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Résumé :

L’olivier de Laperrine (Olea europaea subsp. Laperrinei) est une sous-espéce endémique et du

Sud Algérien doté d’une forte résistance aux secheresses.

L’objectif de ce travail est de faire une analyse quantitative des composés phénoliques pour

I’extrait brut de fruit d’olivier de Laperrine et d’évaluer ses propriétés antioxydantes.

Les résultats du dosage des extraits bruts indiquent une importante richesse de cette sous-espéce
en polyphénols totaux (38,79 + 1,27 mg EAG/g RS), de 10,01 = 0,64 mg EQ/f RS pour les
Flavonoides totaux et de 51,79 + 0,20 mg EAT/g RS pour les tanins totaux .

Evaluation des propriétés antioxydantes de ce composé phénolique est effectué par deux test
CAT et FRAP.

Les résultats de ces tests montrent que les composés phénoliques dosés présentent une capacité
antioxydante totale de 154,05 + 6,22 mg EAA/g de RS et un pouvoir réducteur de 224,67 +
6,22 EAA/g RS soit une 1C50 = 387,5ug/ml.

Ce travail a permis de mettre en évidence I’intérét des propriétés antioxydantes des polyphénols

d’une part et la grande richesse de fruit d’olivier de Laperrine en polyphénols d’autre part.

Mots clés : olivier de Laperrine, extrait aqueux de fruits, polyphénols, analyse quantitative,

propriétés antioxydantes.



Summary:

The Olive tree of Laperrine (Olea europaea subsp. Laperrinei) is an endemic and southern

Algerian subspecies with a strong resistance to droughts.

The objective of this work is to make a quantitative analysis of phenolic compounds for the raw

extract of Olive Fruit of Laperrine and to evaluate its antioxidant properties.

The results of the determination of crude extracts indicate a significant richness of this
subspecies in total polyphenols (38.79 £ 1.27 mg EAG/g RS), 10.01 + 0.64 mg EQ 4 RS for
total Flavonoids and 51.79 + 0.20 mg EAT/g RS for total tannins.

Evaluation of the antioxidant properties of this phenolic compound is carried out by two tests
CAT and FRAP.

The results of these tests show that the phenolic compounds dosed have a total antioxidant
capacity of 154.05 £ 6.22 mg EAA/g of RS and a reducing power of 224.67 £ 6.22 EAA/ g RS
or an IC50 = 387.5ug/ml.

This work has made it possible to highlight the interest of the antioxidant properties of
polyphenols on the one hand and the great richness of Laperrine olive fruit in polyphenols on
the other hand.

Keywords: : Lapperine olive tree, aqueous fruit extract, polyphenols, quantitative analysis,

antioxidant properties.
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Introduction

Depuis fort longtemps des nombreuses recherches ont prouvé les multiples bienfaits
sur la santé liés a la consommation des aliments naturels tels que les fruits, les céréales et des
légumes a travers leur composition en des multiples micronutriments non synthétisé des fois
par I’homme comme certains vitamine essentiels, des molécules a pouvoir antioxydant dont
leurs bienfaits au bon fonctionnement de 1’organisme ainsi que leur caractére protecteur de
I’organisme face a des multiples maladies est approuvé par des multiples scientifiques dans le

domaine de la santé.

Parmi I’ensemble de ces aliments naturels ceux renfermant une plus grande activité
antioxydante correspond des aliments riches a des composés appelés les polyphénols et de fagon
bénéfiques ils sont majoritaires dans notre alimentation car ils sont synthétises par la grande

partie des végétaux.

Durant ces dernieres années, ces molécules qui sont considérées comme des métabolites
secondaires des plantes ont attiré 1’attention des multiples chercheurs en raison de leurs

bienfaits sur la santé et leurs utilisations possible dans des domaines variés.

Dans la vie quotidienne on fait face a des multiples stress de nature différent surtout a
cette période de pandémie liées au coronavirus a été aussi un facteur induisant de fort stress et
ces stress sont d’une part a I’origine de la production accrue de certains dérivés métaboliques
sous le nom des especes réactives de 1’oxygene ainsi d’autres facteurs environnementaux
favorisent la production de ces molécules comme les fumées des usines, des pesticides, des

mauvaises habitudes et des rayonnements solaires intense etc...

Lorsque la production de ces molécules atteint un niveau dépasse on le caractérise par
un état de stress oxydatif, chez 1’individu cet état de stress est a I’origine ou contribue a la
pathogénese de plusieurs maladies comme le cancer, le diabéte sucré , des maladies

neurodégénératives et cardiovasculaire etc...
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Pour pallier ce phénoméne 1’utilisation des antioxydants est primordial les composés
phénoliques seraient des molécules a effet satisfaisant sur ces espéces réactives non seulement
de limités la propagation de la gravité mais aussi de réduire le risque de manifester des

disfonctionnements cellulaires liés au stress oxydant.

Pour apporter notre contribution nous avons entrepris une étude quantitative et d’évaluer
les propriétés antioxydantes que puissent avoir le fruit d’un arbre du sud algérien : Olivier de

Laperrine, ¢’est une sous-espece emblématique du Sahara.

Nous avons choisi cette sous-espece en fonction de la caractéristique de son milieu
naturel et de sa résistance et enfin d’attirer I’attention sur cette espéce qui est en voie de

régression.

Durant ce travail nous allons effectuer les opérations suivantes :

. Préparation des extraits aqueux des fruits d’Olea europaea subsp. Laperrinei
. Dosages des: Polyphénols totaux ; tannins totaux et flavonoides totaux.
. Evaluation de D’activité antioxydante des extraits de fruits d’Olea europaea

Subsp.Laperrine par le test de FRAP et CAT
Ce travail est structuré en 3 chapitres :

+ Le chapitre I est une synthése bibliographique qui donne des généralités sur I’Olivier de

Laperrine et une synthése sur les métabolites secondaires et leurs activités biologiques.

+ Le chapitre Il est une partie expérimentale qui consiste a présenter les matériels et
méthodes utilisés dans la réalisation de ce travail et par la fin, les résultats et leurs

discussions sont présentés dans le chapitre 1lI,

+ Cloturer par une conclusion générale.



Chapitre |
Synthese bibliographique
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Chapitre I : Synthése Bibliographiques

1 Générales sur I’Olivier de Laperrine :

L’olivier de Laperrine (Olea europaea subsp. laperrinei) est une sous-espece de la famille
des Oleaceae, considéré comme un taxon endémique des montagnes du Sahara Central (Baali-
Cherif et al. 2007).

Selon Green (2002) ’olivier de Laperrine appartient au complexe de 1’olivier dans lequel
nous comptons six sous-especes (Fig. 1) présent depuis I’ Afrique du sud jusqu’en chine, en

Méditerranéen, en Macaronésie et enfin dans les montagnes Sahariennes (Besnard,2009).

L’olivier de Laperrine représente 1’une de ces six sous-espéces du complexe Olea europaea

localisé principalement dans la région montagneuse du Sahara centrale.

WS snbsp. ctmm.mnbl
W subsp. cuspidata
subsp. europaca
subsp. gnanchicae
WSS sobsp. faperrines
BN subsp. marrecara

L x 4

Figure 1: Distribution naturelle du complexe d'Olea europaea dans le monde ( Rubio de
casas et al.2006)
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1.1 Systématique et répartition :

Olivier de Laperrine est classé selon Cronquist,(1981) de la maniére suivante :
Reégne : Plantae

Sous Reégne : Trachéobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliepsida
Sous Classe : Asteridae

Ordre : Scruptilariales

Famille : Oleaceae
Genre :Olea Figure 2:Olivier de Laperrine (Baali-Cherif, 2007).
Espeéce : europaea

Sous espece :Olea europaea subsp. Laperrinei (Batt et Trab)( Fig.2).

L’olivier de Laperrine, se trouve au Sahara Central a des altitudes allant de 1400 & 2800m sur
des roches volcaniques ou éruptiques, des régions présentant une secheresse extréme ou les

précipitations annuelles moyennes varient de 50 a 100mm (Baali-Cherif et al. 2007).

La distribution de l'olivier de Laperrine est limitée aux zones montagneuses saharo-sahéliennes

selon Anthelme et al. (2008) comme suite(fig.3) :

+ En Algérie, dans le massif du Hoggar, notamment dans les montagnes de I'Atakor, du

Tassili n'Immidir, du Tefedest et du Tassili n'Ajjer.

4+ Au Niger, il a été identifi¢ dans la chaine des Air au sud du Sahara et localisé

précisément dans trois massifs : Greboun, Tamgak et Bagzane.

Au Soudan, I'olive de Laperrine est présente dans I'ouest du Darfour (Jebel Mara et Jebel

Gurgeil).
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Figure 3 : Répartition d'Olea europaea.subps.Laperrinei dans la région saharienne-sahélienne

(les zones grises) (Anthelme et al.2008).

1.2 Caracteres botaniques :

La caractérisation des especes du genre d’Olea est basée sur 1’utilisation des caracteres
botaniques a I’échelle de 1’arbre, de 1’organe (Forme, taille des feuilles, fruits, fleurs, graine)
ou a I’échelle des cellules (histologie, anatomie etc...) (Baali-Cherif et al. 2007). Ceci permet

de caractériser et de classer les espéces.

1.2.1 Appareil Végétatif :
L’olivier de Lapperine développe des formes de croissance intermédiaires entre arbres
(aspect érigé) s’il est a I’abris des dégradations et d’arbuste (aspect rabougri) lorsqu’il est brouté

par les animaux (Baali-Cherif et al., 2007 ; Besnard et al., 2012).

Les observations portées sur une population de I’olivier de Laperrine par Baali-Cherif et al.

(2007) estime une taille d’une hauteur maximale de 7m.

L’olivier de Laperrine présente des feuilles linéaires lancéolées avec un mucron (le bout
pointu des feuilles) développé, argentées sur la face abaxiale et verte sur la face adaxiale (Batt
et Trab,1911).
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Le systéme racinaire de I’olivier s’adapte a la profondeur du sol suivant sa texture et son
développement est en rapport avec les caractéristiques physico-chimique du sol, I’olivier de
Laperrine dans les conditions désertiques ont développé des traits particulier, un systeme
racinaire bien adapté puissant de 1’eau a une grande profondeur, sa surface foliaire est réduite

ceci permet de limiter les pertes d’cau (Baali-Cherif et Besnard,2005).

1.2.2 Appareil reproducteur :
L’olivier de Laperrine présente une rareté des évenements de floraisons dans le climat
du Sahara Central par rapport aux especes d’une autre localité¢ climatique différents comme

celui d’olive méditerranéen (Besnard et al. 2012).

L’inflorescence chez I’olivier de Laperrine est caractérisée par une grappe, qui sont
portés par les rameaux(Fig. 4B), dont le nombre de grappe par rameau varie de 6 a 10 et le
nombre de fleur est de 6 a 8 de couleur blanche (Fig.4A) ( Baali-cherif,2007)

Figure 4: A : Inflorescence individuel de type grappe et B : inflorescence portée par un

jeune rameau d'olivier de Laperrine ( Baali-cherif,2007).

Les fruits d’olivier de Laperrine sont plus petits environ Smm de diametre, de forme
ovoide globuleuse et de couleur verte (Fig.5A) et passe a la couleur marron foncée (noiratre)
lorsqu’il est mur (Fig.5B) . Il présente un endocarpe sclérifié et un mésocarpe charnu ( Besnard
et al.,2012 ; Baali-Cherif,2007).
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Figure 5: Représentation de fruit d’olivier de Laperrine : A : fruit non mur (Baali-

Cherif,2007) et B: fruit mur.

2 Genéralité sur les métabolites secondaires des plantes :

Les plantes produisent deux types de métabolites : primaire et secondaire, ces derniers
jouent un réle important dans I’interaction entre la plante et son environnement, agissant comme
des moyens de défense contre les herbivores et les agents pathogénes (Quideau et al. 2008 ;
Ramakrishna et Ravishnar,2011 ; Filippis,20016).

IIs sont repartis dans toutes les parties de la plante (racines, tiges, feuilles, fleurs, graines) et

leur concentration varie en fonction de I’espéce.

Ces métabolites secondaires en plus de permettre aux plantes de s’adapter aux
differentes conditions de leurs milieu environnementale, ils ont des utilisations significatives a

des fins thérapeutique, et cosmétiques chez I’homme (Mansour,2009; Ramakrishna et

Ravishnar,2011 ).

Les plantes sont une source des métabolites secondaires, elles en produisent un nombre
important, qui sont d’une maniére générale classés en plusieurs groupes en fonctions de leurs

caractéristiques structurelles ( Quideau, et al.,2008; Samec et al.,2021).

Nous pouvons les classer en trois grands groupes : les composés phénoliques, les alcaloides,

les terpénes et les stéroides.

2.1 Les composés phénoliques :

Les polyphenols comprennent plus de 8000 molécules (Samec et al. 2021). lls sont
caractérisés par la présence d’au moins d’un noyau benzénique auquel est 1ié directement a un

ou plusieurs groupes hydroxyles libre (OH) (Hopkins,2003; Bergeron,2012 ).
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IIs se retrouvent sous forme libre ou conjuguees avec un ou plusieurs résidus de sucre ( Samec
et al.,2021).

2.1.1 Les acides phénoliques :

Un groupe carboxylique attaché ou lié a un cycle benzénique est une caractéristique
principale de tous les acides phénoliques. Nous retrouvons ces composés sous formes conjugués
par des liaisons éther, acétal ou ester a des composants structurels d’une cellule végétale,

rarement trouvés sous forme libre (stalikas,2007; Samec et al.,2021).

En se basant sur leurs structures et leur précurseur de synthese nous distinguons deux classes
(fig.6)

» Les dérivés de I’acide benzoique (Acides hydroxy benzoique(C6-C1)
» Les dérivés de I’acide cinnamique (Acide hydroxycinnamique C6-C3)

Ces molécules sont considérées comme des puissants antioxydants en raison de leur capacité

de piéger les especes réactives de 1’oxygene (stalikas,2007 ; Bruneton,2009 ).

R, COOH
R3 R,
R, R>
Acide Hydroxybenzoiques Acide hydroxycinnamique

Figure 6: Structure chimique des acides phénoliques naturels dont les R représentent les
différents composés pouvant étre liés (Stalikas,2007).

2.1.2 Les Flavonoides :

Dans la plante divers composés polyphénoliques se regroupent sous le nom flavonoide,
partageant tous une méme origine biosynthétique commune et de ce fait possédent tous un
méme squelette (structure) de base, le noyau Flavan de 15 atomes de carbones, constitues de
deux unités aromantiques dont deux cycle en C6 qui sont reliés par une chaine en C3 (fig.7)
d’ou la représentation simple ( C6-C3-C6) (Bennick,2002 ; Stalikas,2007).
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Les flavonoides ont des fonctions importantes chez les plantes, protégent les plantes

contre les insectes herbivores et des agents pathogenes, attirent les pollinisateurs (Hopkins,2003

; Bergeron,2012). Ils sont présents dans les fruits, les graines, les tiges et les écorces

(Filippis,2016).

Figure 7: Structure chimique de base des flavonoides (Stalikas,2007).

Ils peuvent étre divisés sur la base de leur structural en six (06) groupes : les flavones,

les flavonols, les flavan-3-ols, les flavanones, les isoflavonols, les anthocyanines (Fig.8)

(Samec et al .2021).
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/’I
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o
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o
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Anthocyanidin

i )
N
| | PR
EJ\Q
3 =
2 4 Xy
A
8 '-\'/./‘
021 5

NO\j i:
N ~OH

Flavan-3-ol

Isoflavone

e}
Flavanon

Figure 8: Structure chimique des différents groupes des Flavonoides ( Stalikas,2007).

2.1.3 Lestannins:

Les tanins constituent un groupe complexe de polymeéres naturels (Fig. 9), ils peuvent

étre divisés en fonction de leur structure en deux groupes (Bennick,2002) :
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+ Les tannins hydrolysables : ils sont hydrolysables car leur structure de base est un
glucide, habituellement le glucose qui peut interagir avec d’autres molécules grace a la
fonction hydroxyle portée par le glucose. Nous retrouvons comme composé les acides

galliques et les acides ellagiques (Hopkins,2003).

+ Les tannins condensés : contrairement aux tannins précédents, ils ne sont pas
hydrolysables, ils résultent de la condensation a partir de flavanols et de flavan-3-4-
diols (Bennick,2002 ; Bergeron,2012) qui se lient par des liaisons carbone-carbone, une
liaison forte. L’oxydation des tannins condensés par des acides forts donnent les

anthocyanidines (Bennick,2002).

Leurs utilisations remontent dans 1’histoire, employés pour tanner les peaux d’animaux,
d’autres part ils possédent une propriété de faire précipiter les protéines (Hopkins,2003).
Les tannins jouent des roles de défense chez les plantes, leur présence dans les feuilles

dissuade les animaux de les brouter (Bennick,2002 ; Hopkins,2003).

Figure 9: Structure de base des tanins (Bennick,2002).

2.2 Activités biologiques des composés phénoliques :

Durant ces derniéres années, il y a eu un intérét accru pour les composes
polyphénoliques d’origine végétale en raison de leurs differentes activités biologiques dans
plusieurs domaines, leurs interaction possible avec de nombreuses enzymes chez I’homme et
leurs contribution dans la prévention et traitement liés au stress oxydants tel que le cancers, le
diabéte, I’athérosclérose, 1I’hypertension artérielle, les maladies neurodégénératives et arthrite

gréces a leurs proprietés antioxydants (Macheix et al.,1996 ; Alain et al.,20 11).
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2.2.1 Généralités sur les radicaux libres :

Nous appelons un radical libre, toutes espéces chimiques capables d’avoir une existence
libre en contenant un ou plusieurs électrons célibataires (électron non apparié sur la couche
orbitale). Ces radicaux libres sont instables et trés réactifs, du fait que les électrons non appariés
ont tendance a former des paires avec d’autres ¢électrons. (Hallivell, 1991 ; Goudable et Favier,

1997).

Les plantes sont dépourvues d’une mobilité comme les animaux, elles sont fixes et
constamment soumises a des variations environnementales pouvant étre favorables ou
défavorables pour leur évolution tel que le manque ou exces d’eau, les fortes ou faibles
luminosités, la salinité des sols et les températures extrémes, d’autres subissent des agressions
des insectes et des agents pathogénes), I’ensemble de ces phénomeénes exercent une pression

sur les plantes (Calatayud et al. 2013).

Cette pression se traduit par un stress environnemental conduisant a une perturbation de
métabolisme cellulaire dont la synthese et accumulation de certains composes entre autres les
especes réactives de 1’oxygenes (ERO) ( Parent et al.,2008 ; Calatayud et al.,2013), ces ERO

renferment les especes radicalaires (ER) et non radicalaire (ENR) (Tab. 1).

Tableau 1: Les formes des espéces réactives de 1’oxygéenes ( Halliwell,1996)

Les especes réactives de I’oxygenes

Radicalaires Non-radicalaires
Anion Superoxyde Oz~ Peroxyde d’hydrogéne H20>
Hydroxyle OH: Oxygeéne singulet!O;
Peroxyle RO Ozone, O3
Hydroperoxyle HO» . .
Acide hypochlorique HOCI

En effet, Un radical libre en cherchant a se stabiliser, il va donc capter un électron d’un
autre compose ( un radical oxydant ) ou il va donner son électron non apparié a une autre

molécule (un radical réducteur) pour se ré-apparier (Halliwell,1991 ;Goudable et Favier, 1997).

12
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Le radical libre en arrachant un électron a une molécule biologique (Protéines, lipides ),
ces derniers deviennent instables, initiant une véritable chaine de peroxydation. Cette réaction
en chaine initiée par les radicaux libres, peuvent étre rompue par I’intervention d’un antioxydant

« briseurs de chaine » ( Hennebelle,2004 ; Leverve,2009).

Ce phénomene peut induire des conséquences néfastes comme altération de la structure
des lipides membranaire, des protéines et voir méme des ADN au sein des organismes

(Hennebelle,2004), pouvant étre a 1’origine de certaines pathologies.

2.2.1.1 La production des formes réactives de ’oxygenes :
La production des espéces réactives de 1’oxygeéne en faible pourcentage est un
phénomeéne normal observé au cours du métabolisme en condition d’aérobie chez tout

organisme, par le transport d’électrons (Calatayud et al. 2013).

Cette production est détectée dans plusieurs organes cellulaires tels que dans la
mitochondrie, dans le chloroplaste ainsi que dans le peroxysome ( Carriere,2006 ; Haleng,2007
; Scarpeci et al.,2008).

A T’exception de certains organismes anaérobies, 1’oxygene est indispensable a la
production d’énergie. Cette production d’énergie s’effectue au niveau de la membrane interne

des mitochondries (Turrens,2003 ;Migdal et Serres,2011).

Lors de cette production d’énergie par un ensemble de complexe (I, IL, III, IV ) de la
chaine de transport, nous assistons a des fuites d’¢lectrons au niveau de complexe précisément
I et III, pouvant interagir directement avec 1’oxygeéne dissous dans le cytoplasme et donnent
naissance a des differentes formes des espéces réactives de l’oxygene (Carriere,2006 ;
Haleng,2007)

D’autres part, les plantes dans certaines conditions stressantes provoquées soient par des
facteurs biotiques ou abiotiques induisent une inhibition de la photosynthese au niveau des
chloroplastes suite a laquelle on assite a une fixation limitée du CO2 et de ce fait les électrons
qui ne participe plus a la fixation de cette derniére vont entrainer la production et accumulation
de ERO (Hsu et Kao,2003, Parent et al.,2008 ; Scarpeci et al.,2008 ).

Les ERO peuvent étre générer par des facteurs exogénes parmi ces parametres nous
pouvons rééenuméreés des rayonnement intense (Ultraviolet, rayon x , et gamma), des residus de
la fumée des cigarettes, des métaux toxiques (Cuivre, Vanadium, chrome) ainsi que des

composants des pesticides (Favier,2003).
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2.2.1.2 Le stress oxydant:
les espéces réactives de I’oxygene peuvent avoir des roles physiologiques importants
et indispensables a la vie (Fig.10) lorsqu’ils sont produits a une dose raisonnable, dans ce cas

ils joueront des roles de messager secondaire ou de défense (Favier,2003).

La phagocytose des bactéries et des parasites par les macrophages s’accompagne d’une
production des especes réactives de 1’oxygene (favier,2003), impliqué aussi dans le processus

de la féecondation (Haleng et al. 2007) pergant la membrane de 1’ovule.

Chez les plantes, ils sont considérés comme un messager intra et extracellulaire
permettant a ces derniéres de détecter des différents changements environnementaux et de
développer des systemes de défense adaptés ( Haleng et al., 2007, Favier,2003, Migdal et
Serres,2011).

Dans I’organisme la concentration des radicaux libres est maintenue en équilibre par un
systeme antioxydant, cet équilibre peut &tre rompue suite a un exceés de production des radicaux
libres par certaines conditions du milieu ( rayonnement ultraviolet intense, pollution), mauvaise
habitude (alcool ou tabac) ou par un déficit en antioxydant, dans ce cas on parle de « stress
oxydant » (Favier,2003 ; Migdal et Serres,2011).

Le stress oxydant se définit comme un déséquilibre entre la production d’espéce
radicalaire (ou réactives) de I’oxygeéne ( ERO) et les capacités antioxydantes cellulaires (Migdal
et Serres,2011) et I’excés des radicaux libres non neutralisés par les moyens de défenses est
fortement dommageables pour les macromolécules essentiels (fig.10) (Favier,2006), entrainant
des anomalies d’expressions des genes et des récepteurs membranaires, prolifération ou mort
cellulaire, troubles immunitaires, mutagénese (Goudable et favier,2003; Hennebelle et al.,2003;
Joanny-Menvielle,2005 ; Favier,2006).

Les ERO provoquent le diabete sucré, les maladies neurodégénératives et

cardiovasculaire, les cancers, athéroscléroses etc...( Migdal et Serres,2011).

14
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Les espéces réactives de I'oxygénes

(Oz, OH, 107, H202, H20. NO)

ERO {comme messagers ) Stress Oxydant

- for . Production elevee et chronique
Production modéréeet transitoire - q

Modification réversible de activité des protéines . o
e . Peroxydation lipidique

Facteur de tranzeription {Alteration membranaire)

Proteine kinase Oxydation de UADN
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Protéine phosphatase

Oxydation irréversible des protéines

(Perte de fonction)

Figure 10 : Les conséquences cellulaires ( positive et négative ) des espéces réactives

d'oxygeénes, une question d'equilibre (Carriere et al. 2016), Modifié

2.2.1.3 Les systéemes antioxydants :
Un antioxydant par définition est considéré comme toute molécules ayant le pouvoir de

stabiliser ou de desactiver les radicaux libres (Rahman,2007).

Les organismes utilisent un nombre important de stratégies antioxydantes pour contréler le

niveau des ERO.

2.2.1.3.1 Antioxydants enzymatiques :

L’une des moyens de défense est de nature enzymatique dans lesquelles nous retrouvons
les superoxyde dismutases (SOD),qui €liminent I’anion superoxyde dés sa formation par une

réaction de Dismutation pour donner de peroxyde d’hydrogene (Fig.11).
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Chez I’homme nous retrouvons deux isoformes de cette enzyme , cytosolique (cuivre-zinc

SOD) et mitochondriale (manganése SOD) (Griveau et Lannou,1995).

Son action est renforcée par deux autres enzymes il s’agit de la catalase a cofacteur fer, présente
dans les peroxysomes et de glutathion peroxydase a cofacteur sélénium, présent dans le cytosol
et mitochondrie qui s’effectuent des actions complémentaires dans la réduction de peroxyde

d’hydrogene formé a un dérivé moins réactif en eau et en I’oxygene (Fig.11) (Favier,2006).

2.2.1.3.2 Antioxydants non enzymatiques :

De plus, les plantes synthétisent un autre groupe de composé antioxydant non
enzymatique dont la majorité ne sont pas synthétisé par I’homme, appelé les piégeurs des
radicaux. Ces composés ont la capacité de s’interposer aux differentes actions des radicaux

libres et de les neutraliser ( Griveau et Lannou,1995).
11 s’agit entre autres :

Des vitamines C, le plus abondant et le plus hydrosoluble, ils interposent aux actions d’un
nombre important des radicaux libres comme 1’oxygéne singulet (*O2 ), I’anion superoxyde (Oz"
) et des radicaux hydroxyle (Griveau et Lannou,1995 ; Rahman,2007) ; des glutathions réduits
présentant une propriété remarquable d’activité antioxydante di & la présence d’un résidu
cystéine dans sa structure et impliqué dans la régénération des vitamines E et C (Griveau et
Lannou,1995 ; Matés et Jiménez,1999 ; Rahman,2007, Haleng et al.,2007 ) ; des vitamines E
qui ont une grande activité antioxydante conféré par I’isoforme alpha tocophérol, ils limites la
propagation de la peroxydation lipidique et neutralisent les radicaux libres ( Griveau et
Lannou,1995; Puthur,2016), ainsi que des composés polyphénoliques qui sont reconnus comme
étant des puissants antioxydants, ils piegent les radicaux libres, inhibent de nombreuses
enzymes impliqués dans la production des ERO et interviennent dans la modulation de plusieurs
voies métaboliques (Ryan et Robards,1998 ; Naczk et Shahidi,2003 ; Bekkara et al.,2012).
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Figure 11: Génération d'effets d'oxygéne réactifs et mécanique de défense (antioxydant)
contre les dommages induits par I'oxygeéne actif ( Matés et al. 1999).

2.2.2 Activites Thérapeutiques des composés phénoliques :

Les composés phénoliques connaissent une large utilisation en phytothérapies, et sont
largement exploités aussi dans le domaine agroalimentaire ( Hennebelles,2004). Ce sont des
candidats parfaits pour la prévention ou la réduction de risque des cancers, maladies

neurodégénératives et cardiovasculaires (Ryan et Robards,1998 ; Hennebelle, 2004).

Divers produits pharmaceutiques de nos jours sont produits a partir des composés

d’origine végétales ou constituent le plus grand pourcentage dans ces produits,

D’une part il a été démontré que la consommation d’huile d’olive naturellement riche
en composés phénoliques permet d’atténuer les effets thrombotiques, de conférer a 1I’organisme
une protection contre les effets néfastes des radicaux libres, de réduire le risque de certains
types de cancers (Ghedira,2008), et des maladies cardiovasculaires dans les régions

méditerranéenne (Sousa et al. 2007).

Les différents organes de 1’olivier renferment un nombre considérable des composés
phenoliques les voies métaboliques impliquant leurs syntheses sont complexes, de ce fait ils
peuvent varier nettement d’un tissu a un autre, d’une condition de croissance a un autre et en

réponse a des stimuli environnementaux (Ryan et Robards,1998).
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D’autres part les feuilles d’olivier riche en composés phénoliques sont utilisées comme
diurétiques et préconisées dans le traitement de I’hypertension artérielle modérée, 1’extrait de

feuilles est utilisé comme adjuvant dans les formes légéres de diabéte (Ghedira,2008).

Les extraits phénoliques des oliviers ont des fonctions variées et remarquables a savoir
: activité antioxydante, la capacité de nettoyer les especes réactives de 1’oxygenes, la capacité
d’inhiber la nitrosation, de chélater les ions métalliques et la capacité de moduler certaines

activités enzymatiques cellulaires ( Ryan et Robards,1998).

Leurs rdles de protection des plantes contre les pathogénes fait que les extraits de
I’olivier sont directement reconnus pour leur activité antimicrobienne et leurs propriétés
molluscicides ( Ryan et Robards,1998 ; Ghedira,2008), ), ils peuvent également protéger la
peau contre les rayons ultraviolet en diminuant les dommages causés par les rayons solaires
(Gene et Spiller,2007).

Les composés phénoliques présentent des effets de protection contre 1’oxydation des
lipoprotéines de faible densité ( LDL), dont leur oxydation est liée a la formation des
athérosclérose, activité antitumoral des composés Oleuropéines et Hydrotyrosole, phénoliques

originaire d’olivier est prouvé par des multiples études in vitro (Ryan et al. 2002).

En outre, L’oleuropéine, compte parmi les composés les plus abondants des composés
phénoliques, ce dernier possede des propriétés hypoglycémiques, anti-inflammatoire, antivirale
(Virus de I'immunodéficience humaine), prévient la maladie d’Alzheimer et intervient dans la
protection de 1’organisme contre certains agents pathogéne responsable de certaine maladie

intestinale ou respiratoire (Mouzaoui et al. 2014).

Les produits végétaux sont particulierement riches en métabolites secondaires et

exercent des réles biologiques divers.
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Chapitre 11 : Les matériels et les méthodes :

2.3 Matériel :
2.3.1 Matériel végétal :
Les fruits de I’olivier de Laperrine utilisées au cours de notre expérimentation,

proviennent de la station de Tamanrasset. Notre matériel végétal est fourni par le Dr Lahcene
(2021).

Les fruits séchés sont broyés et conservés a 1’obscurité et a température ambiante. La poudre

obtenue servira pour les différentes extractions.

2.4 Méthodes :

Les extractions et les divers protocoles visant a évaluer le potentiel antioxydant des
extraits de 1’olivier de Laperrine ont été réalisés au niveau du laboratoire de recherche en
biochimie analytique et biotechnologie (LABAB) de 1’Universit¢ Mouloud Mammeri de Tizi-

Ouzou.

2.4.1 Procédure d’extraction :

Nous avons procéedé a la dissolution de 20 grammes de poudre fruits (Fts) dans 200 ml
d’eau distillée. Aprés une macération pendant 24h a 1’obscurité sous agitation (100rpm) a
température ambiante, la phase aqueuse du maceérat est filtrée sur papier Wattman n°1 (Aiche-
Iratni et al., 2015 ; Moualek et al.,2016).

Le filtrat résultat de 1’extraction est lyophilisé. Les poudres végétales ainsi obtenus sont
conservés a I’obscurité a 4°C dans des flacons, hermétiqguement fermés en vue de leurs

utilisations ultérieures.

La pesée des résidus sec obtenus apres lyophilisation nous permet de déterminer le rendement

R de I’extraction obtenu pour chaque type extrait selon la formule suivante.
R % = (PS/PFts) x100

Avec:

R=Pourcentage du rendement;

PS=Poids sec des résidus secs;

PFts=Poids de la poudre de Fruits.
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2.4.2 Analyse quantitative :

L’analyse quantitative est menée par une série de dosages spectrophotométriques UV-

visible.

2.4.2.1 Détermination de la teneur en phénols totaux :

Les phénols totaux sont estimés par la méthode au Folin-ciocalteu décrite par Singleton
et Rossi(1965). Les phénols présents dans les différents extraits subissent une réaction
d’oxydation en présence duré actif de Folin-ciocalteu (RFC) aboutissant a une coloration bleue

proportionnelle a la quantité de polyphénols contenus dans les extraits de fruits d’olivier.

La teneur en polyphénols totaux est déterminée par extrapolation sur la courbe étalon,

¢tablie a partir d’une série de dilutions (10-100pg/ml) d’acide gallique servant de référence.

Dans chaque tube a essai sont ajoutés 0,25ml de 1’échantillon a doser, 1,25ml du réactif RFC
(1/10) et 1ml de carbonate de sodium (75g/l). Les différentes solutions sont incubées a 40°C
pendant 30 minutes par la suite mesurée a 765 nm par un spectrophotometre Meline MD 2000.
La teneur en totaux est exprimée milligramme équivalent acide gallique par grammes de résidu
sec (NgeEAG / g RS).

2.4.2.2 Determination de la teneur en Flavonoides totaux :

La méthode utilisée est celle décrite par Chang et al. (2002). Elle est basée sur
’utilisation du chlorure d’aluminium donnant une coloration jaunatre par chélation des
flavonoides. Ainsi, a 0,5 ml de la solution de chaque extrait, sont ajoutés 1,5 ml de méthanol,

0,1 ml de chlorure d’aluminium, 0,1 ml d’acétate de potassium et 2,8 ml d’eau distillée.

Le mélange est incubé pendant 30 minutes a température ambiante. L’absorbance est mesurée
a415nm. La courbe étalon est réalisé avec la quercétine (100 pg/ml), et I’équation de régression
linéaire, permet de calculer la teneur totale en flavonoides exprimée en milligramme équivalent

quercétine par gramme de résidu sec (mg EQ/g RS).

2.4.2.3 Détermination de la teneur en Tanins totaux :

Le dosage des tanins est réalisé selon le protocole mis au point par Hagerman et Butler
(1978). La teneur totale en tanins exprimée en milligramme équivalent acide tannique par
gramme de résidu sec (mg EAT/g RS), est déterminée par I’utilisation de 1’équation de

régression linéaire obtenue a partir de la courbe d’étalonnage de 1’acide tannique.
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2.4.3 Activités antioxydantes :

Ce sont des méthodes spectrophotométriques le plus souvent utilisées pour I’évaluation

des activités antioxydantes des extraits de fruits. Tous les tests sont répétés trois fois.

2.4.3.1 Capacité antioxydante totale ou test du phosphomolybdate :

Le test du phosphomolybdate permet d’évaluer la capacité antioxydante totale des

extraits végétaux. Il est basé sur la réduction des ions molybdate Mo (V1) en molybdene Mo

(V).

La capacité antioxydante totale est estimée par le dosage du phosphomolybdéne selon
le protocole mis au point par Prieto et al. (1999). Le test consiste a mélanger 0,1 ml de I’extrait
vegétal a différentes concentrations (100 a 1000 pg/ml) avec 1 ml du réactif de molybdate

compos¢ de 0,6 M d’acide sulfurique, 28 mM NaH2PO4 et 4 mM molybdate d’ammonium.

Apreés une incubation de 90 minutes a 95°C et refroidissement du mélange a température
ambiante, 1’absorbance est lue a 695 nm. La courbe étalon est établi avec 1’acide ascorbique (20
a200pg/ml), la droite de régression permet de calculer la teneur totale de la TAC. Cette dernicre
est exprimée en milligramme équivalent acide ascorbique par gramme d’extrait (mg EAA/gQ

d’extrait).

2.4.3.2 Détermination du pouvoir réducteur :

Le pouvoir réducteur des extraits est évalué selon la méthode d’Oyaizu (1986).
Différentes concentrations d'extrait de fruits d’olivier de Laperrine (50 a 500pg/ml) sont
préparées dans de I'eau distillée et mélangées avec 2,5 ml de tampon phosphate (200 mM, pH
6,6) et 2,5 ml de ferricyanure de potassium (K3Fe (CN)6) (1% m/v). Le mélange est incubé a

50°C pendant 20 minutes, puis 2,5 ml d'acide trichloracétique (10%) sont ajoutés.
Le mélange est ensuite centrifugé a 750 g pendant 10 minutes.

Nous prenons 5 ml du surnageant que nous mélangeons a 5 ml d'eau distillée et 1 ml de

FeCI3 (0,1%). Enfin, I'absorbance est mesurée a 700 nm.

L'augmentation de I'absorbance du mélange réactionnel indique une augmentation du pouvoir
réducteur. L’acide ascorbique est utilis¢é comme témoin positif dans les mémes conditions

expérimentales.
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Chapitre 111 : Résultats et discussions

3 Analyse quantitative et évaluation de quelques activité antioxydante
3.1 Analyse quantitative :

3.1.1 Rendement des extraits bruts :
Le rendement d’extraction caractérise la masse de I’extrait obtenu aprés évaporation du solvant
(Lyophilisation). Il dépend de la nature du solvant utilisé dont la polarité, le pH, la température,

le temps d’extraction et la composition de 1’échantillon ( Do et al. 2013).

L’extrait aqueux obtenu a partir de fruits (Fts) d’olivier de Laperrine apres lyophilisation a

d’une couleur marron foncée avec un rendement de 10,09 + 7,24 % (Tab. 2)

Tableau 2: Redément d’extraction.(moyenne + ecartype).

Matériel végétal ‘ Extraction ‘ Couleur Rendement

e MM S

Le rendement d’extraction que nous avons obtenu correspond a la valeur de 10,09 +

7,24 %, cette valeur est supérieure a celle obtenue par Sousa et al. (2008) a partir d’une
extraction aqueuse a température ambiante et d’ébullition d’olive de table de variété «
alcaparras » un rendement de 5,82 + 0,04 % et de 7,20 £ 0,25 % mais largement inférieur a
ceux obtenus en utilisant de méthanol a température ambiante et bouillante dont les valeurs se
varient entre 19,38 + 0,81 % et 32,22 + 12,95. Cette différence pourrait étre due a I’effet de la

température.

Selon Mahmoudi et al. (2012), ’augmentation de la température peut favoriser d’une
part la diffusion et la solubilité des extraits d’autres part sont nuisible pour certains composés

fragiles.

Notre résultat est inférieur a ceux obtenus par Mahmoudi et al. (2012) sur les differentes
parties : fleur (17,51%) ; Tiges (19,24%) ; réceptacle (20,13%) et Bractées (13,24%) d’artichaut

« Cynara scolymus L. »en utilisant quatre type de solvant : eau, éthanol, acétone et méthanol.
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La solubilité de I’extrait dans le solvant est un parameétre majeur dans I’extraction des composés
phénoliques et le rendement d’extraction peut étre différent en fonction du mode opératoire et

de I’organe étudié (Mahmoudi et al.,2012; Alam et al.,2012).

3.2 Dosages des extraits bruts de fruit d’olivier
La détermination de la teneur des polyphénols : polyphénols totaux (PPT), flavonoides totaux
(FT) ettannins totaux (TT) est réalisé par les méthodes spectrophotometriques :Folin-ciocalteu,

trichlorure d’Aluminium, et méthode basée sur la formation de complexe Protéine-Tannin.

3.2.1 Lateneur en Polyphénols totaux :

Le résultat obtenu pour le dosage des polyphénols totaux (PPT), en utilisant I’équation de la
courbe d’étalonnage (y=0,011x - 0.0028 et R?=0,99 ) (Fig. 12) de standards d’acides gallique
est de 38,79 = 1,27 mg EAG/g RS.

1I2I:II:I -

1,000 4

0,800 A

0500 A

0400 4

Absorbance 3 765nm

0200

] 20 ENy] & a0 1o 120

Concentration d'acide gallique {pz/ml)

Figure 12 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique

En raison de manque de travaux sur le fruit d’olivier de Laperrine, pour évaluer notre
extrait en matiere de teneur en polyphénols nous avons ¢€t¢ dans la contrainte d’effectué une
analyse comparative avec des données publiées sur la quantification des polyphénols a partir

de fruits des autres espéces d’Olea europaea ou d’autres fruits d’espéce différente.

La teneur obtenue en polyphénols totaux est de 38,79 + 0,27mg EAG/g de residu sec,
cette teneur est importante par rapport a celles rapportées par la littérature a partir de fruits de

certaines espéces, de plusieurs variétés differentes et de localité différente.
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Notre valeur est supérieure a celles obtenues en polyphénols totaux d’une variété «
alcaparras » en quatre localités differentes de la région Tra "os-Montes ( Nord Est du Portugal
) par Sousa et al. (2008) dont les valeurs sont de 29,88 mg EAG/g d’extrait sec de (Car.
Ansiaes), de 16,6 mg EAG/g d’extrait sec de (Braganca), de 16 mg EAG/g d’extrait sec de
(Mac Cavaleiros) et de 11,90 mgEAG/g d’extrait sec de (Mirandela).

Ainsi Ebrahimzadeh et al. (2009) ont travaillé sur le fruit de Sureau Hieble « Sambucus
ebulus elburensis » d’origine du Nord Iran, ils ont obtenu a partir d’une extraction aqueuse et
méthanolique des teneurs en polyphénols de 41,59 + 0,25 mg EAG/g de poudre sec (extrait
aqueux) qui est légérement supérieure a notre résultat mais ils ont obtenu une valeur de 27,37
+ 0,18 mg EAG/g de poudre sec (extrait méthanolique ) qui est largement inférieur a notre

résultat.

Cette différence en teneurs phénoliques pourrait étre d aux effets de type de solvant
utilisé pour I’extraction des composés phénoliques. L’eau permet d’extraire une quantité

importante des polyphénols plus que méthanols et cette quantité varie en fonction d’organe et

espéce étudiée ( Ebrahimzadeh et al.,2009 ; Mahmoudi et al.,2012).

Notre teneur en polyphénols obtenue a partir d’extraction aqueuse de Fts d’olivier de
Laperrine excede a celles obtenues par Brahim et al. (2016) a partir de fruits de deux variété (
sauvage et domestique) de caroube Marocaine (Ceratoniasiliqua L.) donc la valeur maximale
en polyphénols totaux est de 22,75 + 0,07 mg EAG/g de poudre séche pour les variétés «

sauvage » et de 18,06 £+ 0,04 mg EAG/g de poudre séche pour la variété « domestique ».

Plusieurs études se sont intéressées a la quantification des polyphénols dans les extraits

de fruit d’olive de differentes variétés et a des régions differentes .

Ainsi la teneur en polyphénols (PPT) dans les extraits d’acétone d’olive d’une variété
Chinoise « Canarium album L. » obtenue est de 1291mg équivalent AG/ 100g de poids frais
(He et Xie,2007).

Par ailleurs celle obtenue dans les extraits méthanolique d’olive de quelques cultivars
Iranienne est de 1997mgEAG/ 100 g de plante seche pour le cultivar « Mishen » et de 888
mgEAG/100gde plante séche celui de « Conservalina » (Hajimahmoodi et al.2008). La teneur

varie d’une espece a I’autre et d’une région a ’autre.
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Une étude similaire a été realise par Brahmi et al. (2013) a partir d’une extraction
méthanolique de fruit d’Olea europaea L. de deux variété Tunisienne « Chamlali et Neb jmel »
les valeurs obtenues en polyphénols varient de 497,48 mg équivalent d’Hydrotyrosole/100g de
poids sec de varieté « Chamlali » et de 802,62 mg équivalent hydrotyrosole/100g de poids sec

de variété « Neb jmel ».

D’autre part Ben Othman et al. (2009), ont déterminé la teneur en PPT a trois stades
differentes de la maturation des fruits d’olive Tunisienne de variété « Chetoui » dont les valeurs
sont de 2258 + 130 mg EAG/100g de poids frais (fuit non mature), de 2233 + 158 mg EAG/100g
de poids frais (Fruit en post-maturité) et de 176 + 40 mg EAG/100g de poids frais (Fruit mur).

Ils ont constaté une importante variation en teneurs phénoliques qui diminue au fur et a
mesure de la maturation du fruit. La teneur phénolique dans un extrait de fruit peut étre

influencée par le stade de maturité de fruit.

3.2.2 La teneur en Flavonoides totaux :

La valeur obtenue pour le dosage des Flavonoides totaux en utilisant 1’équation de la courbe
d’échantillonnage (y=0,0067x - 0,1623 et R2 = 0,95) (Fig. 13) de standards la quercétine est de
10,01 + 0,64 mg EQ/g RS.

0600 4
0500 4
E
:E, 0400 4
2
g 0,300 4
_rE 0,200 4
2 0 A00
L
< 0,000 * : : : .
-0100 4 20 A0 &0 a0 1a0 120
Concentration en Quercetine (pgfml)

Figure 13: Courbe d’étalonnage de la quercétine

La teneur en flavonoide obtenue dans notre extrait est importante en comparant avec ceux

rapportés par la littérature.
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Les valeurs obtenues en flavonoides par Ebrahimzadeh et al. (2009) a partir d’une
extraction aqueuse et méthanolique d’extrait de fruit de Sureau Hiéble « Sambucus ebulus
elburensis » est de 23,80 + 0,17 mgEQ/g de poids sec ( extrait aqueux) et 14,70 £ 0,09 mgEQ/
g de poids sec qui sont supérieures a notre valeur (10,01 £ 0,64 mg EQ/g RS) .

Cette différence de teneur en flavonoides semble liée a ’espéce étudiée, la teneur en
composés flavonoides totaux différent d’une espéce a une 1’autre (Brahmi et al.,2013 ; Brahim

et al.,2016).

Par contre notre valeur est largement supérieure a celles obtenues par Brahim et al.
(2016) a partir de fruits de deux variété ( sauvage et domestique) de caroube Marocaine
(Ceratonia siliqua L.) donc la valeur maximale en flavonoides totaux est de 1.02 mgEQ/g de
poudre séche pour les variétés « sauvage » et de 0,73mgEQ/g de poudre seche pour les variétés

« domestique »

D’autre part une étude similaire a été effectué par Brahmi et al. (2014) a partir d’une
extraction méthanolique d’extrait de fruit d’Olea europaea de deux variété¢ Tunisienne dont les
valeurs en flavonoides sont de 222,89 mg E Catéchine/100g de poids sec pour variété «
Chetoui » et de 174,32 mg E Catéchine/100g de poids sec pour variété « Chamchali » et conclu

que la teneur en flavonoides totaux varie d’une variété a une autre.

Selon Brahmi et al.(2013), la teneur en flavonoides totaux dans les olives varie en
fonction de la maturité, ils ont enregistré des variations importantes de la teneur en flavonoide
au niveau de deux variétés d’Olea europaea durant leur maturation, qui augmente au début de

la maturité et chute a la maturité dont les valeurs sont représentées dans le (Tab.3).

Tableau 3: Teneurs en flavonoide dans le fruit durant la maturité ( Brahmi et al. 2013)

Les teneurs en Flavonoides totaux dans le fruit d’olive
Les variétés Octobre Janvier
( fruit non mur) (fruit mur)
Chamlali 263,62 mgEC/100 g de PS | 160,1 mgEC/100 g de PS
Neb jmel 454,70mgEC/100g de PS | 95,84mgEC/100g de PS
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3.2.3 La teneur en Tannins totaux :

Le résultat obtenu pour le dosage des Tannins totaux (TT), en utilisant 1’équation de la courbe
d’étalonnage (Y= 0,0005x - 0,0467 et R2= 0,99 ) (Fig. 14) de standards d’acide tannique est de
51,79 £ 0,20 mg EAT/g RS.
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0,800
0,700 -
0,600 -
0,500 |
0,400 -
0,300
0,200 *
0,100 -
0,000 | |

0 500 1000 1500 2000 2500

Concentration en Acide tannique (ug/ml)

Absorbance a 510nm.

Figure 14: Courbe d’étalonnage a 1’acide Tannique.

Quant aux tannins totaux 51,79 + 0,20 mg EAT/g RS, les résultats apportés par la littérature
montrent que la teneur en tanins totaux est trés importante dans les Fts de I’olivier de Laperrine
en comparant la valeur obtenue a celles rapportées par Brahim et al.(2016) a partir de fruits de
deux variété ( sauvage et domestique) de caroube Marocaine (Ceratonia siliqua L.) donc la
valeur maximale en tanins est de 1,02 + mg équivalent de pro-anthocyanidine/ g de poudre
séche pour les variétés « sauvage » et de 0,68 mg équivalent de pro-anthocyanidine / g de poudre

seche.

D’autre part Brahmi et al. (2013) ont déterminé la teneur en tanins totaux a partir
d’extrait méthanolique de fruit de deux variétés d’olive, ils ont obtenu pour les tannins totaux
une valeur de 78,08 mg EC/100g de poids sec pour la variété « Chamlali » et 83, 73 mg EC/
100g de poids sec pour «Neb jmel » , ils ont montré une variation inter-variétale en teneur du

tanins totaux.

Dans notre étude nous avons obtenu une valeur importante en tanins totaux par rapport
aux flavonoides totaux et aux polyphénols totaux, ce résultat pouvant étre en rapport avec le
solvant utilisé car 1’eau permet d’extraire une forte quantité¢ des tanins par rapport a d’autres
solvant comme methanol et éthanol (Mahmoudi et al. 2012) et d’autres part une faible teneur
en flavonoide par rapport au polyphénols totaux ceci pourrait étre expliqué par la présence en

grande pourcentage des polyphénols non flavonoides tels que Hydrotyrosole qui est considéré
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comme le composé le plus abondant dans les fruits d’olive, de I’oleuropéine et de tyrosol
(Vinha et al.,2005 ; Sousa et al.,2008) ainsi que la nature du solvant, selon Mahmoudi et al.

(2012) I’éthanol et acétone sont les meilleurs extracteurs des flavonoides que I’eau.

A lumiére de I’ensemble de ces analyses et de ces études comparatives concernant la
teneur en polyphénols de notre extrait et ceux publiées dans la littérature, notre extrait se montre

tres riche en polyphénols.

Cette richesse en polyphénols de notre extrait de Fts d’olivier de Lapperine pourrait étre

expliqué par plusieurs parametre.

Premierement sa localisation, cette sous-espéce se trouve dans un milieu aride et dont
la température est tres élevée, selon Lutz,(1928) la forte luminosité favorise la formation des

tanins ce qui corrobore a sa forte teneur en tanins totaux.

secundo c’est une sous-espece qui se trouve sous I’influence de plusieurs agressions
dans son milieu naturel ceci pourrait induire la synthése des métabolites secondaire entre autres

les composés phénoliques (Tattini et al. 2006).

Comme souligné par Mancheix et al. (1996) les polyphénols sont caractérisés par une
répartition qualitative et quantitative trés inégales selon I’espéce considérés mais aussi les

organes, les tissus et les stades physiologiques.

4 Evaluation de L’Activité antioxydante de I’extrait de fruit :

La mise en évidence du pouvoir antioxydant de ’extrait de fruit d’olivier de Laperrine a été
réalisé par le test de la capacité antioxydante totale (CAT) ,et le test de la réduction de fer
(FRAP).

4.1 La capacité antioxydante totale CAT :

Nous notons sur la (fig. 15) une augmente de I’absorbance (Densité optique) de notre extrait en

fonction de I’augmentation de la contraction.

Cette augmentation d’absorbance qui serait probablement dii a la réduction des ions molybdate

Mo (V1) en molybdene Mo (V) qui traduit la capacité antioxydante de notre extrait.
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Figure 15: Evolution de I’absorbance avec la concentration d’extrait de fruit.

A partir de I’équation de la courbe d’étalonnage ( y = 0,0065 — 0,0278 et R2 = 0,99) de
référence acide ascorbique, nous avons obtenu une valeur de 154,05 * 6,22 mg équivalent Acide
Ascorbique/g de résidu sec (mg EAA/g de RS) correspondant a la capacite antioxydante totale
de I’extrait de fruits d’olivier de Laperrine. Cette capacité antioxydante globale de notre extrait
testé est importante et serait probablement en rapport a la teneur en polyphénols dans 1’extrait

(Vinha et al.,2005 ; Touaibia et Chaouch,2014)

Cette remarque confirme le résultat de plusieurs auteurs qui ont relié I’activité
antioxydante d’un extrait végétal a sa teneur en polyphénols et a la nature chimique de ces
composés (Ryan et Robards,1998 ;Vinha et al.,2005; Ferreira et al.,2006 Bouskou et al.,2006;
Do et al.,2013; Touaibia et Chaouch,2014).

Dans les travaux de Vinha et al. (2005), ils ont déterminé la nature des composés
phénoliques d’extrait de fruit de 18 cultivars d’olive Portugaise, provenant des differentes
régions de Portugal, ils ont identifié¢ la présence de 1’hydrotyrosole, lutéoléine , la rutine, de
I’Oleuropéine, la quercétine,7-O-glucoside, 3-O-rutinoside et Cyanidine, 1’acide caféique dont
les composés majoritaires €taient hydrotyrosole et Oleuropéine et lient 1’activité antioxydante

a la teneur et a la nature des composés phénolique présent dans les olives.

D’autres part Touaibia et Chaouch (2014), ont déterminé la capacité antioxydante de
trois extraits : aqueux, méthanolique et éthanolique des feuilles de Myrtus nivelli ( Myrtaceae
) et évaluent 1’extrait éthanolique comme possédant la plus grande activité antioxydante par
rapport aux deux autres et relient cette forte activité antioxydante des extraits éthanoliques a sa

teneur en polyphénols car ces derniers sont capables de réduire les radicaux libres
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par transfert d’hydrogene et sont des bons chélateurs de certains ions métalliques.

D’aprés Ryan et Robards (1998), la supériorit¢ de 1’huile d’olive en matiére des
propriétés antioxydantes par rapport a certaine huile provient de sa richesse en certains
composés a savoir les tocophérols et les composés phénoliques, cette propriété antioxydante
diminue dans I’huile d’olive raffiné di a la diminution de sa teneur en composés phénolique

par des traitements industriels.

La capacité antioxydante totale obtenue dans notre évaluation pourrait étre explique par
la richesse de 1’extrait de Fts d’Olivier de Laperrine en polyphénols, ce qui corrobore avec les
données publiées par Touaibia et Chaouch,(2015), qui ont déduit que ’activité antioxydante
des extraits dépend nécessairement du taux de polyphénols synthétisés et accumulés durant le

cycle végetatif de la plante.

4.2 Pouvoir réducteur sur le ferrocyanure de potassium (FRAP) :
Une évolution de densité optique (D.O) de notre extrait de Fts d’olivier de Laperrine en
fonction de la concentration. La vitamine C qui est utilisé dans notre analyse comme un contrdle

positif a montré une absorbance plus élevée par rapport a notre extrait (Fig. 16).

Augmentation du (D.O) est surement en rapport aux pouvoir réducteur de notre extrait
sur I’ion Fe®', ceci montre que notre extrait posséde un pouvoir réducteur, selon Touaibia et
Chaouch,(2014) la présence des réducteurs (anti-oxydant) dans les extraits des plantes provoque

la réduction de Fe**/complexe ferricyanide a la forme Fe?*.
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Figure 16: Evolution de 1’absorbance en fonction de la concentration d’extrait de fruit et de

I’acide ascorbique.
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A partir de I’équation de la courbe d’étalonnage (y =0,0113 + 0,0007et R*= 0,98) de standards
I’acide ascorbique, nous avons obtenu un pouvoir réducteur de notre extrait d’une valeur de
224,67 + 6,22 mg EVitC/g de résidu sec (mg équivalent de vitamine C par gramme de résidu

Sec).

L’extrait de Fts d’olivier de Laperrine posséde un pouvoir réducteur trés important en
comparant avec les données publiées qui pourrait probablement lier a sa teneur en polyphénols

ainsi que la nature chimique des composés phénoliques présents.

Dans les travaux de Hajimahmoodi et al. (2008), qui ont effectué des analyses sur 6
cultivars d’Olive Iranienne, et ils ont déterminé pouvoir réducteur des 6 cultivars, ils ont obtenu
des valeurs qui différent d’un cultivar a un autre dont les données sont représentées dans le

(Tab.4). lls ont relié le pouvoir réducteur des extraits a la teneur en polyphénols.

Tableau 4: les valeurs des pouvoir réducteurs obtenues par le test de FRAP avec les fruits

d’olive de quelques cultivars d’Olea europaea L.(Hajimahmoodi et al .2008).

Les cultivars Pouvoir réducteur (FRAP) Références
bibliographiques
Conservalina 3,161 + 0,164 g E Vit E/100g de PS
Blaidy 6,668 + 0,534 g E Vit E/100g de PS
Amphisis 7,293 £ 0,284 g E Vit E/100g de PS
Shengeh 7,725 + 0,574 g E Vit E/100g de PS Hajimahmoodi et
al .(2008)
Cronaiky 5,545 + 0,312 g E Vit E/100g de PS
Mishen 8,331+ 0,434 g E Vit E/100g de PS

Nous avons déterminé IC50 de notre extrait qui correspond a la concentration de I’extrait
permettant d’avoir une inhibition de 50% des molécules instables. Plus cette IC50 est faible

plus le pouvoir réducteur est important.
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Nous obtenons une IC50 de notre extrait d’une valeur de 387,5ug/ ml ce qui est
largement inférieure a la valeur obtenue pour la molécule de référence (la vitamine C), nous

enregistrons une IC50 de 44,19ug/ml.

Cette différence pourrait étre expliqué du fait que nous avons testé un extrait brut qui en
dehors des molécules possédant des activités réductrices il peut contenir d’autres molécules
pouvant s’interposer (une molécule antagoniste) son action concernant la réduction d’ion Fe3+,
donc il englobe plusieurs molécules de nature chimique différente contrairement a la vitamine

C qui est produit pur donc son action est spécifique et claire.

Plusieurs travaux sont effectués a la détermination de pouvoir réducteurs des extraits de fruit

d’olive de différente variété et relient ce pouvoir réducteur a la teneur en polypheénols.

Sousa et al. (2008) ont déterminé le pouvoir réducteur a partir d’extrait de fruit d’olive
de variété « alcaparras » dans quatre localités de Nord Est du Portugal, ils enregistrent dans la
localité de Braganga une valeur d’IC50 qui varie de 1,40 a 0,49 mg/ml, de Mirandela une valeur
d’IC50 qui varie de 1,64 a 0,59 mg/ml, de Macedo de Cavaleiro une valeur d’IC50 0,51 mg/
ml, et dans la localité Carvazela de Ansiaes une valeur d’IC50 de 1,51 mg/ ml dans cette
derniére localité ils ont obtenu sur un extrait une valeur d’IC50 0,36 mg/ml qui correspond au

pouvoir réducteur le plus important.

Dans leurs Travaux ils ont relié ’activité antioxydante de leurs extraits a la teneur et au
nature chimique des polyphénols, du fait que cette composition phénolique varie au niveau des
fruits durant le cycle de développement en particulier les polyphénols: I’oleuropéine diminue
et le tyrosol et I’hydroxytyrosol augmentent ce qui peut avoir une influence sur leur activité
antioxydante (Sousa et al. 2008), et ils ont conclu que I’activité antioxydante d’un extrait varie

d’une espece a une autre et proportionnellement lié a la teneur en polyphénols.

D’autres part Zachwieja et al. (2003) ont effectué une étude comparative du contenu des
principaux composés antioxydants et de leurs activités antioxydante de deux fruits :

Pamplemousse Blanc et son nouvel Hybride ( Citrus paradisi var Jaffa Sweetie).

Dans leurs études, ils ont obtenu des teneurs en polyphénols totaux et des activités
antioxydantes totale (AAT) différentes dont I’hybride présentait une teneur en polyphénols
totaux de 171,9 + 9,1 umole EAG/g de PS (micromole d’équivalent acide gallique /gramme
de poids sec) et une AAT de 105,4 + 7,1 umole ET /g de PS (micromole d’Equivalent de Trolox

par gramme de poids sec ) plus important que ceux obtenues dans le Pamplemousse blanc en

34



10
11

12
13
14

15

16
17
18
19
20

21
22
23
24
25

polyphénols totaux 134,0 £ 8,9 um EAG/g de PS ainsi qu’en AAT 100 + 9,8 umole ET /g
de PS.

Ainsi I’activité antioxydante contre les radicaux peroxyles obtenu par 1’extrait d’hybride
du pamplemousse est plus élevée que celle du pamplemousse blanc, de ce fait, ils relient la forte
activité antioxydante obtenue dans le fruit hybride a sa richesse en polyphénols ainsi que la
nature chimique de ces composés entre autre les composés d’acide hydroxycinnamique (acide
férulique, acide caféique, acide anisique et p-coumarique) dont le composé majoritaire était

acide férulique.

Aux regards de ces données publiées notre extrait de Fts peut étre reconnu comme possédant
un pouvoir réducteur important qui caractérise un potentiel effet anti-oxydant d’un extrait
(Touaibia et Chaouch,2014).

Notre extrait de Fts présente un pouvoir réducteur remarquable, de ce fait il pourrait
contenir des composés ayant la capacité de céder des protons ou d’¢électrons pour réduire une
molécule instable dans une solution, ce qui résume le potentiel activité antioxydante d’un

extrait.

Cette activité antioxydante est en rapport avec sa richesse en composés phénoligue ce
qui est en accords avec le résultat de plusieurs études publiés ( Covas et al.,2001 ; Vinha et
al.,2005; Bouaziz et al.,2005 ; Bouskou et al.,2006 ; Brahmi et al.,2013) qui ont montré que
I’activité antioxydante d’un extrait est proportionnelle a la teneur quantitative et qualitative en

polyphénols.

Plusieurs études montrent que cette activité antioxydante peut étre influencer au niveau
des fruit en fonction du cycle de maturation et le type de solvant utilisé pour 1’extraction des
polyphénols, c’est primordial de choisir un solvant qui peuvent extraire les polyphénols en
préservant leurs activités biologiques ( Mahmoudi et al.,2012 ; Alam et al.,2012 ; Brahmi et
al.,2013).
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5 Conclusion :
A T’issu de ce travail, dans lequel nous nous sommes intéressés a effectuer une analyse
quantitative d’extrait de fruits (Fts) d’olivier de Laperrine et de porter une évaluation sur les

propriétés antioxydantes de I’extrait par deux test FRAP et CAT.

Il s’est avéré que 1’extrait de Fts d’olivier de Laperrine est riche en polyphénols des teneurs
importantes en polyphénols totaux, en flavonoides totaux et en tanins totaux, dont ces molécules

sont susceptibles d’avoir une activité antioxydantes importantes.

L’évaluation des propriétés antioxydantes par les deux tests montrent un pouvoir réducteur
satisfaisant, de ce fait, notre extrait pourrait contenir des composés ayant la capacité de céder
des protons ou d’électrons pour réduire une molécule instable dans une solution, ce qui

caractérise le potentiel activité antioxydante d’un extrait.

Cette propriété antioxydante que possede notre extrait est en rapport avec sa richesse en

polyphénols ce qui est en accord avec les données de plusieurs auteurs.

A travers I’ensemble de ces résultats, il en ressort que ’extrait de Fts d’olivier de Laperrine
peut étre considérée comme une source importante des molécules aux propriétés réductrices
dont antioxydantes, de ce fait ces composés phénoliques de I’extrait de Fts d’olivier de
Laperrine peuvent étre extraits et étre utilisés dans un but thérapeutique contre les maladies liés
au stress oxydant ou utilisé en tant qu’anti-oxydant dans le domaine agro-alimentaire comme

alternative aux molécules synthétiques qui ont toujours des effets secondaires.

Il serait utile d’effectuer une analyse chromatographique sur un extrait de fruit d’olivier de
Laperrine et d’identifier la nature chimique des molécules phénoliques qu’il contient et de
mettre un point sur les molécules responsables de cette activité antioxydante que possede notre
extrait brut, d’envisager d’autre méthode d’extraction des composés phénoliques de Fts
d’olivier de Laperrine avec de solvant différent pour déceler les différences en teneur et en

activite biologique.

Il serait important de prendre en considération la protection de cette sous espéce de la famille
des Oleaceae par des programmes de protection vis- a vis de son caractére résistant et de sa

richesse en composé phénolique.
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