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Résumé

Dans le cadre de la valorisation de la médecine traditionnelle, ces derniéres décennies, il y a eu
un intérét croissant pour 1’étude des plantes médicinales et leurs utilisations traditionnelles dans
différentes régions du monde pour traiter plusieurs maladies. Parmi celles-ci, Olea europaea
var. sylvestris L. est un arbre qui appartient a la famille des Oléacées, et est largement utilisé en

Algérie.

Les feuilles de I’olivier sauvage ont été soumises a une extraction par macération dans
I’eau/acétone (30/70) (v/v) et I’eau/ méthanol (30/70) (v/v). Les résultats révelent que 1’extrait

hydroacéonique a un rendement meilleur par rapport a I’extrait hydrométhanolique.

L’activité antioxydante a été évalué par la technique de piégeage du radical libre DPPH et la
réduction de fer FRAP. Parmi les deux extraits d’Olea europea sylvestris, 1’extrait
hydroacétonique a montré l'activité antiradicalaire la plus élevée avec une Clso de 7,95 £ 0,16
pg/ml, par rapport a I’extrait hydrométhanolique qui a présentait une Clso légerement supérieure

de I’ordre de 13,14 + 0,18 pg/ml.

En conclusion, ces résultats confirment la richesse d’Olea europea sylvestris en substances

chimiques antioxydantes et [’usage traditionnel de cette plante comme antioxydante.

Mots clés : Olea europaea sylvestris, extrait hydrométhanolique, extrait hydroacétonique,

activité antioxydante.



Abstract

In the context of the enhancement of traditional medicine, in recent decades, there has been an
increasing interest for the study of medicinal plants and their traditional uses in different regions
of the world to treat several diseases. Among them, Olea europaea sylvestris L. is a tree which

belongs to the family of the Oleaceae, and is widely used in Algeria.

The leaves of the oleastre tree were macerated in water /acetone (30/70) (v/v) and water/
methanol (30/70) (v/v). The results reveal that the hydroaceonic extract has a higher yield

compared to the hydromethanolic extract.

The antioxidant activity of wild olive leaf extracts was evaluated by the DPPH free radical
scavenging technique and the method of FRAP (Ferric reducing antioxidant power). Among
the two extracts of Olea europea sylvestris, the hydroacetonic extract showed the highest
scavenging activity with an IC50 of 7.95 + 0.16 pg / ml, compared to the hydromethanolic
extract which had an IC50 slightly higher on the order of 13.14 = 0.18 ng/ ml.

In conclusion, these results confirm the richness of Olea europea sylvestris in antioxidant

chemical substances and the traditional use of this plant as antioxydant.

Key word : Olea europaea sylvestris, hydromethanolic extract, hydroacetonic extract,

antioxidant activity.
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Introduction générale

Le stress oxydatif est défini comme un déséquilibre entre la génération d’especes
oxygénées activées (EOA) et les défenses antioxydantes de ’organisme. Nos habitudes
alimentaires et notre mode de vie (tabagisme, alcoolisme, obésité, exercice physique intense),

augmentent la production des EOA dans notre organisme.

A long terme, ce déséquilibre peut provoquer 1’apparition de nombreuses pathologies
lies au vieillissement comme les cancers ou les maladies cardio-vasculaires. Dans un souci de
prévention, il conviendra donc de disposer d’outils performants permettant d’évaluer
correctement le statut de stress oxydatif chez un individu afin d’apporter les corrections
nécessaires pour optimiser nos défenses antioxydantes et diminuer les dégats oxydatifs induits

par les EOA au niveau de I’ADN, des protéines et des lipides (Haleng et al, 2007).

Les radicaux libres en général et les espéces réactives de 1’oxygene (ROS) en particulier sont
impliqués dans plusieurs pathologies humaines allant de 1’inflammation au cancer tout en
passant par les maladies cardiovasculaires, le diabéte, 1’arthrite rhumatoide, et les processus
d’apoptose, en plus de leur action directe en attaquant les macromolécules stable (protéines,
glucides et lipides). Pour cela, il est trés intéressant de rechercher et d’identifier des

antioxydants naturels a partir de plantes (Cheurfa et Allem, 2016).

De nos jours, malgré le développement de la chimie de synthése, 1’utilisation des plantes
médicinales a conservé une large place du fait de leur efficacité dans diverses procédures
thérapeutiques. Actuellement, leur utilisation occupe une place primordiale dans la vie de
I’homme. En effet, les connaissances ancestrales sont transmises de générations en générations,

permettant ainsi la conservation de ce savoir. (Lazli et al., 2019).

Les propriétés redox de 1’activité anti-oxydante des composés phénoliques présents dans
les plantes permettent d’agir en réduisant les agents donneurs d’hydrogeéne et d’extinction de
I’oxygene singulet. Les composés phénoliques peuvent aussi avoir des propriétés de chélation

des métaux (Cheurfa et Allem, 2016).

L’Algérie est considérée parmi les pays connus pour sa diversité taxonomique vu sa
position biogéographique privilégiée et son étendue entre le bassin méditerranéen et 1’ Afrique
subsaharienne. L’olivier est trés répandu en Algérie grace a ses propriétés médicinales et est
largement utilisé par les populations locales dans le traitement de différentes maladies (Arab

et al, 2013).

-
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L’olivier sauvage se distingue de 1’olivier cultivé par une longue période juvénile et une plus
grande capacité de survie dans des environnements difficiles. Plusieurs travaux sur I’activité
biologique des feuilles de 1’olivier sauvage ont été réalisés, notamment les études réalisées par
I’équipe « Recherche d’activités biologiques de la flore locale » du laboratoire LAPSAB. Parmi
ces activités, I’effet inhibiteur des extraits bruts hdyrométhanolique et hydroacétonique des

feuilles d’Olea europaea sylvestris de I’activité de 1’alpha amylase.

L’objectif de notre étude est d’évaluer 1’activité antioxydante des extraits bruts des feuilles de
I’olivier sauvage, récoltées dans la région de 1I’Ourit. Le travail expérimental est divisé en deux

parties

v’ Préparation des extraits bruts hydrométhanolique et hydroacétonique macérés ;
v’ Evaluation de I’activité antioxydante de ces extraits par deux méthodes : réduction du

fer et piégeage du radical libre DPPH.
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L. Olea europae var. sylvestris
1. Introduction

Depuis pres de 3500 années, 1'olivier est cultivé dans le bassin méditerranéen, le nom
scientifique de 1’arbre Olea vient d’un mot grec qui signifie « huile ». L’olivier est une plante
qui a accompagné¢ le développement de la civilisation méditerranéenne. Il est connu pour sa
longue durée de vie (en moyenne 500 ans). Cet arbre caractéristique des pays tempérés et

tropicaux fait partie des arbres les plus anciennement cultivés.

Les populations d'oliviers sauvages sont réparties dans divers milieux, et les altitudes peuvent
étre une source tres importante de sa résistance aux stress abiotiques tels que la sécheresse, le

sel, le vent et la baisse de la température (Aranda et al., 2011).

Olea europeae L. var sylvestris, plus communément nommé oléastre « Azeboj en berbére »
apparait comme un buisson épineux dont les rameaux ont une section presque carrée, avec des
feuilles et des fruits persistants généralement petits et non comestible. Dans des zones soumises
a une activité humaine, ces especes peuvent atteindre jusqu’a 15 meétres de hauteur (Carrion ef

al., 2010).

L’oléastre, se présente sous deux formes non distinguables morphologiquement, indigene ou
sauvage dérivant de descendant ensauvagé d’olivier. Il est caractérisé par une croissance lente

et une transition tardive en phase de production ainsi qu’une remarquable longévité.
2. Classification taxonomique :

L’olivier sauvage appartient a la famille des oléacées. Le genre de « Olea » regroupe 30 especes
différentes sur le globe terrestre. L’espece Olea europeae var sylvestris se trouvait
naturellement dans la région méditerranéenne et 1’espeéce Olea europeae var europeae est

cultivé a cette méme région (Zeriouh et al., 2017).

Selon Ghedira en 2008, la classification de 1’olivier est comme suit :
Régne : Plantae

Embranchement : Magnoliophyta.

Sous-embranchement : Magnoliophytina.

Classe : Magnoliopsida.

Sous-classe : Dialypétales.
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Ordre : Lamiales.

Famille : Oleaceae.

Genre : Olea.

Espece : Olea europea L.

Sous-espéces : O. europea subsp. europaea var. sylvestris
O. europea subsp. europaea var. europaea

3. Compositions chimiques :

Les feuillets de I’olivier sauvage sont trés riches en matiere lipidique et en composés

phénoliques :
3.1. Composés phénoliques :

Les composés phénoliques qui se trouvent dans 1’olivier sont trés importants car ils jouent un
role dans la contribution de la couleur, de gotit, de texture de 1’olivier et aussi de ses propriétés

(Marsilio et al.,2001).

Le pourcentage de ces ¢éléments est variable selon la physiologie végétale, les conditions
d’environnement et le degré de maturité a la récolte (Léger 1999 ; Perrinjaquet-Moccetti ef

al., 2008 ; Polzonetti ef al., 2004). Parmi les composés phénoliques majeurs, on trouve :

e [’oleuropéine (Sahin et all.,2013) qui est responsable de I’amertume de golt de
I’extrait vierge de 1’olivier.

e Les caroténoide et le tocophérols (vitamine E) (Djenane et al.,2012).

e Les triterpénes comme I’acide maslinique, 1’acide oléanolique et 1’acide
hydroxyoléanolique.

e Les flavonoides comme 1’utéoline, kaempférol, myricétine, quercétine, apigénine,
rutoside, quercitrine et les glucosides de I’apigénine et de la lutéoline sécoiridoides
comme |’oleuropéoside, 11-diméthyl- oleuropéoside, oléoside, diméthylester oléoside

et ligustroside oleuroside.

Et autre acides phénols tels que 1’acide caf€ique, acide caféoylquinique, acide

coumarique et verbascoside (Ghedira, 2008).

2,
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Figure 01 : Composés phénoliques présents dans les feuilles de I’oléastre (Laguerre et al.,

2009)

Les extrait des feuilles de 1’olivier peuvent contenir du cinchonidine, un alcaloide quinoléique
qui a des propriétés antipaludiques (Ghadira,2008) et aussi les oligoéléments tels que le

sélénium, la vitamine C, le zinc et une grande partie des acides aminés (Polzonetti et al., 2004).
4. Description botanique :

L’olivier est un arbre qui peut atteindre 10 m de long. Il se reconnait facilement a ’aspect
tortueux de son tronc €lancé, a ses feuilles de forme oblongues a ovales-lancéolées et a ses
fleurs regroupées en petites inflorescences en forme de grappes dressées, naissant a I’aisselle
des feuilles. Ses feuilles matures sont elliptiques et caractérisées par une couleur vert grisatre a
la face supérieure et blanc argenté a la face inferieure (Figure 2) (Arab et al., 2013). Elles sont

de petite taille (de 3 a 8 cm de long et de 1 a 2,5 cm de large) (Figure 3) (Labdaoui, 2017).

-,
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Photo 01 : L’oléastre de la station de 1’Ourit photo 02 : les feuilles de

la région de Tlemcen. L’oléastre

Une corrélation importante et significative des dimensions du fruit et la teneur en huile a été
observée. Cela pourrait étre d'intérét pour 'utilisation des oliviers sauvages. En dépit de cela, il
convient de mentionner que les oliviers sauvages avec des poids de fruits de 1,3 g et le
pourcentage d'huile d'olive dans la matiere séche 33,8 % est comparable aux valeurs

mentionnées pour certains cultivars d'oliviers (Hannachi et al., 2008).
5. Répartition géographique :

L’olivier ou Olea europaea subsp europaea var europaea, est cultivé depuis 1’antiquité dans la
méditerranée avec une importance culturelle et économique remarquable. L'olivier est
originaire des régions tropicales et chaudes. Il est cultivé dans beaucoup d’autres pays, comme

les Etats Unies (Californie), Australie, la Chine et I’ Afrique (Fao et Who, 2003).

A ce jour, plusieurs travaux se sont concentrés sur 1'évaluation des zones de distribution et de
la variabilité entre les olives cultivées et sauvages. 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 devient problématique, méme dans les régions ou
I’olivier est tres répandu. D'autre part, la pollinisation croisée entre les oliviers sauvages restants
et les cultivars domestiqués plantés pourraient avoir a une augmentation des olives sauvages

(Lavee, 2013).

Les conditions qui prévalent dans la région algérienne favorisent la croissance des oliviers
sauvages, et procurent a la population algérienne des avantages diététiques et économiques

depuis les temps anciens (Djenane et al, 2019).
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Figure 02: Aire de répartition de 'olivier sauvage et cultivée dans le bassin méditerranéen

(Carrion et al., 2010)
6. Propriétés biologiques :
L'olivier et ses dérivés peuvent étre considérés comme une source potentielle d'antioxydants
naturels et qui peuvent étre utilisé dans l'industrie pharmaceutique (Savarese et al., 2007).

L’utilisation d’O. europaea dans la prévention de certaines maladies notamment de cceur et de

Certains cancers (Djenane et al., 2012). Les feuilles d’olivier ont un effet hypoglycémiant et
hypotenseur (Arab et al., 2013), Ils sont employés pour désinfecter les blessures cutanées

(Bouxid, 2012).

Les feuilles d’olivier améliorent tout particuliérement le systéme immunitaire grace a leurs

constituants qui neutralisent sans endommager les bactéries non pathogenes (Bardoulat, 2004).

De nombreuses activités ont été attribuées a la plupart des composants phénoliques de l'olivier,
ils agissent comme des agents antioxydants, anti-inflammatoires, antiviraux, anti-cancérogenes,

anti-ulcérogen et anti-age (Bardoulat,2004).

L’oleuropéine, 1’hydroxytyrosol, 1’acide caféique, 1’acide gallique et I’acide chlorogénique
possédent ¢galement une activité anticancéreuse efficace en perturbant les filaments d'actine

(Bouallaqui et al.,2011).
7. Utilisation traditionnelle :

L’olivier est utilisé en médecine traditionnelle dans le traitement de nombreuses pathologies
notamment dans l'hypertension artérielle, le diabéte (en I’abaissant la glycémie), cette

utilisation pourrait étre due a son activité antioxydante, une autre utilisation pour lutter contre
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la constipation, les douleurs du foie, la fiévre, les hémorroides, les oblitérations intestinales, le

paludisme ...etc. (Bardoulat, 2004).

L’huile d’olivier a des propriétés laxatives légeéres est utilisée comme cholérétique et
cholagogue, en usage externe, ¢’est un adoucissant et un émollient utilisé contre les brulures et

les coups de soleil (Ghedira, 2008).

Les propriétés médicinales de 1’olivier sont surtout attribuées aux feuilles en tant que des
antinflammatoires, antidiabétiques, antihypertensives, antiulcéreux et hypocholestérolémiantes

(Bardoulat, 2004).

Les feuilles ont été consommés sous forme d’un extrait, d’un ensemble de poudre de herbor ou

de tisane.

Tableau 01 : Présentation des travaux antérieures sur I’olivier sauvage

Auteur et Méthode et solvant Activité évaluée,
Année d’extraction Technique utilisée et CI5S0
Hsein et Contre I’otite.
. Trouble Digestif.
Kahouadji, 2007 rou‘ ? ,lg.es '
Antidiabétique

Trouble cardiovasculaire
Activité anti inflamatoire
Activités thyroidiennes
2 Khan ef al.,2007 Activités anti viral
Activités anti oxydante
Activités antidibétique
Activités hypolipédémiques
Activités anti microbienne
Test de diffusion sur gélose

Concentration minimale inhibitrice

3 Djenane et al., L’infusion Test de
2012 Des feuilles dans 1’eau . _
Microdilution
Macération des feuilles dans DPPH
4 Arabetal, 2013 méthanol CI50 de 0,24 mg / ml.
Activité antioxydante
Abdul Khaliq et Infusion des feuilles DPPH et FRAP
al., 2015 Extrait aqueux CI50 variaient entre 22,46 et 198 ul/ml

,
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Ghazghazi et al.,
2015

7  Haniche, 2017

Justyna et al.,
2017

9 Manallh, 2018

Zeriouh.et al.,
2018

Extraction des Pulpe de fruit
par soxhlet
Solvant : cylohexane

Maceration et soxhlet des
feuilles.
Extrait acétonique et
¢thanolique

Extrait aqueux des feuilles et
branches

Infusion extrait aqueux

1. Antioxydante
DPPH CI50 = 28 pg/ml
2. Antimicrobienne
Concentration minimale d’inhibition CMI
(3,125 a 25 mg/ml)
Zone d’inhibition (13 a 18 mm)
Les souches :
a. Bactéries
E. coli, Salmonella typhimurium,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa,
Aeromonas hydrophila,

Listeria monocytogenes et Bacillus cerus
b. Champinons :
Aspergillus niger et Aspergillus flavus.
c. Levure :

Candida albicans

DPPH
CI50 de I’extrait éthanolique= 10,753 ug/ml.
FRAP (DO)= 1,94 £ 0,52

Antioxydante :
DPPH CI50=0,29ul/ml
Test a acide thiobarbiturique (TBA) pour
détecter la peroxydation lipidique des
liposomes.
Cytotoxicité :

Contre le cancer de prostate
Utilisé dans la médecine traditionnelle
comme chimio prévention du cancer.
DPPH
Blanchissement de 3 caroténe et de pouvoir
réducteur.

Test de viabilité cellulaire.
Evaluation de la voie apoptotique
mitochondriale.

Mesure de concentration libre de calcium
intracellulaire [Ca2+]
Détection de I’apoptose par cytométrie en
flux.

Analyse Western blot.

Test de quantification RT-PCR.

-
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11

MIRAD et al.,
2019

Détection des activités caspase-3 et caspase-
7.

DPPH de I’extrait d’olivier sauvage a la plus

forte activité de piégeage du radicale DPPH

Macération des feuilles 94,61%
Extrait hydro-ethanolique 50%
et70%. Diffusion en milieu gélose. Test + sur

Bacillus cereus, Staphylococcus aureus,
Psedomonas aeruginosa et Escherichia coli.
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II. Stress oxydatif :
1. Radicaux libres :

Les radicaux libres sont des atomes ou molécules possédant un ou plusieurs électrons
célibataires sur leur couche externe. Dans les phénomeénes de stress oxydant, les radicaux libres
qui interviennent ont une propriété caractéristique commune, celle d’avoir un électron
célibataire sur un atome. Ceci leur confere la dénomination d’espéces réactives de I’oxygene

(Serteyn et al., 2002).

Les radicaux libres sont considérés comme des ¢léments indispensables pour la transduction de
signaux cellulaires suite a ’implication de leurs effets bénéfiques, par exemple, les radicaux
oxygéniques exercent des actions critiques sur les génes de transcription, et sur les signaux de
traduction. Les cellules phagocytaires (macrophages) utilisent également les especes réactives
dérivées de I’oxygene (ROS) pour attaquer les agents infectieux (bactéries et virus). Ces mémes
radicaux peuvent causer des dégats oxydatifs cellulaires, endommagement des tissus et méme

la mort des cellules et le développement des processus pathologiques (McDonagh, 2017).
2. Origine des radicaux libres :

La pollution, le tabagisme, une consommation excessive d’alcool, la prise de pilule
contraceptive, I’exposition immodérée au soleil ou a des radiations sans protection suffisante,
la pratique du sport de haut niveau et I'inflammation chronique, autant des sources de
production d’especes réactifs oxygéné détruisent le potentiel du corps humain a stabiliser les

radicaux libres (Barouki, 2006).
3. Stress oxydatif :

Défini la notion de stress oxydant comme 1’incapacité de I’organisme a se combattre contre
I’agression des especes réactives oxygeénées (ROS), suite a un déséquilibre entre la production
des radicaux libres ou composés pro-oxydants et leur élimination par les systémes de défenses

antioxydantes (Zerargui, 2015).

Ce qui produit des dégats tissulaires a travers les modifications oxydatives des macromolécules

contenues dans les cellules, notamment les lipides, les protéines et I’ADN.

A long terme, ceci peut contribuer a I’apparition de diverses pathologies liées au vieillissement
comme les cancers, diabéte, Alzheimer, les rhumatismes ou les maladies cardio-vasculaires

(Gammoudi et al., 2013).

3
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Systémes antioxydants
Enzyvmatiques Non
enzymatique
Superoxvde
dismutase, Glutathion,
Sources A’ERO Catalase . Vitamines C. A E.
. _ Glutathion Ubiquinone,
Endogénes Exogénes peroxvdase Lipoate, Pyruvate,

Polyphénols

NADPH oxvdase, | Toxigues alimentaires

Chaine respiratoire | environnementaus,
mitochondriale, Radiations
Peroxysomes, ionisantes et UV,
Cvtochrome P450, | Champs

Xanthine oxvdase, | électriques,
Cvclo-oxvgénases, | Xénobiotique pro-
Lipo-oxygénases. | oxydants,
Cytokines pro-
inflamatoires

Figure 03 : Déséquilibre de la balance entre pro-oxydant et antioxydant (Nkhili, 2009)
4. Antioxydants
4.1. Définition des antioxydants :

Les antioxydants sont des substances capables de neutraliser ou réduire les radicaux libres en
annihilant leur action dans 1’organisme. Ces antioxydants sont définis aussi comme des agents
redox qui réagissent avec les oxydants afin d’inhiber ou ralentir I'oxydation induite par

'oxygéne moléculaire, et ainsi ajust 1'équilibre redox cellulaire (El Kalamouni, 2010).

Les antioxydants se divisent en deux : des antioxydants endogenes ou enzymatiques et

antioxydants exogenes ou non enzymatiques
4.2. Les antioxydantes enzymatiques :

Les antioxydants enzymatiques sont reconnus comme étant les plus performants. Il s’agit
principalement de trois enzymes : la superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT) et la
glutathion peroxydase (GPx) (Lehucher-Michel et al., 2001).

4.2.1. Les superoxydes dismutases (SOD) :

Chez I'homme, trois isoformes compartimentées de 1'enzyme SOD : SOD1, SOD2 et SOD3 qui
utilisent le cuivre et le zinc comme cofacteurs sont nécessaires a l'activité enzymatique. Alors
que la SOD, mitochondriale utilise le mangan¢se, dont le role est la dismutation de deux anions

superoxyde 1'02*" en espéces oxygénées moins réactives qui sont H>O: et O; selon la réaction

(Afonso et al., 2007).
13
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2H*'+ 202 -— H20: + 02
4.2.2. Les catalases :

La catalase est 1'une des principales enzymes du systéme antioxydant biologique. Son rdle est
trés important dans les voies de défenses antioxydantes. Elle est surtout présente au niveau des
globules rouges et des hépatocytes et elle est capable de transformer le peroxyde d’hydrogene

H>O> en eau et en oxygeéne moléculaire (Arockiaraj et al., 2012).
2 H202— 2 H20 + O2
4.2.3. Les glutathions peroxydases et réductases (GSHPX) :

Les glutathions peroxydases et réductases sont localisées dans le cytosol et dans les
mitochondries. Le role de la glutathion peroxydase (GPx) est de réduire d’une part le peroxyde
d'hydrogéne en molécule d’eau, et d’autre part, les hydroperoxydes organiques (ROOH) en
alcools. Elle catalyse la réduction des hydro peroxydes (H20>) et des peroxydes lipidiques en
utilisant le glutathion réduit (GSH) comme donneur d’hydrogene selon la réaction ci-dessous

(Marfak, 2003).
2 GSH + H20:— GSSG+ 2 H:0
4.3. Antioxydants non enzymatiques

Les antioxydants non enzymatiques ne sont pas synthétisés par 1’organisme mais apportés par
notre alimentation. Dans cette catégorie, nous retrouvons les antioxydants comme les vitamines

E et C, les polyphénols, les oligoéléments et la glutathion réduit (GSH) (Kanoun, 2011).
4.3.1. La vitamine C

L’acide L-ascorbique ou vitamine C est considéré comme une molécule soluble dans 1’eau. La
vitamine C présente un pouvoir antioxydant ¢élevé, aidant a prévenir des dommages cellulaires
et la contribution au bon fonctionnement du syst¢éme immunitaire, vis-a-vis des radicaux libres
générés au cours d’un exercice intense. Il est impliqué dans un certain nombre de processus
métaboliques dans le corps humain, y compris ceux qui peuvent étre importantes pour le

fonctionnement optimal du systéme d'énergie a I'oxygeéne. (Cholewa et al., 2008)
4.3.2. La vitamine E

La vitamine E seule peut, dans certaines conditions, induire la peroxydation d’acides gras ou

de lipoprotéines alors que, normalement, elle prévient I’oxydation de ces mémes lipides. Elle

j
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réagit avec les radicaux HO et O; ~ directement et ainsi casser la chaine d’oxydation (Hermes-

Lima, 2005).

La vitamine E désigne un ensemble d’isomeres, les a-, B-, y- et 6-tocophérols et tocotriénols.
La vitamine E et particulierement I’a-tocophérol, est un antioxydant liposoluble. Elle est
capable d’empécher la propagation de la peroxydation lipidique qui réagit directement avec les

especes réactives de I’oxygene (Haleng et al., 2007)
4.3.3. Les oligoéléments :

Les oligo¢léments jouent un réle de cofacteur pour maintenir 1’activité catalytique des enzymes
antioxydantes tels que le cuivre, le zinc, le manganese, le sélénium et le fer qui représentent des

métaux essentiels dans ’attaque contre le stress oxydant (Garait, 2006).

v’ Ainsi, le sélénium (Se) joue un role primordial dans la protection des cellules et de leurs
constituants dans la défense d’attaque radicalaire. Cette fonction est due a sa présence
dans le site actif des glutathions peroxydases, et a I’activité biologique anti radicalaire
des scléroprotéines (Lhuillier, 2007).

v Le zinc (Zn) et le Cu est un des cofacteurs essentiels de la SOD ainsi pour de nombreux
enzymes. Le zinc protege les groupements thiols (SH) des protéines contre I’oxydation
induite par le fer, en empéchant la formation de ponts disulfure intramoléculaires
(Bouldjadj, 2009).

v Le cuivre (Cu) : A concentrations physiologique, le cuivre est le cofacteur d’enzyme
comme la SOD, le cytochrome C oxydase. Cependant, en tant que métal de transition,
a une concentration tres élevée, le cuivre est devenu pro—oxydant en déclenchant la

réaction de production d’especes réactifs oxygéné (Haleng et al., 2007).
4.3.4. Polyphénols

IIs constituent une famille de molécules largement présente dans le régne végétal. Globalement,
ce sont d’excellents piégeurs des especes réactifs oxygeéné et de trés bons chélateurs des métaux

de transition comme le fer et le cuivre (Haleng ef al., 2007).

Les polyphénols constituent une famille de molécules largement présente dans le régne végétal.

3
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Tableau 02 : Principaux nutriments antioxydants et leur sources alimentaires (Mohammedi,

2013).

Principaux nutriments

Sources alimentaires

Antioxydants

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

Vitamine E Huile de tournesol, de soja, de mais,

beurre et dans les ceufs et les noix

[} — caroténe

Légumes et fruits orangés et vert foncés

Sélénium Poisson, ceufs, viandes, céréales et
volaille

Zinc Viande, pain complet, légumes verts,
huitres et produits laitiers

Flavonoides Fruit, [égumes et thé vert

Acide phénoliques Céréales complétes, baies et cerises

Tanin Lentilles, thé, raisins et vin

Meétabolisme  de  cystéine,

glutathion

Caséine, Lactalbumine (petit-lait),

produits laitiers
chou, ceufs,

Brocoli, poissons et

viandes
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Matériel et méthodes

Cette ¢étude expérimentale est réalisée au niveau du laboratoire Antibiotiques, Antifongiques,
Physico-Chimie, Synthése et Activité Biologique LabSap, du département de biologie, Faculté
des sciences de la nature et de la vie et des sciences de la terre et de I'univers — Université Abou

Bekr Belkaid — Tlemcen.
Cette étude est divisée en deux parties :
v' Préparation des extraits des feuilles de I’oléastre ;

v Evaluation de I’activité antioxydante des extraits en utilisant deux techniques : le

piégeage du radical libre DPPH et la réduction de fer FRAP.
1. Matériel végétal

Dans notre étude, les feuilles de 1’olivier sauvage sont récoltées a la station de 1I’Ourit — Tlemcen

au mois de Décembre 2019.

Le séchage est effectu¢ a I’air libre dans un endroit non humide et a température ambiante a

I’abri de la lumiére.

Les feuilles sont broyées a 1’aide d’un broyeur ¢€lectrique jusqu’a I’obtention d’une poudre le

jour de I’expérimentation.
2. Méthodes
2.1. Préparation des extraits bruts :

L’extraction est réalisée par macération sous agitation pendant 24 heures selon les deux

protocoles suivants :
1- Extraction de 20 g de la poudre des feuilles avec un mélange de 200 ml d’eau/acétone
(30:70)(v:v);
2- Extraction de 20 g de la poudre des feuilles avec un mélange de 200 ml d’eau/méthanol

(30:70) (v:v).

Les extraits sont filtrés sur papier Wattman, puis, concentrés au rotavapeur pour ¢liminer la
phase organique. Les phases aqueuses de chaque extrait sont laissées séchées dans des boites

Pétri en verre dans une étuve a 35 °C. Les résidus obtenus sont conservés a + 4°C.
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Photo 03 : Extraits hydroacétonique (1) et hydrométhanolique (2) des feuilles de 1’olivier

sauvage.

Photo 04 : Filtration de 1’extrait sur papier Wattman.

Photo 05 : Evaporation sous vide des extraits de 1’olivier sauvage.
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2.2. Evaluation de I’activité antioxydante
2.2.1. Réduction de fer FRAP :

Le test de pouvoir réducteur du fer est un test simple, reproductible et rapide. La réduction de
fer est une méthode colorimétrique de transfert d’électrons. Elle est basée sur la capacité des
produits testés a passé de la forme ferrique (couleur jaune) vers la forme ferreux (couleur vert)

(réduction de fer) (pellegrini ez al., 2003)

La méthode FRAP est réalisée selon le protocole de Yen et Chen, 1995 avec quelques
modifications. Les extraits de feuilles de I’olivier sauvage hydro-acétonique et hydro-
méthanolique (0,5 - 1 mg) sont dissouts dans 1 ml d’eau distillée et mélangés avec 2,5 ml de
tampon phosphate 2 M a pH 6,6 et 2,5 ml de ferricyanure de potassium 1%. Ce mélange est

incubé a 50 °C pendant 20 minutes.

Apres incubation, il faut stopper la réaction par I’ajout de 2,5 ml de trichloracétique 10%.
Ensuite, 1,25 ml sont prélevés de chaque tube et mélangés avec 1,25 ml de 1’eau distillé et 250

ul de la solution de chlorure de fer (FeClz) 0,1 %.
L’absorbance est mesurée par un spectrophotométre a 700 nm contre un blanc.

L’acide ascorbique est test¢ comme un témoin dans 1’expérimentation, dans les mémes

conditions expérimentales.
Ces tests sont réalisés en triplicate pour chaque extrait ainsi que pour 1’acide ascorbique.
2.2.2. Test de piégeage de radical libre DPPH

C’est un essai largement employé pour explorer I’utilisation des extraits de plantes médicinales
comme antioxydants en utilisant une réaction d’oxydo-réduction en raison de son évaluation

rapide et direct de 1’activité antioxydante.

Le DPPH, 2.,2-diphényl-1-pikrylhydrazyl, est 'un des radicaux azotés organiques les plus
stables qui porte une couleur violette grace a son électron non apparié de I’azote. Cette méthode
colorimétrique est basée sur la perte de la couleur a 517 nm due a la réduction de DPPH (Villano

et al., 2007 ; Anabela Borges et al., 2020).

w
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Figure 04 : Le radical DPPH et sa forme réduite (Agatonovic-Kustrin et al., 2014)

Pour réaliser ce test, nous avons suivi la méthode donnée par Atoui et ses collaborateurs en
2005. le DPPH est préparé dans le méthanol a une concentration de 6,34 x 10~ M. Les extraits
hydro-acétonique et hydrométhanolique ainsi que ’acide ascorbique sont préparés dans le

méthanol.

Un volume de 1950 pl de la solution méthanolique de DPPH est mélangé avec 50 ul de la
solution d’échantillon (extraits ou acide ascorbique). Apres incubation pendant 30 minutes a
I’abri de la lumiére et a température ambiante, les absorbances sont mesurées avec un

spectrophotometre UV-visible contre un blanc.

Le controle positif a été préparé dans les mémes conditions expérimentales avec un mélange de

1950 pl de la solution méthanolique de DPPH et 50 ul de méthanol.

Le pourcentage d’inhibition du radical libre de DPPH est calculé de cette maniere :
Pourcentage d’inhibition = [(A contréle — A extrait) /A controle] X 100

Avec :

A controle : Absorbance du milieu réactionnel (solution méthanolique du DPPH sans

L’échantillon)

- A extrait : Absorbance de I’extrait (Chaouche et al., 2015).

Ces expérimentations sont réalisées en triplicate pour chaque extrait ainsi que pour 1’acide

ascorbique.

o
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Figure 05 : Schéma récapitulatif du protocole expérimental.
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Résultats et interprétation
1. Rendements des extraits bruts :

Le rendement signifie la masse de 1’extrait hydroalcoolique déterminée aprés évaporation des
solvants organiques et aqueux. Il est exprimé en pourcentage par rapport a la masse initiale du

matériel végétal soumis a ’extraction.
Le rendement est exprimé en pourcentage, a partir de la formule suivante :
Rendement (%) = (Mo/M1) x 100
Ou, Mo : Masse du résidu obtenu apres évaporation du solvant d’extraction en gramme ;

M : Masse de la matiere végétale seéche initial en gramme.

Rendements %
25

20
15

10

& hydro-acétone B hydro-méthanol

Figure 06 : Rendement des extraits macérés de 1’oléastre

D’apres la figure, nous observons que I’extrait hydro-acétonique (30/70) (v/v) a permis

d’obtenir le meilleur rendement avec 23,41 % (p/p), suivi par I’extrait hydro-méthanolique avec
12,33 % (p/p).

E
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Tableau 03 : Caractéristiques des extraits hydroalcooliques des feuilles de I’olivier sauvage.

Mode d’extracti
ode drextraction Aspect Couleur Rendement%
Cristallisé .
Eau-méthanolique Histatise Vert noir 12,33
Cristallisé
Eau-acétonique ristatiise Vert 23,41

2. Etude de P’activité antioxydante des feuilles de I’olivier sauvage :

2.1. Réduction du fer FRAP

En présence de la molécule antioxydante dans I’extrait, 1’activité réductrice du fer se traduit par

2+).

la réduction du fer ferrique (Fe**) en fer ferreux (Fe

Absorbance a 700 nm

Photo 06: résultats d’essai de FRAP.

—8—a.ascorbique

Figure 07 : Pouvoir réducteur du fer de I’acide ascorbique et des extraits des feuilles de

0,2 0,4

0,6 0,8

Concentration (mg/ml)

—o—hydroacétone

~¢—hydrométhanol

I’olivier sauvage.
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Résultats et interprétation

D’aprés les résultats représentés sur le graphe (Figure 12), nous observons que |’extrait
hydroacétonique et 1’extrait hydrométhanolique sont présentés une activité pour réduire le fer
trés rapprochés ou D’extrait 1’hydrométhanol a un CE50 égal a 0,25 mg/ml et I’extrait
hydroacétone présent¢é un CES50 égal a 0,24 mg/ml .De plus, nous constatons que
I’augmentation de la réduction de fer est proportionnelle avec 1’augmentation de la

concentration des extraits des feuilles de 1’oléastre.

Le contrdle positif qui est employé dans cette méthode, est 1’acide ascorbique, et a montré le

pouvoir réducteur le plus élevé qui présenté un CE50 de 0,18 mg/ml.

Donc, nous pouvons dire que I’olivier sauvage posséde une activité antioxydante tres

intéressante avec la technique de FRAP utilisée.

Tableau 04 : Valeurs des concentrations efficaces CEso des extraits de 1’olivier sauvage.

Extrait Hydroacetonique = Hydrométhanolique Acide ascorbique

CE 50 exprimé en
0,24 +0,64 0,25 +0,66 0,18 =+0,85
mg/ml

2.2 Piégeage du radical libre DPPH :

Les résultats obtenus sont exprimés en pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en

fonction des concentrations des extraits et de 1’acide ascorbique.

Photo 07 : résultat d’essai de DPPH.
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Figure 08 : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes

concentrations de 1’extrait hydrométhanolique de 1’olivier sauvage
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Figure 09 : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes

concentrations de 1’extrait hydroacétonique de 1’olivier sauvage
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Figure 10 : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes

concentrations de 1’acide ascorbique

L’extrait hydroacétonique a montré la meilleure activité¢ antiradicalaire avec de faibles
concentrations par rapport a I’extrait hydrométhanolique. A une concentration de 12,5pg/ml,
I’extrait hydrométhanolique a produit un pourcentage d’inhibition de 41,17 % + 0,05. A cette
méme concentration, 1’extrait hydroacétonique a produit un pourcentage d’inhibition égale a

78,35% £ 0,16.

Selon ces résultats obtenus, I’activité des deux extraits reste inférieure a celle de 1’acide

ascorbique qui est de 87,33% a une concentration de 7,5 pg/ml.

Clso est la concentration nécessaire pour réduire 50% du radical DPPH. Les valeurs inferieur

de Clso indiquer un pouvoir antioxydante plus fort ainsi I’efficacité de 1’extrait.

Tableau 05 : Valeurs des concentrations inhibitrices Clso des extraits de 1’olivier sauvage.

Extrait Hydrométhanolique Hydroacétonique Acide ascorbique

Clso exprimée en pg/ml 13,14 +0,18 7.95 +0.16 3,56

Les résultats présentés dans le tableau ont montré que 1’extrait hydroacétonique a la meilleure

activité avec une faible Clso par rapport a 1’extrait hydrométhanolique.

Néanmoins, ’acide ascorbique présente la faible valeur de Clso, et par conséquence, la

meilleure activité antioxydante.
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Discussion

Depuis I’antiquité, l'olivier été largement répandue dans le bassin méditerranéen,
notamment, en Algérie. Les propriétés médicinales de 1'olivier sauvage sont attribuées aux

feuilles qui font I'objet de nombreuses recherches scientifiques.

Olea europaea est utilisé depuis des centaines d’années en médecine traditionnelle en réponse
a des problémes de santé dans divers pays. Ses feuilles, son écorce, son bois, ses fruits, ses
graines et son huile sont utilisés sous différentes formes, seuls ou parfois en combinaison avec

d'autres herbes (Hashmi ef al., 2015).

Notre objectif dans cette recherche est d’évaluer 1’activité antioxydante des extraits bruts des

feuilles d’Olea europaea var. sylvestris.

Au premier temps, nous avons préparé des extraits a partir de la poudre des feuilles de 1’oléastre
qui sont séchés a I’obscurité afin de protéger la plante contre les radiations ultraviolettes de la

lumiére solaire.

Pour I’extraction, nous avons utilis¢ deux solvants hydroalcooliques : hydroacétonique et
hydrométhanolique de polarité différente et aux proportions (30/70) (v/v). Selon nos résultats
obtenus, nous pouvons dire que 1’extrait hydroacétonique présente le rendement le plus élevé

avec 23,41%, par rapport a I’extrait hydrométhanolique qui a présenté un rendement de 12,33%.

Ces valeurs sont similaires avec ceux obtenus des travaux de Bouabdallah en 2014, et qui a
montré que I’extrait hydroacétonique des feuilles de 1’oléastre récoltées en décembre 2013 a la
région de 1’Ourit a un meilleur rendement avec 30%, suivi par I’extrait hydrométhanolique avec

un rendement de 24%.

La méthode d’extraction utilisée, le solvant utilisé, la température, le temps de I’extraction et la
composition de 1’échantillon ainsi que la polarité¢ sont des conditions qui influencent sur le

rendement de 1’extraction (Quy-Diem et al., 2014).

Arab et al., 2013, ont réalisé une étude de 1’activité biologique sur 1’olivier sauvage et I’olivier
cultivé. Ils ont obtenu un rendement de 38,74% de 1’extrait hydrométhanolique de 1’olivier
sauvage, tandis que 1’olivier cultivé avait un rendement de 35,72% pour le méme extrait. Ces

résultats dépassent les taux que nous avons obtenus.

Une étude phytochimique des extraits obtenus par macération a montré que la macération
hydroéthanolique (30/70) (v/v) a donné le rendement le plus élevé (40,66%), suivi par la
macération hydrométhanolique (30/70) (v/v) qui a donné (33,84%) (Hniche et al., 2017).
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Zeriouh et ses collaborateurs en 2017, ont réalis¢ une extraction méthanolique pour

I’évaluation de I’activité antioxydante, le rendement présenté est de 23,79 %.

Massouni en 2019 a montré que 1’extrait hydroacétonique macéré des feuilles de I’olivier
sauvage, avait le meilleur rendement (19.76%) par rapport a 1’extrait hydrométhanolique

(13.77%), ce qui confirme nos résultats.

De méme, ces résultats sont similaires a ceux obtenus dans 1’étude de Benmessaoud en 2019,
ou ’extrait hydroacétonique préparé par décoction des feuilles d’oléastre révele le meilleur
rendement (29.96 %), suivi par I’extrait décocté hydrométhanolique (23.05 %), ensuite, les
extraits hydrométhanoliques et hydroacétoniques macérés qui ont présenté un rendement de
23.05 % et 13.95 %, respectivement. D’aprés ses résultats, aucune différence entre les deux

méthodes d’extraction pour 1’extrait hydrométhanolique.

Dans 1’¢tude de Mirad et ces collaborateurs, des extraits des feuilles de I’olivier sauvage et
cultivé, ont été macéré dans I’éthanol 50%, puis dans 1’éthanol 70%, les rendements obtenus

sont respectivement 17,55% et 5,39% (Mirad et al., 2019).

Apres la préparation de nos extraits, nous avons réalisé 1’évaluation de I’activité antioxydante
des extraits des feuilles d’Olea europaea sylvestris par deux méthodes : réduction du fer FRAP

et piégeage du radical libre DPPH.

Les résultats de la méthode FRAP ont montré que I’extrait hydrométhanolique a présenté la
meilleure activité antiradicalaire tandis que 1’extrait hydroacétonique présenté une faible

activité antioxydante.

Les résultats de la méthode FRAP, ont montrés que 1’activité des deux extraits est presque la
méme, ou I’extrait hydroacétonique présente un CES0 égal a 0,24 mg/ml et hydrométhanolique
présente un CES0 égal a 0,25 mg/ml. Ces résultats différent par rapport a ceux obtenus par
Bouabdelah en 2014 et Sghir en 2019, ou, les résultats de la méthode de réduction du fer FRAP
a montré une activité tres élevée pour I’extrait hydrométhanolique des feuilles de I’olivier. Cette

différence peut étre due a la région et la période de récolte.

Selon Cigalem en 2011, I’utilisation de la méthode de piégeage de radical libre DPPH sur un

extrait aqueux des feuilles de I’olivier sauvage donne une Clso égal a 22,46 pg/ml.

Dans une autre étude, le potentiel de piégeage du radical DPPH de I’extrait hydrométhanolique
de feuilles d’oléastre obtenus par macération a présenté une Clso de 0,24 ug/ml (Arab et al.,

2013).
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Discussion

Selon Bouabdellah en 2014, les Clso des extraits sous reflux hydrométhanolique,
hydroacétonique et aqueux sont de I’ordre de 12 pg/ml, 16.96 pg/ml et 19,5 pg/ml. Dans une
autre étude réalisée par Moussouni en 2019, I’extrait hydrométhanolique présente la meilleure
activité avec une Clso égal a 0.18 pug/ml. Nos résultats obtenus montrent que c¢’est 1’extrait
hydroacétonique qui posséde la meilleure activité, a I’inverse des résultats de Bouabdellah et

Moussouni.

Haniche et ses collaborateurs en 2017, ont évalué 1’activité antioxydante des feuilles d’Olea
europaea var sylvestris. Les auteurs ont conclu que I’extrait hydroéthanolique macéré exhibe
la meilleure activité antiradicalaire avec une Clso de 10,753 pg/ml, tandis que D’extrait

hydrométhanolique a présenté une Clso égale a 12,01 pg/ml.

Djenane et ses collaborateurs en 2018, ont évalué 1’activité antioxydante des feuilles d’Olea
europaea subesp. europaea var. sylvestris. L’extrait hydrométhanolique macéré a montré une

capacité a réduire le radical libre DPPH avec une Clso de 19,2 pg/ml.

Mirad et Badis en 2019, ont obtenu une CI50 de 22,46 ug/ml pour I’extrait hydrométhanolique

macéré de feuilles de I’olivier sauvage.
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Conclusion générale

Conclusion générale

Les plantes médicinales occupent une place importante dans la thérapeutique de diverses
maladies. Les feuilles d’Olea europea var sylvestris ont un grand intérét dans la prévention
contre les maladies liées au stress oxydatif tel que le diabéte, les maladies cardiovasculaires,

I’inflammation, les cancers et le vieillissement.

Cecinous a amené a nous pencher sur I'étude des activités antioxydantes des extraits des feuilles

de la plante « Olea europaea sylvestris » de la région de 1’Ourit a Tlemcen.

L’extraction par macération des feuilles de 1’olivier sauvage avec deux systémes de solvants a
montré de bons rendements. Les résultats obtenus montrent que I’extrait hydroacétonique a le

rendement le plus €levé par rapport a I’extrait hydrométhanolique.

L’activité antioxydante de ’olivier sauvage a été évaluée par deux techniques : la réduction du

fer FRAP et le piégeage du radical libre DPPH.

Les résultats de la technique de réduction de fer montrent que la capacité réductrice de I’extrait
hydroacétonique est plus élevée que celle de 1’extrait hydrométhanolique a la concentration de

1 mg/ml.

Pour la deuxiémes technique, les résultats révelent que I’extrait hydroacétonique macéré des
feuilles de I’olivier sauvage présente 1’activité la plus élevée avec une Clso de 7,95 pg/ml suivi

de I’extrait hydrométhanolique macéré avec une Clsode 13,18 pg/ml.

Les résultats obtenus dans cette étude, montre qu’Olea europea var sylvestris est une plante
riche en substances chimiques et qui pourraient représenter une nouvelle source potentielle de
molécules bioactives possédants des propriétés antioxydantes d’origine naturelle qui sont
utilisées dans la médecine traditionnelle. Il serait intéressant de réaliser d’autres techniques et

méthodes comme :

» Rechercher et identifier certains composants chimiques majoritaires d’Olea
europaea var sylvestris

» Tester le pouvoir antioxydant par d’autres méthodes

» Evaluation d’autres activités comme : I’activité antibactérienne, antidiabétique,

anticancéreuse.... etc.
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