés complexe qui comprend une série
de réactions aboutissant a la formation de produits terminaux toxiques pour les protéines et
I’ADN (Muller et al., 2007). La peroxydation lipidique est associee a plusieurs maladies

comme le diabéte et les maladies vasculaires.

V.1.2. L’oxydation des protéines

L’oxydation proteique est le résultat de I’interaction directe entre les protéines et les
ERO ou indirectement entre les protéines et les produits sous-jacents du stress oxydant
(ERO secondaires).

Certains acides aminés sont particulierement sensibles au stress oxydant tel les
cystéines et les méthionines (fig. 10). L’oxydation protéique induit la formation des
protéines carbonylées et des produits dérivées tels les aldéhydes et les cétones. De plus,
I’oxydation protéique aboutit aux clivages des ponts bi-tyrosines et des chaines
peptidiques. Ces dommages protéiques peuvent induire la mort cellulaire a travers
I’inactivation de certaines protéines clés dans des processus vitaux telles que les enzymes
mitochondriales ou les protéines membranaires (Stadtman, 2006; Stadtman et Levine,
2000).

Néanmoins, la cellule possede plusieurs systemes comme le protéasome, capables
de reconnaitre et d’éliminer les protéines endommageées. Les cellules peuvent également
restaurer certaines protéines a travers la surexpression des protéines chaperonnes (les
protéines du choc thermique). Les protéines du choc thermique (Heat Shock Proteins,
HSPs) sont ubiquitaires. Elles ont été mises en évidence par Tissieres et ses collaborateurs
(Tissieres et al., 1974) dans des cellules de drosophile mélanogaster exposées a des hautes
températures. 11 s’est avere plus tard que ces protéines ne sont pas spécifiques au choc
thermique mais sont exprimées en réponse a différents types de stress (Kelley et
Schlesinger, 1978).

Dans les conditions physiologiques, ces protéines sont impliquées dans le processus
de repliement tridimensionnel des protéines naissantes. Cependant, leur expression est
accentuées lors d’un stress ou elles assurent la réparation des protéines endommagees et

préviennent les interactions inappropriées entre les différentes protéines.
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En fonction de leurs poids moléculaires, les HSPs sont classés en six familles. En
dépit de leurs propriétés communes, chaque famille présente des particularités se
rapportant a leur mécanisme d’action, leur localisation intracellulaire, leur dépendance a
I’ATP (Adénosine TriPhosphate) comme substrat énergétique ou la nature inductible de leur
expression. A titre d’exemple, les HSP70 et les HSP 60 (chaperonnes mitochondriales)
sont exprimées de maniére constitutive dans la cellule. Cependant, au moment du stress,
I’expression de I’HSP 60 est constante tandis que 1’expression de la HSP 70 est stimulée
(Burel et al., 1992).
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Figure 10: Nature de quelques modifications des chaines latérales d’acides aminés des protéines

apres attaque radicalaire (Favier, 2003).

V.1.3. L’oxydation des acides nucléiques

Deux types d’ADN existent au niveau cellulaire : ’ADN génomique et I’ADN
mitochondrial. Ce dernier semble étre plus sensible aux dommages induits par les ERO,
d’une part a cause de sa localisation proche d’une source d’ERO et d’autre part, a cause de
I’absence des histones. De méme les systemes de réparation de I’ADN mitochondrial
semblent étre moins efficaces par rapport aux mécanismes impliques dans la réparation de
I’ADN nucléaire (ADNn) (Bohr, 2002; Mecocci et al., 1993; Richter et al., 1988;
Sohal et al., 1994; Stevnsner et al., 2002).

Les principaux dommages observés au niveau du génome (fig.11) sont induits par
le radical hydroxyl OHe qui interagit avec les bases puriques et pyrimidiques. Des
centaines de produits peuvent étre générés par ces réactifs mais le principal produit connu
est la 8-oxoguanine qui constitue un marqueur de stress oxydant et de cancérogenese
(Dizdaroglu et al., 2002). En plus de ces produits, I’oxydation de ’ADN génere des

cassures simples et doubles brins. La persistance du stress oxydant peut perturber les
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mécanismes de reparation d’ADN ce qui peut mener soit a I’apoptose ou a la

cancerogenese.
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Figure 11 : Les lésions de I’ADN formées par attaque radicalaire du patrimoine génétique des
cellules (Favier, 2003).

V.2. Exemples d’effets du stress oxydatif sur les organites

V.2. 1. La mitochondrie

Comme nous 1’avons souligné auparavant, les mitochondries sont les principaux
sieges de production des ERO. Ces organites sont également des cibles directes du stress
oxydatif. Le radical d’oxygéne O2” interagit avec ’oxyde d’azote NO : il en résulte la
formation d’un radical trés toxigue OONO™ capable d’inhiber le fonctionnement de la
chaine respiratoire, et d’endommager les constituants de la mitochondrie tels la membrane
mitochondriale, le complexe de la chaine respiratoire et I’ADN mitochondrial, ce dernier
étant impliqué dans I’expression des sous unités du complexe de la chaine respiratoire. Les
dommages au niveau de I’ADN mt amplifient également le taux de production des ERO
(Echtay et al., 2003).

V.2.2. Les peroxysomes

L’augmentation de la concentration en ERO a 1’échelle cellulaire induit une
augmentation du volume du peroxysome corrélée & une augmentation du taux d’enzymes
associees. Des changements morphologiques dus a 1’élongation de la membrane
peroxysomale ont aussi été detectés dans des cellules exposees a un stress par les UV.
Cependant, ce phénomene est bloqué par un traitement aux anti-oxydants ce qui démontre

une implication directe des ERO dans ce processus d’élongation. Sachant que le
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peroxysome est une organelle clé dans la lutte anti-oxydative, I’élongation de la membrane
peroxysomale pourrait étre un pré requis pour la division peroxysomale nécessaire pour le
métabolisme des ERO (Schrader et Fahimi, 2006).

V.3. Effets sur la cellule : stress oxydatif, mitochondries et apoptose

Le stress oxydatif est connu comme étant un inducteur d’apoptose qui est définie
par une série d’événements conduisant a la mort cellulaire. L’apoptose peut étre
déclenchée par voie intrinseque ou extrinseque a travers 1’activation des récepteurs de mort
cellulaire. Plusieurs changements morphologiques sont observés dans les cellules
apoptotiques comme la condensation de la chromatine, la formation de bulles au niveau de
la membrane plasmique et la fragmentation de I’ADN. Ces événements meénent a la
fragmentation de la cellule et a la formation des corps apoptotiques.

A travers leurs actions sur ’ADN, les ERO activent la protéine P53 et sa voie de
signalisation sous-jacente. La P53 est un facteur de transcription qui favorise la
transcription de génes clés impliques dans I’arrét du cycle cellulaire, la sénescence et
I’apoptose. Dans les conditions de stress oxydatif, I’activation de la P53 active I’expression
de plusieurs génes pro-apoptotiquestels les genes bax, fas et Apaf-1 et réprime I’expression
de la protéine anti-apoptotique bcl-2 (Liu and Xu, 2011; Mates et al., 2012).

Le stress oxydatif induit 1’apoptose également a travers ’activation de la P38
MAPK. Dans des conditions séveres de stress oxydatif, il est observé une augmentation de
la perméabilité membranaire des mitochondries a des molécules de taille supérieure a 1500
Da.

Cette augmentation de perméabilité perturbe le fonctionnement de la chaine
respiratoire induisant une augmentation de la production des ERO, une baisse de la
production d’ATP, ainsi qu’un efflux de calcium, de glutathion réduit et d’autres
réducteurs. Ceci est accompagné d’une augmentation significative de la pression
osmotique due a I’accumulation des protéines dans la mitochondrie. Cette étape est suivie
par un influx d’eau causant un gonflement de la mitochondrie. Cet influx d’eau a pour
objectif le rétablissement de 1’équilibre osmotique entre le cytoplasme et la mitochondrie.
Une altération du potentiel transmembranaire est aussi observée dans des conditions de
stress oxydatif (Chernyak and Bernardi, 1996).

L’augmentation de la permeabilité membranaire permet également la libération des
protéines clés d’apoptose qui sont localisées dans la mitochondrie comme le cytochrome C

et le facteur inducteur d’apoptose (AIF) (Zamzami et al., 1996).
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Matériel et méthodes

I. Opérations de prétraitement du matériel vegétal

L’extraction est précédée généralement par une ou plusieurs opérations de
préparations ou de prétraitement de la matrice végétale. Les opérations de prétraitement
peuvent, suivant les cas, comprendre plusieurs étapes qui vont du nettoyage au séchage et

broyage.

I.1. Récolte de la matiere végétale

Les feuilles fraiches (fig. 12) de I’olivier sauvage (Olea europea var. Sylvestris)
sont récoltées en Algérie dans la région de Draa ElI Mizan Wilaya de Tizi-Ouzou durant le
mois de décembre 2016. La collecte des feuilles était effectuée le matin, juste apres
évaporation de la rosée. Apres récolte, les feuilles étaient transportées au laboratoire de
I’université de Bouira puis intensément nettoyées avec de I’eau distillée a 20°C égouttées a

I’aide d’un tamis.

Figure 12 : Photo des feuilles de /’Olea européa var. Sylvestris prisent au niveau de
la région de Draa EI Mizan Wilaya de Tizi Ouzou.

1.2. Séchage et broyage
Les feuilles ont été séchées a 40°C et a 1’abri de la lumiére dans étuve, jusqu’a perte
de 70% du poids, puis Les feuilles ont été¢ broyé a I’aide d’un broyeur a hélice, de type

« moulin & café électrique » pour obtenir une poudre d’une granulométrie de I’ordre de

27



Chapitre 4 Matériel et méthodes

125 pm, dans le bute d’augmenter la surface d’échange entre le solide et le solvant
d’extraction et a faciliter I’extraction de I’intérieur des tissus végétaux par cassure des
tissus et des parois cellulaires. La poudre obtenue a été gardé dans des flacons en verre a

I’abri de I’humidité et de la lumiére a température ambiante.

1.3. Extraction des polyphénols totaux a partir des feuilles d’olivier

1.3.1. Macération

5 g de la poudre végétale a été mélangé avec 100 ml d’un de ces solvants : eau
bi-distillé, eau bi-distillé/ méthanol (30 :70) (v/v), eau bi-distillé /éthanol (30 :70) (v/v). Ce
mélange a été agité et maceré sur un agitateur magnétique pendant 48 h a la température

ambiante du laboratoire. Puis filtré sur papier filtre lavé a 1’eau bi-distillée (fig. 13).

Solvants : 100 ml

(Eau bi-distillé; eau bi-distillé

Broyat : 59 ) o
/éthanol ;eau bi-distillé /méthanol
La poudre des feuilles de 1’olivier (70/30,viv)
sauvage.

l_>§<_l

Macération 24H
T°C ambiante, en obscurité

Filtration

. 2

%

/oA

Etude Phytochimique Activités Biologiques

s U

Figure 13: Schéma générale de 1’extraction des polyphénols totaux a partir de la poudre des
feuilles d’olivier seches par macération.
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1.3.2. L’extracteur Soxhlet

L’extraction par L’extracteur Soxhlet (fig. 14) ou [D’extraction par solvant
organique a chaud est une méthode simple et convenable permettant de répéter infiniment
le cycle d’extraction avec du solvant frais jusqu'a 1’épuisement complet du soluté dans la
matiére premiere (Marrouf et Tremblin., 2009)

Dans notre travail on a utilisé deux solvants : 20 g de la poudre végétale a été
mélangé avec 200 ml d’un de ces solvants : eau bi-distillé /éthanol (70/30, v/v); eau bi-
distillé /méthanol (70/30, v/v).

Figure 14 : Extraction des polyphénols par I’extracteur Soxhlet.

Cette étude expérimentale est faite en suivant un Protocole résumé dans la fig. 15.
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Feuilles d’Olea europa var. Sylvestris fraiches
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v/
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Figure 15 : Schéma récapitulatif du protocole expérimental.
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I1. Méthodes d’analyse
I1.1. Taux d’humidité

Le taux d’humidité, dans nos échantillons (la poudre des feuilles seéches de notre
plante), a été déterminé par le procédé de dessiccation a une température de 105° C dans
une étuve isotherme ventilée a la pression atmosphérique jusqu'a 1’obtention d’un poids
constant (Linden et Lorient, 1994).

Considérons :
X : Poids de I’échantillon ;
y : Poids de I’échantillon aprés déshydratation ;

T % : Taux d’humidité exprimé en pourcentage ;

T(%)="—;yx1oo

Pour plusieurs mesures, on calcule I’humidité moyenne :

T % (moy.) = (T1%+T,%+ .......... +T,%)/n

Moy. : Moyenne ;
T1 %: Humidité de 1’échantillon N° 1;
Th % : Humidité de 1’échantillon N° n.

n : Nombre totale d’échantillon ;

11.2. Le Rendement
Nous pouvons déterminer le rendement en extrait sec par le rapport entre le poids
de I’extrait sec, avec le poids du matériel végétal utilisé pour I’extraction en gramme.

Le rendement est calculé par la formule suivante :

Rend t(O/)—MoxlOO
endemen 0 _Ml

MO : Masse en gramme de 1’extrait brut évaporé.

M1 : Masse en gramme de la matiére végetale initiale séche.
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11.3. Etudes phytochimique
11.3.1. Dosage qualitatif

11.3.1.1. Les alcaloides : Réactifs de Bouchardt : 2,5 g d’iodure de potassium ; 100
ml d’eau distillée.

A 1 ml de chaque extrait on a ajouté 5 goutes de réactif de Bouchartdt puis on a
incubé les tube pendant 15 mn. La présence des alcaloides est indiquée par la formation

d’un précipité brun (Mamadou, 2011).

11.3.1.2. Les composés phénoliques
11.3.1.2.1. Les composes phénoliques simples

e Flavonoides
On a ajouté quelques gouttes d’Hcl concentré a 5 ml d’extrait plus 3 copeaux de
Magnésium. La présence de flavonoides due par I’apparition de coloration : rouge, orange

ou rose (Karumi et al., 2004).

11.3.1.2.2. Les composes phénoliques complexes

e Tanins
Les tanins sont mis en évidence a partir de 1 ml d’extrait placé dans un tube en
présence de quelques gouttes de Fecl; (1% préparé au méthanol). Apres agitation de
I’extrait, la couleur vire au bleu noir en présence de tanins galliques et au brun verdatre en

présence de tanins catéchiques (Karumi et al., 2004 ; Gacem, 2011)

e Quinones libres
Sur 3 ml de chacun de nos extraits, on ajoute quelques gouttes de soude (NaOH)
1%. L’apparition d’une couleur qui vire au jaune, rouge ou violet indique la présence des

quinones libres (Oloyde, 2005).

e Terpénoides : Test de Slakowski
La mise en évidence des stérols et triterpénes est fondée sur la réaction de
Lieberman-Burchard.
Les extraits sont additionnés chacun de 0,5 ml d’anhydride acétique puis de 0,5ml
de chloroforme, apres dissolution, les solutions sont transférées dans des tubes a essai
auxquels sont ajoutés 1ml d’acide sulfurique concentré. La réaction est effectuée a froid.

La formation d’un anneau rouge brunatre ou violet, avec coloration de la couche
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surnageante de vert ou de violet, traduit la présence de stérols et de triterpénes (Bruneton,
1999).

e Les saponosides

Les saponosides sont caractérisés par leurs pouvoir moussant en solution aqueuse
qu’on peut exprimer par 1’Indice de Mousse (IM) (Bruneton., 1999).

Pour la détection des saponosides, une serie des dilutions a été préparée pour
chaque extrait (10%, 20%, 30%, 40%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%). Dans une série de 10
tubes a essai numerotés de 1 a 10, introduire successivement 1,2,3,...,10 ml pour chaque
extrait . On a ajusté le volume de chaque tube & 10 ml avec de I’cau distillée, puis agité
chaque tube dans le sens de la longueur du tube pendant 15 secondes a raison de 2
agitations par seconde en maintenant le tube fermé a I’aide du pouce. On a Laissé reposer
15 mn et mesurer la hauteur de la mousse dans chaque tube.

Le tube N dans lequel la hauteur de mousse est de 1 cm ou plus sert de base au
calcul de I’indice.

L’indice de mousse (IM) est calculé par la formule suivante :

IM= 1000/N

N : nombre de tubes dans lequel la hauteur de mousse est égale ou supérieure a 1 cm.

11.3.2. Dosage quantitatif

11.3.2.1. Dosage de chlorophylle a, b et caroténoides

Le dosage de la chlorphylle et des caroténoides a €té réalisé selon la méthode
décrite par Lichtenthaler, (1982). On a mesuré par un spectrophotomeétre les absorbances
a différentes longueurs d’ondes des extraits dilués a (1/10) : 664 nm pour la chlorophylle
a ; 648 concernant la chlorophylle b et 470 nm pour les caroténoides. Les concentrations
de la chlorophylle a, chlorophylle b et les caroténoides dans les extraits ont été calculées

selon les formules suivantes :

Lachlorophyllea: | ¢ (ug/ml) = (13,36 Agsas - 5,19 Agiss) X 10

Lachlorophylle b | ¢, (ug/ml) = (27,43 Ac106-8,12 Agea1) x 10

Les caroténoides: | ¢ .. (ug/ml) = ((1000 Ao — 2,13 C, — 97,64 Cp) x 10) / 209
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11.3.2.2. Dosage des polyphenols totaux
e Principe

La méthode est celle utilisant le réactif de FolinCiocalteu. Ce dernier est constitué
par un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW1,040) et d’acide phosphomolybdique
(H3PMO1204p). Il est réduit lors de 1’oxydation des phénols, en un mélange d’oxydes bleus
de tungsténe et de molybdéne. La coloration produite est proportionnelle a la quantité de
polyphénols présente dans les extraits végétaux, dont 1’absorption maximum est comprise
entre 700 et 760 nm (Boizot et Charpentier, 2006).

e Mode opératoire :

Le dosage des polyphénols des 5 extraits est réalisé selon la méthode décrite par
Vermeris et Nicholson, (2006). 0,1 ml de I’échantillon est mélangé avec 2 ml d’une
solution de carbonate de sodium (Na2CO3) a 2% ;

v’ Agiter au vortex ;

v"Incuber pendant 5 minutes a température ambiante ;

v Ajouter 100 pl de réactif de FolinCiocalteu a 0,2N ;

v’ 2éme incubation pendant 30 minutes au bain-marie ;

v" Lalecture est faite a 700 nm contre un blanc ;
Les résultats sont exprimés en pg équivalent d’acide gallique par milligramme de
matiére végétale séche (ng GAE/mg MS). Une courbe d’étalonnage est réalisée en
parallele dans les mémes conditions opératoires en utilisant 1’acide gallique comme

standard a différentes concentrations (10 ; 20 ; 30 ; 40 ; 50 ; 60 ; 70 ; 80 ug/ml).

Calculé selon la formule suivante : Quantité de polyphénols=a.f/b

a : Concentration en polyphénols en mg/ml déterminée a partir de la courbe d’étalon
f : Facteur de dilution (x22).

b : Concentration initiale de I’extrait (1 mg/ml).

11.3.2.3. Dosage des flavonoides
e Principe
Les flavonoides sont dosés par la methode colorimétrique au trichlorure
d’aluminium (ALcls3) et la soude (NaOH). Le trichlorure d’aluminium forme un complexe
jaune avec les flavonoides et la soude forme un complexe de couleur rose qui absorbe dans

le visible @ 510 nm selon la méthode décrite par Kim et al., (2003).
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Mode opératoire :

On a melangés 500 ul de I’échantillon avec 2 ml d’eau distillée ;
Ajouter 150 pl d’une solution de nitrite de sodium (NaNO,) a 15 % ;
Incuber pendant 6 minutes a température ambiante ;

Ajouter 150 pl de chlorure d’aluminium (Alcls, 6 H,O) a 10% ;
Incuber pendant 6 minutes a température ambiante ;

Additioner de 2 ml d’hydroxyde de sodium (NaOH) a4 % ;

Le volume total est complété a 5 ml d’eau distillée ;

NN N N N SR R

Agiter et incuber pendant 15 minutes.

La lecture est faite & 510 nm contre un blanc. Une courbe étalon est réalisée en
paralléle dans les méme conditions opératoires en utilisant la catéchine comme standard a
différentes concentrations (10 ; 20 ; 30 ; 40 ; 50 ; 60 ; 70 ; 80 ug/ml).

Les résultats sont exprimés en pg équivalent de catéchine par milligramme de

matiere vegétale seche (ng GAE/mg MS). Selon la formule suivante :

Quantité de flavonoides = a. f /b

a : Concentration des flavonoides en mg/ml déterminée a partir de la courbe étalon
f : facteur de dilution (x 10)

b : Concentration initiale de 1’extrait (1mg/ml).

11.3.2.4. Dosage des tanins condensés
e Principe
Les tanins condensés sont déterminés par la méthode a la vanilline en utilisant la
procédure rapportée par Sun et al., 1998. Cette méthode est basée sur la capacité de la
vanilline a réagir avec les unités des tanins condensés en présence d’acide pour produire un

complexe coloré mesuré a 500nm.

e Mode opératoire :
Un volume de 500 pl de D’extrait brut est ajout¢ a 3 ml de la solution
vanilline/méthanol (4%) et un volume de 1,5 ml d’acide chlorhydrique. Le mélange a été
laissé au repos au bain marie réglé a 30°C pendant 20 minutes. L’absorbance est mesurée a

500nm contre un blanc a I’aide d’un spectrophotometre.
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Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions
opératoires en utilisant de la catéchine comme contrdle positif. Les résultats obtenus sont

exprimés en ng GAE/mg MS.

11.4. Activité antioxydante

11.4.1. Réduction du Fer : FRAP (Ferric reducing antioxydant power)

Le pouvoir réducteur d’un extrait est associé¢ a son pouvoir antioxydant. L’activité
réductrice du fer de nos extraits est déterminee selon la méthode décrite par Pan et al.,
2008, basée sur la réaction chimique de réduction du Fe** présent dans le complexe de
ferrocyanure de potassium ( KsFe(CN)s) en Fe?* (fig. 16). La réaction est révélée par le
virement de couleur jaune du fer ferrique (Fe3*) en couleur bleu vert du fer ferreux (Fe?2*).
Cette capacité¢ réductrice peut servir comme un indicateur significatif de 1’activité

antioxydante potentielle d’un composé. L’absorbance du milieu réactionnel est déterminée

a 700nm.
SUUCIPNTIs
= | ;ﬂ/ [ " N )\]/N\

>F W NN > / ﬂ
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Fe*'"TPTZ + reducing antioxidant » Fe'-TPTZ (intense blue at 595 am)

Figure 16 : Schéma sur la réaction de test FRAP (Ferric reducing antioxidant power). TPTZ :

ferric2,4,6-tripyridyl-s-triazine. Fe*": lons ferreux ;Fe® : lons ferriques (Prior et al., 2005).

e Mise en oeuvre pratique

Un volume égal a 1ml de I’échantillon a différentes concentrations (0,05 ;0,1; 0,2 ;
0,4;0,6;0,8;1 mg/mL) est mélangé avec 2,5 millilitres d’une solution tampon phosphate
0,2M (pH = 6.6) et 2,5 millilitres d’une solution de K3Fe(CN)s a 1%. Le tout est incubé a
50° C pendant 20 minutes, puis refroidi a la tempeérature ambiante. Ensuite, 2,5 millilitres
d’acide trichloracétique a 10% sont ajoutés pour stopper la réaction, puis les tubes sont
centrifugés a 3000 rpm pendant 10 minutes. 2,5 millilitres du surnageant sont ajoutés a 2,5
millilitres d’eau distillée et 500 pl d’une solution de (Fecls, 6H,0) a 0,1% sont ajoutés

également au mélange (Prior et al., 2005) .
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La lecture des absorbances se fait contre un blanc a 700 nm a I’aide d’un
spectrophotometre.
L’acide ascorbique est utilisé comme contrble positif dans cette expérience aux mémes

concentrations choisies et dans les mémes conditions expérimentales.

e Expression des résultats
Pour explorer les résultats obtenus, la maniere la plus commune utilisée par la
majorité des auteurs est de tracer les graphes des absorbances obtenues en fonction des
différentes concentrations utilisées. L’augmentation de l’absorbance correspond a une

augmentation du pouvoir réducteur des fractions testées.

11.4.2. Activité du piégeage du peroxyde d’hydrogene

Une des méthodes les plus communes pour évaluer la capacité du piégeage du
peroxyde d’hydrogene est basée sur l'absorption de cette molécule dans le domaine de
I’'U.V.

Comme la concentration de H,O, diminue par les composés piégeurs, la valeur
d'absorbance de ce dernier a 230 nm diminue également.
Néanmoins, il est tout a fait normal que les échantillons absorbent également a cette
longueur d'onde, exigeant ainsi I'exécution d'une mesure blanche (Malgalhaes et al.,
2008).

La réalisation d’une telle méthode nécessite beaucoup de rigueur au moment de la

manipulation.

e Mise en oeuvre pratique

Pour étudier I’activité du piégeage du H20,, nous avons utilisé la méthode décrite
par Ruch et al., 1989 ; Shon et al., 2008.

Un volume de 3,4 millilitres de I'extrait brut de chaque extrait a la concentration de
0,1pg / millilitre, préparé dans une solution tampon phosphate a 0,1M (pH = 7,4) sont
mélangés avec 600 pl d’une solution de peroxyde d'hydrogene a 43mM (préparée dans le
méme tampon phosphate).

La réaction des échantillons avec le peroxyde d’hydrogéne est suivie a I’aide d’un
spectrophotomeétre a 230 nm pendant 40 minutes a 10 minutes d’intervalle.

Dans les mémes conditions opératoires, le BHA (butylhydroxyanisole), a la méme

concentration choisie, est utilisé comme contrdle positif.
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e Expression des résultats

Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition selon la formule suivante :

% du piégeage du H,O, = [(AC - AT)/AC] x 100

AC : Absorbance du contréle ; AT : Absorbance du test.

11.4.3. Piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl)

Le DPPH (2,2 diphényl-1-picrylhydrasyl) est généralement le substrat le plus utilisé
pour I’évaluation rapide et directe de I’activité antioxydante en raison de sa stabilité en
forme radicale libre et la simplicité¢ de I’analyse. Il absorbe dans le visible a la longueur
d’onde de 515 a 520 nm (Bozin et al., 2008).

La méthode de DPPH présente plusieurs avantages du fait qu’elle est indépendante,
simple et rapide. Le test consiste a mettre le radical DPPH (de couleur violette) en présence
des molécules dites « antioxydantes » afin de mesurer leur capacité a réduire le radical
DPPH (fig. 17). La forme réduite (de couleur jaune) n’absorbe plus, ce qui se traduit par

une diminution de I’absorbance a cette longueur d’onde.

DPPH (radical libre) DPPH (non radical)

Figure 17 : Forme libre et réduite du DPPH (Brand-Williams et al., 1995).
e Mise en oeuvre pratique
Le protocole expérimental suivi pour étudier I’activité du piégeage du radical libre
DPPH, est celui de Benhammou et al., 2007.
A différentes concentrations, 25ul de chaque extrait, sont ajoutés a 1975 ul d’une
solution éthanoique de DPPH a 6,34.10-5 M (0,0025g dans 100 ml méthanol) ; pour

chaque concentration un blanc est préparé. En ce qui concerne le contrble négatif, ce
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dernier est préparé, en parallele, en mélangeant 25 pl d’éthanol avec 1975 ul d’une
solution éthanoique de DPPH a la méme concentration utilisée.

Aprés incubation a 1’obscurité pendant 30 minutes et a la température ambiante, la
réduction du DPPH s’accompagne par le passage de la couleur violette a la couleur jaune
de la solution.

La lecture des absorbances est effectuée a 515nm a I’aide d’un spectrophotometre.

e Expression des résultats
Calcul des pourcentages d’inhibition

Nous calculons ainsi les pourcentages d’inhibition par la formule suivante :

1%= [(AC-AT)/AC]*100

AC : Absorbance du contrble ;
AT : Absorbance du test effectué.

e Calcul des ICsg
ICso ou concentration inhibitrice de 50 %, est la concentration de 1’échantillon testé
nécessaire pour réduire 50% de radical DPPHe. Les ICso sont calculées graphiquement par
les régressions linéaires des graphes tracés, pourcentages d’inhibition en fonction de

différentes concentrations des fractions testées (Fabri et al., 2009).
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. Taux d’humidité

Les végétaux sont riches en eau, les plantes fraiches renferment 60 a 80 % d’eau.
Pour assurer une bonne conservation, la teneur en eau doit étre inférieure ou égale a 10 %
(Paris et Moyse, 1965). Nous avons utiliseé la méthode pondérale pour déterminer la teneur
en eau dans les feuilles séches de notre plantes. C’est la détermination de la perte de masse
par dessiccation a I’étuve.

Les résultats de cette analyse ont révélé un taux d’humidité inférieure a 10% (fig.
18), avec une proportion de 5 %. La teneur en eau, doit étre inférieure & 10%, ce qui

confere & notre poudre une meilleure conservation a long terme.

5% le taux
d'humidité de
la poudre

Figure 18 : Teneur en humidité des feuilles seches de 1’olivier sauvage (Olea
europea var. Sylvestris).

I1. Rendements des extraits bruts

Aprés avoir effectué la préparation des extraits, on les récupere et on calcule le

rendement, le tableau 3 résument les différents résultats.

Tableau 3: Rendement des extraits obtenus par extraction macération et Soxhlet des feuilles de

I’olivier sauvage (Olea europea var. Sylvestris).

Les extraits Rendements (%)
Soxhlet éthanol 14,34
Soxhlet methanol 22.44
Macération éthanol 40,66
Maceration méthanol 33.84
Macération aqueuse 28,942
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éthanol méthanol éthanol méthanol aqueuse

‘Extraits

Figure 19 : Rendements des extraits par macération et Soxhlet pour I’olivier sauvage
(Olea europea var. Sylvestris).

On remarque que le rendement le plus élevé (fig. 19) est obtenu pour la méthode
d’extraction par macération a froid. L’extraction par €thanol représente le rendement le
plus élevé 40,66%, suivi par I’extraction par méthanol 33,84 % ensuite 1’extraction
aqueuse 28,942 %.

La méthode d’extraction par reflux a température 70°C a présenté un rendement
relativement faible par rapport aux extraits obtenus par macération, le meilleur rendement
est obtenu pour I’extrait méthanolique (22,44%) suivi par I’extrait éthanolique (14,34%).

Nous pouvons donc dire que I’extraction par macération en utilisant 1’éthanol est la
méthode adéquate pour extraire les polyphénols du I’olivier sauvage (Olea europea var.
Sylvestris). Donc le choix du solvant et des méthodes d’extraction est primordial, il joue un

role déterminant sur la quantité ainsi que sur le type de composés phénoliques a extraire.

L’extraction peut étre influencée par le solvant, la méthode et le temps d’extraction
mais aussi par la taille des particules, les conditions de préparation des échantillons, la
durée et les conditions de stockage.

I11. Etude phytochimique
I11.1. Tests qualitatifs

La phytochimie qualitative basée sur des réactions colorées ou de précipitation par
des réactifs chimiques spécifiques, réalisée sur les extraits reconstitués a partir de la poudre
lyophilisée de chaque éechantillon végétal, genére pour une premiere estimation des

données préliminaires sur les constituants des extraits. Ces tests permettent de déterminer a
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quelle famille chimique appartiennent les composés isolés, facilitant ainsi la détermination
future de leurs structures.

Le criblage phytochimique est consigné dans le tableau 4, il révele la présence ou
I’absence d’un groupe de métabolite secondaire existants dans les cing extraits obtenus a
partir des feuilles de I’olivier sauvage (Olea europea var. Sylvestris). en utilisant les
différentes techniques d’extractions (soxhlet méthanol et éthanol ; macération avec du

méthanol, avec du I’éthanol et avec I’eau bi-distilée).

Tableau 4: Résultats des réactions de caractérisation des différents groupes chimiques

recherchés dans les différents extraits de 1’olivier sauvage (Olea europea var. Sylvestris).

Extraits
méthanol éthanol | méthanol éthanol aqueuse
Les alcaloides - - - - -
Les composés | Flavonoides +++ +++ +++ +++ +++
phénoliques Tanins +++ +++ +++ +++ ++
Quinones libres + +++ +++ ++ +++
Terpénoides +++ +++ ++ ++ ++
Saponosides 100% 1 11 0 15 1.1
90% 1.3 1.4 0.4 0.6 0.9
80% 1.4 1.4 0.2 2 0.7
70% 1.4 1.4 0.7 2 0.9
60% 1.3 1.3 0.6 3.2 0.6
50% 1.1 1.2 1.2 2.1 0.7
40% 1.2 1.3 1.6 1.8 0.9
30% 1.4 1.3 1.8 3.3 0.6
20% 1.6 1.7 1.6 2.2 0.6
10% 1.1 15 1.2 2.1 0.7
IM 100 100 200 111.11 1000

(+++) : Fortement présent ; (++) : Moyennement présent ; (+) : Faiblement présent ; (-) : test négatif

D’apres les résultats obtenus, nous remarquons la présence des flavonoides (fig.
24), des tanins (fig. 21), des quinones libres (fig. 20), des terpénoides (fig. 23) et des
saponosides (fig. 22). Nous observons aussi 1’absence des alcaloides (fig. 25) dans les
différents extraits de 1’olivier sauvage. L’analyse de ces résultats ne permet pas de mettre
des conclusions définitives sur le solvant et la méthode d’extraction qui donne une

meilleure caractérisation des composés phytochimiques existantes dans nos extraits.

42



Chapitre 5 Résultats et discussion

Figure 20: La presence des quinones libre
dans les extraits indiqués par une couleur
gui vers au jaune, rouge ou violet.

Figure 21: La présence des Tanins libre
dans les extraits indiqués par une couleur
verte ou bleu noir.

Figure 22: La présence des saponosides

(TR Figure 23: La présence des Terpénoides
dans les extraits indiqués par la mousse.

dans les extraits indiqués par la fromation
d’un anneau rouge, brunatre ou violet.

Figure 24: La présence des flavonoides Figure 25: L’absence des alcaloides dans
dans les extraits indiqués par une couleur les extraits indiqués par 1’absence d’un
rouge, orange ou rose. précipité brun.
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I11.2. Dosage quantitatif

111.2.1. Dosage de chlorophylle a, b et caroténoides

Le dosage de la chlorophylle et des caroténoides a été realise selon la méthode

décrite par Lichtenthaler, (1982). Les résultats sont présentés dans le tableau 5.

Tableau 5 : Les teneurs de la chlorophylle a, b et des caroténoides dans les extraits de 1’olivier

sauvage (Olea europea var. Sylvestris).

La teneur en La teneur en La teneur en

Extrait chlorophylle a | chlorophylle b caroténoides
(mg) (mg) (mg)
Soxhlet méthanol 19,65 53,60 4,90
Macération méthanol 7,25 9,19 6,64
Soxhlet éthanol 4,81 10,19 3,52
Maceration éthanol 11,74 15,44 15,97
Macération aqueuse 13,88 14,14 4,83

Le tableau 5 montre que la teneur de la chlorophylle a et b est tres élevée dans
I’extrait méthanolique par la méthode Soxhlet, donc cet extrait ne va pas me donner des
bons résultats a cause du taux de la chlorophylle. Par contre le taux le plus élevé des
caroténoides est enregistré par la macération éthanol, sachant que les caroténoides ont une

forte activité antioxydante (fig. 26).

60

50

40

M chlorophylle a
30 phy

Concentration
(ng/ml)

B chlorophylle b

20 carotinoides

Soxhlet Macération Soxhlet Macération Macération
méthanol  méthanol éthanol éthanol aqueuse

Extraits

Figure 26 : Les teneurs des extraits de I’olivier sauvage (Olea europea var. Sylvestris)
en chlorophylle a, chlorophylle b et caroténoides.
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111.2.2. Dosage des polyphénols totaux, des flavonoides et des tanins
L’étude quantitative des extraits bruts, préparés a partir des feuilles de /’Olea
europea var. Sylvestris au moyen des dosages spectrophotométriques avaient pour objectif
la détermination de la teneur des polyphénols totaux et des flavonoides et des tanins. La
raison principale pour le choix de ces substances réside dans le fait que la majorité des
effets pharmacologiques de plante leur est attribué surtout leur activité antioxydante. Trois
droites d’étalonnages (fig. 27, 30 et 32) ont été tracées pour cet objectif, et qui sont

réalisées avec des solutions d’étalons a différentes concentrations.

Les quantités des polyphénols, des flavonoides et les tanins correspondants ont été
rapportées en microgramme d’équivalents de 1’étalon utilisé par milligramme d’extrait (ug

EE/mg d’extrait) et déterminés par 1’équation de type : y =a x +b.

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué selon la méthode au réactif de
Folin Ciocalteu (Singleton et al., 1999) et I’acide gallique a été utilisé comme étalon
(fig.27). Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode au trichlorure
d’aluminium (Kim et al., 2003) et la catéchine a été utilisé comme étalon (fig. 30). Le
dosage des tanins a été effectuée selon la méthode a la vanilline (sun et al. 1998), et 1’étalon

a été la quercétine (fig. 32). Les résultats sont représentés dans le tableau 7.

e Les polyphénoles totaux
La courbe d’étalonnage réalisée avec 1’étalon acide gallique pour le dosage des

polyphénols totaux est représentée dans la figure 27.

[E
)

09 -
08 - y =0,1148x - 0,0375
07 - R2=0,9976

0,6 -
0,5 -
0,4 -
0,3 A
0,2
0,1 -

Densités optiques a 700 nm

10 20 30 40 50 60 70 80
Concentration de
I'acide gallique en pg/ml

Figure 27: Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux.
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La teneur des polyphénols totaux dosés dans chaque extrait est présentée dans le

tableau 6.

Tableau 6 : Résultats du dosage de polyphénols, des flavonoides totaux et des tanins des extraits

de I’olivier sauvage (Olea europea var. Sylvestris).

Les polyphénols Concentrations des | Concentration des
Concentrations | Rendements | flavonoides en g tanins en pg
Les extraits | de matiére seche de matiére séche de matiére séche
Soxhlet
] 72,15 0,36 43,08 13,10
méthanol
Macération
) 65,64 1,31 35,18 10,65
méthanol
Soxhlet
) 68,51 0,34 37,70 8,11
éthanol
Macération
) 74,26 1,49 32,66 16,19
éthanol
Macération
44 56 0,89 24,84 1,71
aqueuse

Les résultats enregistrés dans le tableau 6 indiquent une variabilité des teneurs en
phénols totaux dans les différents extraits de I’olivier sauvage (Olea europea var.
Sylvestris) (fig. 28). Cette variabilité dépond de la méthode et de solvant d’extraction.

La quantité la plus élevée a été détectée dans 1’extrait éthanolique macéré, elle est
de I’ordre de 74,26 ng GAE/mg MS avec un rendement de 1,49 % (fig. 29), suivis par les
extraits obtenus par la méthode Soxhlet : I’extrait méthanolique (72.15 ug GAE/mg MS, et
un rendement de 0,36 %), et I’extrait éthanolique (44,56 ug GAE/mg MS, et un rendement
de 0,34 %). Puis I’extrait méthanolique par macération avec une concentration de 65,64 pug
GAE/mg MS et un rendement de 1,31%. La plus faible teneur des phénols totaux a été
détectée dans 1’extrait aqueux avec une concentration de 28,942 ung GAE/mg MS et un
rendement de 0,89 %.
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Figure 28 : Les teneurs en polyphénols totaux dans les cing extraits étudiés de 1’olivier sauvage

(Olea europea var. Sylvestris).
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Figure 29 : Les rendements en polyphénols des extraits par rapport a la poudre utilisée
de I’olivier sauvage (Olea europea var. Sylvestris).
Les figures 28 et 29 montrent que les teneurs en polyphénols totaux est différentes

dans les divers extraits de /’Olea europea var. Sylvestris. Cette différence pourrait étre

expliquée par la nature du solvant utilisé et la méthode d’extraction.

e Les flavonoides
La teneur sont exprimées en ug d’équivalant catéchine par mg de matiere séche (pg
EC/mg MS). La courbe d’étalonnage utilisée pour calculer ces teneurs est représentée dans

la figure ci-apreés.
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Figure 30 : Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des flavonoides.

Les résultats de dosage des flavonoides sont représentés sur la figure 30
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Figure 31: Les teneurs en polyphénols totaux dans les cing extraits étudiés de I’olivier sauvage
(Olea europea var. Sylvestris).

La teneur en flavonoides totaux est variable, et différe d’un extrait a un autre. Les
résultats indiquent que la méthode Soxhlet, comparé a I’extraction par macération,
présente la teneur la plus élevée en flavonoides, dont I’extrait méthanolique donne la plus
grande concentration qui est de 43,07 ug EC/mg MS, suivi par I’extrait éthanolique avec
une concentration de 37,70 ug EC/mg MS. Pour la macération ¢’est le méthanol qui donne
la teneur la plus élevé avec 35,18 ug EC/mg MS, puis 1’éthanol avec 32,66 ug GAE/mg
MS et en fin, I’eau avec 24,84 ung GAE/mg MS.
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e Lestannins

La teneur des tanins a été¢ déterminée a partir d’une courbe réalisée avec la
quercitrine (fig. 32). Les résultats sont exprimeés en pg d’équivalant quercitrine par mg de

la matiere seche (ug EQ/mg MS).
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Figure 32 : Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des tannins.

La teneur des tannins dans les différents extraits est donnée dans la figure 33.
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Figure 33 : Les teneurs en Tanins dans les cing extraits étudiés de 1’olivier sauvage (Olea

europea var. Sylvestris).

D’apres les résultats qui sont représentés la figure 33. La macération par éthanol a
donné la teneur la plus élevé de 16,19 ug EQ/mg MS, puis Soxhlet méthanol 13,10 ug

49



Chapitre 5 Résultats et discussion

GAE/mg MS, suivi par macération méthanol 10,65 png GAE/mg MS, et Soxhlet éthanol
8,12 ung GAE/mg MS et en fin, macération aqueuse 1,71 ug GAE/mg MS.

Les polyphénols, classe de molécules plutét hydrosolubles, sont majoritairement
extraits par des solvants de polarité moyenne a forte. Selon Mohammedi et Atik, (2011),
I’utilisation de solvants mixtes aboutit a un fort enrichissement des extraits en polyphénols.
La supériorité des solvants mixtes seraient dues a I’augmentation de la solubilité des
composes phénoliques dans les extraits obtenus par des solvants mixtes comparés a ceux
obtenus par des solvants purs (Trabelsi et al., 2010). Ainsi, les solvants qui ont été retenus
pour notre étude sont le méthanol/eau (70/30, v/v) et 1’éthanol/eau (70/30, v/v), dont la
polarité sera qualifiée d’intermédiaire, et 1’eau dont la polarité est la plus élevée, ce qui

nous a permis d’avoir des quantités élevés des polyphénoles.

L’extrait éthanolique par macération a donné la plus grande valeur en
composés phénoliques et des Tanins, donc pour extraire les plyphénols taux et les tanins
veulent mieux d’utiliser la macération par le solvant hydroéthanolique. Tandis que,
I’extrait hydrométhanolique par méthode Soxhlet a donné la valeur la plus élevée des
flavonoides, donc pour extraire les flavonoides veulent mieux d’utiliser la méthode Soxhlet

avec le méthanol comme solvant.

En comparant le pourcentage des flavonoides et des tanins dans les polyphénoles
dans tous les extraits (tableau 7), nous remarquons que les flavonoides représente le plus
grand pourcentage, comparent aux tanins qui sont faibles et le reste est représenté par
d'autres composés phénoliques possédant d’autres structures chimiques que celles des
flavonoides et des tanins (acides phénoliques, Quinones libres...) (fig. 34), Ceci nous laisse
a penser gue les polyphénols sont représentés surtout par la famille des flavonoides qui a

donné une coloration (rose, orange ou rouge) dans I’examen phytochimique.

Tableau 7: Le pourcentage des Tanins et des flavonoides dans les polyphénols.

Les extraits % des Tanins % des Flavonoides | % d'autres plyphénols
Soxhlet méthanol 18,16 59,70 22,14
Macération méthanol 16,22 53,59 30,18
Soxhlet éthanol 11,85 55,02 33,13
Macération éthanol 21,80 43,97 34,23
Macération aqueuse 3,84 55,75 40,41
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Figure 34 : Représentation des pourcentages des flavonoides et des tanins dans les
polyphénols totaux pour les différents extraits.

D’aprés les résultats obtenus de I’examen phytochimique qualitatif et quantitatif, on
constate que D’olivier sauvage est riche en polyphénols qui sont connus pour leurs
différentes activités dont 1’activité antioxydante. Par conséquent, nous nous sommes
intéressés au pouvoir antioxydant des extraits bruts des feuilles d’Olea europea var.

sylvestris.
IV. Activité antioxydante

IV.1. Réduction du Fer : FRAP (Ferric reducing antioxydant power)

La réduction du fer c’est une analyse de I’activité antioxydante qui est rapide,
reproductible et facile a exécuter. Cette méthode est basée sur la capacité des polyphénols
a réduire le fer ferrique Fe3* en fer ferreux Fe2 (Karagozler et al., 2008).

Une étude récente faite sur cette capacité de réduction du fer par les polyphénols
des plantes a indiquée que le noyau catéchol est la structure qui est associée positivement

dans le pouvoir reducteur et selon cette étude cette structure augmente le pouvoir réducteur
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d’un composé a 36% par rapport a un autre qui n’en contient pas. Ils ont suggérait que

cette activité a été due a la participation des groupements —OH liés au noyau catéchol.

L’activité des groupements —OH du catéchol peut étre modulée par une variété de
substituant sur le noyau aromatique. Par exemple, la substitution sur le noyau phénolique
d’un groupement donneur d’¢lectron (-CHgs, -CH,-CHs, ou d’autre substituant aliphatiques)
promouvrai des réactions dans lesquelles les noyaux phénoliques acquierent une tendance
de donner des électrons via un groupement —OH, et finalement augmentent leur capacité de
réagir comme des réducteurs. D’autre part, la double liaison dans le substituant aliphatique
conjuguée avec le noyau aromatique diminue la réactivité du groupement —OH (DeGraf-
Johnson et al., 2007).

Dans notre travail, nous avons opté pour tester les différents extraits. Les valeurs
obtenues pour les différentes concentrations testés (0,05 mg/l ; 0,1 mg/l ; 0,2 mg/l, 0,4

mg/l, 0,6 mg/l, 0,8 mg/l, 1 mg/l) sont représentés sur le graphe n° 35.
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Figure 35 : Le pouvoir réducteur de tous les extraits de 1’olivier sauvage (Olea europea var.
Sylvestris) en fonction de différentes concentrations.

Les résultats représentés dans les figures (36) indiquent en premier lieu que la
capacité de réduction différente d’un extrait a un autre, et en deuxiéme lieu ils indiquent
que la capacité de la réduction est proportionnelle a I’augmentation de la concentration de

nos échantillons.
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Figure 36: Pouvoirs réducteurs des extraits de ’olivier sauvage (Olea europea var. Sylvestris) et

de I’acide ascorbique.

Nous remarquons sur la figure (36), que tous nos extraits présentent des activités
antioxydantes proche de celle de la référence (acide ascorbique), pour ce dernier la
réduction est presque totale a partir d’une concentration de 1 mg/ml. Cette réduction est
faite grace a la richesse de nos extraits en polyphénols et elle est beaucoup plus importante
dans I’extrait Soxhlet éthanol (DO = 1,94) avec un écart moyen de 0,52. Suivi par soxhlet
éthanol (DO = 1,87), puis macération éthanol (DO = 1,79) et macération méthanol (DO=
1,69), et en fin I'eau qui a présenté une faible activité (DO = 1,31).

Les résultats de cette étude indiquent que cette plante peut étre utilisée comme

source naturelle d’antioxydants, facilement accessible.

IV.2. Activité du piégeage du peroxyde d’hydrogene

Bien que le peroxyde d’hydrogeéne ne soit pas un radical libre proprement dit, mais
il représente une source importante des radicaux libres hydroxyles qui sont toxiques,
surtout en présence d’ions métalliques comme le cuivre ou le fer. Aussi, le peroxyde
d’hydrogene peut traverser les membranes cellulaires et peut donc oxyder et endommager
de nombreux composés cellulaires.

Dans la presente ¢tude, on soumet cette molécule qui est plutdt toxique a 1’effet des
antioxydants (concentration égale a 0,1 ug/mL) présents dans les extraits végétaux et on
suit 1’évolution de la réaction en fonction du temps (40 minutes) puis on calcule le

pourcentage du piégeage du H,0,.
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La diminution de ce pourcentage est proportionnelle & la diminution de
I’absorbance. Cette derniere est due a la molécule de H,O; qui absorbe dans I’'UV a 230
nm (Magalhaes et al., 2008).

Les resultats relatifs au piégeage du H,O; par les différents extraits sont récapitulés
dans le tableau 8. Les résultats montrent qu’au cours de la cinétique (40 minutes)
I’absorbance a 230 nm diminue en fonction du temps (fig. 37). Cela prouve que le
peroxyde d’hydrogene cause de cette absorbance, est bien que le peroxyde d’hydrogene ne
soit pas un radical libre proprement dit, mais il représente une source importante des
radicaux libres hydroxyles qui sont toxiques, surtout en présence d’ions métalliques

comme le cuivre ou le fer.

Tableau 8 : Cinétique de I’activité du piégeage du peroxyde d’hydrogéne des extraits pour
1’Olea europea var. Sylvestris (les valeurs représentent les pourcentages d’inhibitions).

Le temps (min)
Les extraits 0 10 20 30 40
Macération méthanol (MM) 55,37 53,67 50,85 47,46 44,63

Soxhlet méthanol (SM) 5108 4971 4859 4633 4237

Macération éthanol (ME) 56,50 52,54 48,02 41,81 36,72
Soxhlet éthanol (SE) 47,46 45,20 38,42 33,90 27,68
Macération aqueuse (MA) 46,33 40,11 35,59 32,77 29,38
Butylhydroxyanisole (BHA) 58,20 56,50 53,67 48,02 45,20
70
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Figure 37 : Les résultats des pourcentages d’inhibition de H,0O, par les extraits de /’Olea europea
var. Sylvestris en fonction du temps
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Dans 1’étude menée par Shon et al., (2007), les auteurs utilisent les valeurs
obtenues a tp et comparent ’activité des extraits par rapport au contrdle positif ; type
d’expression de résultats que nous avons adoptés dans notre cas. La figure 38 montre les
pourcentages de piégeage du peroxyde d’hydrogéne trouvés a t, pour les différents extraits
étudiés et celui du BHA.

60 -

20 A

10 -

Porcentage d'inhibition (%)

0 . — . — — — Extraits
SE SM ME MM MA BHA

Figure 38: Les pourcentages de piégeage peroxyde d’hydrogene pour les différents extraits étudiés

comparés a celui du BHA (t=0).

A la concentration utilisée (0,1 pg/mL) et au temps initial (t=0), les extraits de la
plante étudiée ont une bonne activité pour le piégeage de H,O, avec les pourcentages
d’inhibition suivants : 56,5% pour macération éthanol; 55,37% pour macération méthanol,
51,97 pour Soxhlet méthanol, 47,46 pour Soxhlet éthanol et 46,33% pour macération
aqueuse respectivement comparativement au controle positive BHA qui exerce un effet

avec un pourcentage d’inhibition de 1’ordre de 58,22%.

IV.3. Test de piégeage du radical libre DPPH

L’activité anti radicalaire est réalisee par la méthode du radical 2,2-diphényl-1
picrylhydrazyle (DPPH) qui est une méthode fréquemment utilisée pour sa simplicité.
Cette méthode est basée sur la réduction d’une solution alcoolique de DPPH en présence
d'un antioxydant qui donne un hydrogéne ou un electron, la forme non radicalaire DPPH-H
est formée (Bozin et al., 2008). L’inhibition de la décoloration du radical DPPH est en
fonction de la concentration des différents extraits utilisés et du témoin BHT (antioxydant

de référence).
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Les résultats obtenus sont exprimés en pourcentage d’inhibition du radical libre
DPPH en fonction des concentrations des extraits (figs. 39). D’aprés les figures, on
remarque aussi que les courbes sont la méme allure. Plus on augmente la concentration,
plus T’activité antiradicalaire augmente jusqu’a atteindre un palier. Au-dela de ce
maximum, 1’activité reste constante. Nous interprétons ce phénomeéne par le transfert de(s)
électron(s) célibataire(s) qui sont localisés dans 1’orbitale donnée, I’antioxydant va réagir
complétement avec le radical, et quand nous augmentons la concentration, 1’activité
antioxydante reste constante puisque cela s’accompagne par la saturation des couches

électroniques du radical (Ghedadba et al., 2004).
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Figure 39 : Pourcentages d’inhibition du DPPH en fonction des différentes concentrations des
extraits de ’olivier sauvage (Olea europea var. Sylvestris).
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Figure 40 : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH pour BHT.

56



Chapitre 5 Résultats et discussion

Les résultats rapportés dans la figures 39 ; indiquent que I’extrait éthanolique par
macération a montré 1’activité la plus élevée avec de faibles concentrations par rapport aux
autres extraits. Pour 800 pg/ml, I’extrait éthanolique a atteint un pourcentage d’inhibition
de 97,89%. A cette méme concentration, I’extrait méthanolique par macération produit un
pourcentage d’inhibition de 95,31%, puis I’extrait méthanolique par soxhlet avec un
pourcentage de 92,31 %, alors que I’extrait éthanolique par Soxhlet a présenté le plus
faible pourcentage d’inhibition de 90,72%. Le BHT a présenté le meilleur pourcentage
d’inhibition par rapport aux extraits des feuilles de 1’olivier sauvage, il a produit un

pourcentage d’inhibition de 99,58% a une concentration de 100 pg/ml (fig. 46).

Pour les testes utilisant les radicaux les résultats sont souvent exprimés en IC 50
qu’est défini comme étant la concentration d’extrait pour la quelle la concentration du
substrat qui cause une inhibition de 50 % de 1’activité de DPPH ; une valeur plus faible de
I’IC50 indique une activité antioxydante plus élevée. Ainsi une valeur faible de IC 50

indigue une activité anti-oxydante importante (Kadri et al., 2011).

De ce fait nous avons déterminé pour les quartes extraits la concentration nécessaire
pour réduire 50 % du radical libre DPPH ou IC50. A partir des équations des régressions
linéaires, nous avons calculé les IC50 des extraits des feuilles de 1’olivier sauvage. Les

valeurs des 1C50 sont représentées dans la figure 47 et le tableau 9.

C1 50 exprimeée en pg/ml
18 -
16 -
14 -
12 -
10 -
8 -4
6 -4
4 -
2 -4
0
macération Soxclet Soxlet maceratlon
éthanol méthanols ethanols méthanol

Figure 41: Activité anti-radicalaire des extraits de 1’olivier sauvage (Olea europea var.
Sylvestris) et le BHT.
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Tableau 9 : Valeurs des IC 50 des extraits de I’olivier sauvage (Olea europea var. Sylvestris).

Macératio Soxclet Soxlet macération BHT
n éthanol méthanols éthanols méthanol
CI1 50 exprimee 10,75 13,94 16,43 12,01 8,66

en pg/ml

D’apres les valeurs obtenues, 1’extrait éthanolique par macération présente une
IC50 inférieure & ceux des autre extraits (IC50 =10,75 pug/ml) et elle est proche de celle de
BHA (IC 50 = 8,66ug/ml), qui posséde une activité antioxydante trés elevé (fig. 46). Ces
résultats dus a la richesse de cet extrait en polyphénols dont il a donné le meilleur
rendement. Suivi de I’extrait méthanolique par maceration (IC 50 = 12,01pg/ml ), puis
extrait éthanolique (IC 50 = 13,94ug/ml) et éthanolique (IC 50=16,43 pg/ml) par Soxhlet.

En général notre plante posséde une activité antioxydante tres puissante.
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Le stress oxydatif est la principale cause initiale de plusieurs maladies : cancer,
cataracte, sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu, oedéme
pulmonaire, vieillissement accéléré, Alzheimer, Parkinson, infections intestinales,
rhumatisme, I’athérosclérose et le diabéte (Atawodi, 2005 ; Georgetti et al., 2003).

Durant ces derniéres années, les recherches scientifiques se sont orientées vers les
composés des plantes médicinales destinés a [l'utilisation dans le domaine
phytopharmaceutique. En effet, les industries pharmaceutiques cherchent de plus en plus
dans la diversité des molécules biologiques végétales dans le but d’avoir de nouveaux
composés pourvus de propriétés inédites. Ces molécules issues des plantes médicinales
sont considérées comme une source tres importante de médicaments. Ce qui explique
gu’aujourd’hui la phytothérapie dite naturelle semble gagner du terrain en évoluant en
paralléle avec la médecine moderne. De ce fait, de nombreuses études s’intéressent, de plus
en plus, aux effets antioxydants d’origine naturelle. Dans ce travail, nous avons évalué le
pouvoir antioxydant d’Olea europea var. Sylvestris, une plante utilisée depuis I’antiquité
par I’étre humain.

L’extraction a été faite par deux méthodes macération et Soxhlet et en utilisant
trois solvants. Les résultats obtenus montrent que la macération a présenté le rendement le
plus élevé par rapport au soxhlet. L’extrait éthanolique par macération a donné le
rendement le plus élevé (40,66 %) suivi de I’extrait méthanolique (33,84 %) puis 1’extrait
aqueux (28,94 %). Tandis que pour la méthode soxhlet, le méthanol a donné un rendement
de 22,44 % qui est plus élevé que 1’éthanol (14,34 %).

L’analyse phytochimique qualitative a mis en évidence la présence des flavonoides,
des tanins et des coumarines, des quinones libres, des terpénoides, des saponosides en
quantité variable dans les différents extraits. Cependant, les alcaloides ont été absents.

L’analyse quantitative des extraits, a montré des résultats importants pour le dosage
des polyphénols totaux et des flavonoides et des tanins. L’extrait éthanolique par
macération s’est révélé le plus riche en polyphénols tautaux et tanins par rapport aux autres
extraits. Mais 1’extrait méthanolique par soxhlet, a donné le plus grand rendement en

flavonoides.



Conclusion

Le pouvoir antioxydant des feuilles de 1’olivier sauvage a été évaluée par les trois
techniques ; le piegeage du radical libre DPPH, piégeage du peroxyde d’hydrogene et la
réduction du fer FRAP. Pour la premiére technique, les résultats révelent que I’extrait
méthanolique par macération des feuilles de I’olivier sauvage présente 1’activité la plus
élevée avec une IC50 de 10,75 pg/ml expliqué par son rendement élevé en plyphénols suivi
de D’extrait éthanolique par macération avec une IC50 de 12,01 pg/ml , puis I’extrait
méthanolique par Soxhlet IC50 de 13,94 pug/ml et enfin I’extrait éthanolique par Soxhlet
avec une IC50 de 16,43 ug/ml. Le test de piégeage du peroxyde d’hydrogéne a montré le
méme résultat que le DPPH. Par contre la technique de réduction du fer FRAP a montré
que la capacité réductrice de I’extrait éthanolique par Soxhlet est plus élevée que les autres
extraits a une concentration de 1 mg/ml expliqué par sa richesse en flavonoides, dont il a
donné le rendement le plus élevé.

Les résultats de ce travail suggérent I’importance de 1’espéce d’Olea europea var
sylvestris pour 1’'usage dans la pharmacie et la phytothérapie. Basé sur cette information,
on pourrait conclure que les feuilles de 1’olivier sauvage sont I’'une des sources naturelles

des composés antioxydants les plus importantes.

D’autres études approfondies seront nécessaires et se résument dans les points suivants :
» L’isolement et I’identification de la ou les molécule (s) bioactive (s) responsables
de I’activité antioxydante par des techniques chromatographiques et spectrales ;
» Développer des médicaments antiradicalaires a base de plantes, doués d’une
activité antioxydante.
» Des études in vivo seront souhaitables pour déterminer les tissus et organes cibles,

et rechercher leurs mécanismes d’action au niveau tissulaire et moléculaire.
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Annexes



Annexe 1 : Résultats des DO des polyphénols, des tanins et des
flavonoides.

Extraits
Extrait
: - Extrait méthanolique Soxhlet éthanol
Familles chimiques agueux
Soxhlet Macération ~ Soxhlet  Macération )
Macération
méthanol méthanol éthanol éthanol
DO pour les phénols
0,978 0,546 0,447 0,679 0,679
totaux a 280
DO pour les phénols
0.339 0.305 0.32 0.35 0.195
totaux a 760
DO pour les Tanins a
0,259 0,228 0,262 0,298 0,118
530
La chlorophylle a 664
0,252 0.076 0.057 0.124 0.14
(1/10)
La chlorophylle b 648
0.27 0.056 0.054 0.093 0.093
(1/10)
Les caroténoides 470
0.63 0.23 0.174 0.487 0.242

(1/10)
Flavonoides 430 0.476 0.382 0.412 0.352 0.259




Annexe 2 : Résultats des DO de la chlorophylle a, b et des caroténoides.

DO de la DO de la DO de la . . .
Extrait chlorophylle b | chlorophylle a664 | caroténoides La concentration la| La concentration la| La concer,]trggon des
648 (1/10) (1/10) 470 (1/10) chlorophylle a chlorophylle b caroténoides
Olea europaea Sylvestris
1. Extrait méthanolique
Soxhlet méthanol 2,7 2,52 6,3 19,65 53,60 4,90
Macération méthanol 0,56 0,76 2,3 7,25 9,19 6,64
Extrait éthanolique
Soxhlet éthanol 0,54 0,57 1,74 4,81 10,18 3,52
Macération  éthanol 0,93 1,24 4,87 11,74 15,44 15,97
3.  Extrait aqueux
3.1. Macération 0,93 1,4 2,42 13,88 14,14 4,83
Annexe 3 : Résultats de I’activité antioxydante par la technique de piégeage de H,0O..
Porcentage _ Porcentage _ Porcentage y Porcentage _ Porcentage
d'inhibition S d'inhibition drinhibition  ~ drinhibition
SE 0,079 55,37 0,082 53,67 0,087 50,85 0,093 47,46 0,098 44,63
SM 0,085 51,98 0,089 49,71 0,091 48,59 0,095 46,33 0,102 42,37
ME 0,077 56,50 0,084 52,54 0,092 48,02 0,103 41,81 0,112 36,72
MM 0,093 47,46 0,097 45,20 0,109 38,42 0,117 33,90 0,128 27,68
MA 0,095 46,33 0,106 40,11 0,114 35,59 0,119 32,77 0,125 29,38
BHA 0,074 58,20 0,077 56,50 0,082 53,67 0,092 48,02 0,097 45,20




Annexe 4 : Résultats de I’activité antioxydante par la technique de réduction du fer FRAP.

Tableau 1 : DO de I’extrait méthanolique

Tableau 2 : DO de I’extrait éthanolique

Tableau 3 : DO de I’extrait éthanolique

Par soxhlet. Par macération. Par soxhlet.

DO a 700nm Moyenne DO a 700nm Moyenne DO a 700nm moyenne

DO DO DO
0,05 0,218 0,22 0,112 0,117 @ 0,05 0,113 0,108 0,112 0,111 @ 0,05 0,119 0,123 0,125 0,1223
" 0,1 0,123 0,127 0,22 0,157 2 01 0,12 0,135 0,125 0,127 2 0,1 0,207 0,186 0,162 0,185
_5 0,2 0,303 0,301 0,298 0,3007 § 0,2 0,327 0,328 0,331 0,3287 § 0,2 0,491 0,527 0,492 0,503
§ 04 0,739 0,743 0,738 0,74 é 04 0644 0577 0,642 0,621 § 04 0,893 0,905 1,096 0,9647
% 06 1,15 1,165 1,15 1,155 é 0,6 1091 0925 1,218 1,078 § 0,6 1,345 1,351 1,345 1,347
S 0,8 16 1583 1,59 1,591 08 1674 168 1,681 1,678 0,8 1,832 1,835 1,933 1,87
O 1 1858 1,872 1,877 1,869 1 1,745 1,842 1,795 1,794 1 1945 1,942 1,947 1,9447

Tableau 4 : DO de I’extrait méthanolique Tableau 5 : DO de I’extrait aqueux Tableau 6 : DO de I’acide ascorbique.

Par macération. Par soxhlet.

DO a 700nm Moyenne DO a 700nm moyenne AA DO a 700 nm Moyenne

DO DO DO
w 005 0051 0,056 0,059 0,055 « 005 0132 0,125 0,119 0,125 o 0,05 0473 0,489 0,452 0,47
S 01 0091 0055 0,097 0081 | S 01 0245 0254 0248 0249 |8 01 0765 0,78 0,697 0,747
g 02 0391 0,388 0,377 0,385 g 0,2 0,456 0,451 0,398 0,435 g 02 1,137 1,094 1,051 1,094
S 04 0843 0847 0,856 08487 | 8 04 072 0713 073 0721 § 04 1764 1702 1753 17397
§ 06 1,219 1,313 1212 1,248 g 0,6 0,992 0,987 0,995 0,991 5 06 2,046 2,07 2,047 2,054
08 1538 1617 1613 1,589 08 117 1,165 1,177  1,1707 08 214 2222 2118 2,16
1 1,692 1,691 1,687 1,69 1 1,296 1,305 1,337 1,3127 1 2,319 2,323 2,34 2,327




Annexe 5 : Résultats des Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en

fonction des différentes concentrations des extraits de /’Olea europea var. Sylvestris.

Annexe 6: Les courbes des régressions linéaires des % d’inhibition du

% d'hinibtion de DPPH

Concentrations macération macération
(ug)/ml éthanol méthanol

5 22,86 19,86

10 39,38 38,361
15 59,62 58,896
25 89,83 85,796
50 94,76 93,789
100 95,47 93,001
200 96,07 95,071
400 96,98 96,978
600 97,58 95,43
800 97,89 95,312

Soxclet

méthanol

17,86
36,271
51,796
67,425
70,789
80,112
90,071
94,978

93,43
92,312

Soxlet

éthanols

15,86
30,132
44,796
57,326
67,289
70,322
80,061
84,868
87,334
90,722

DPPH
100 9% d’inhibition du DPPH 100 1 o g*inhibition du DPPH
90 90
80 80
70 70
60 60
50 50
40 v= :;8_73 '92'034663 40 y = 4,834 - 3,8575
30 o 30 R2=0,9923
20 20
10 10
0 : . . 0 : : .
10 20 30 10 20 30

Figure 40: Représentation des régressions
linéaires des % d’inhibition du DPPH pour

I’extrait éthanolique par macération.

Figure 42: Représentation des régressions
linéaires des % d’inhibition du DPPH pour

I’extrait méthanolique par macération.
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Figure 44: Représentation des régressions
linéaires des % d’inhibition du DPPH pour

I’extrait méthanolique par Soxhlet
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Figure 46: Représentation des régressions
linéaires des % d’inhibition du DPPH pour

I’extrait éthanol par Soxhlet.

Figure 48: Représentation des
régressions linéaires des % d’inhibition
du radical libre DPPH pour BHT.



