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Introduction géné&ale

Le Sahara est le plus grand désert du monde, il couvre plus de 9.4 millions km? d’ Afrique du
nord. Le nombre d’espéces qu’il comprend est limité, mais quelques taxons endémiques ont
éésignalé dans ces montagnes sahariennes dont I’olivier de Laperrine (Olea europaea subsp.
laperrinei). Cet arbre appartient ala famille des Oleaceae, il résiste bien aux conditions
climatiques extrénes telles que les tempé&atures éeveées, exposition solaire soutenue et la
s&heresse (Besnard et al ., 2012). Cela a pour conséguence la biosynthese des méabolites
secondaires, ces derniers jouent un r@e important dans la capacit€adaptative de la plante a
son milieu.

De nombreux chercheurs présentent 1’olivier par ses nombreuses vertus pour la santé
humaine, et sa richesse en composés phénoliques qui représentent 1’une des principales
classes des méabolites secondaires. Ils ont un grand pouvoir antioxydant, ils sont
anticancé&eux, antimicrobiens, jouent un rde important, dans la lutte contre les maladies
cardiovasculaires, inflammatoires... (Guillouty ,2016).

Les polyphénols exercent une activitéantioxydante par leur capacité apiéyer les espéses
radicalaires et la ché&ation des méaux de transition tels que le fer et le cuivre, ce qui entraine
une inhibition de la réction de Fenton et par conséjuence la formation de radicaux libres
dans les milieux physiologiques (Pietta, 2000).

Notre travail consiste a caractériser ’extrait aqueux des tiges d’Olea europaea subsp.
laperrinei & travers une analyse quantitative et une évaluation de quelques activités
antioxydantes (CAT et FRAP).

Le premier chapitre est consacré ala synthese bibliographique dans laquelle nous
reprenons une description botanique et écologique de I’olivier de Laperrine ; celle des

composés phénoliques, suivi par leurs modes d’action en tant que molécules antioxydantes.

Dans le deuxiéme chapitre, nous rapporterons le maté&iel et les mé&hodes utilisées au
cours de notre exp&imentation.

Dans la troisiéne partie, nous discutons les réultats obtenus.

Nous terminons notre discussion par une conclusion géné&ale.



Chapitre |
Synthese bibliographique



Premiere partie :

Présentation de D’olivier de
Laperrine
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Chapitre | Synthése bibliographique

1-Caractéristiques générales de Iolivier de Laperrine

Olea europaea subsp. laperrinei, ou olivier de Laperrine, est une sous-espece
d’olivier appartenant a la famille des Oleaceae. Elle est end@nique des régions montagneuses
du Sahara central (Baali-Cherif etal., 2007).

En Algéie, elle (Fig. 1) est préente dans les massifs du Hoggar, du Mouydir, du
Tafedest et du Tassili n'Ajjer. Les populations de ce taxon relique sont en ré&gression depuis
les changements climatiques du Plé@stocene. De plus, cette sous-espée n'a montré&aucune
trace rezente de regeéné@ation naturelle, et de ce fait, elle est menac& localement de
disparition (Baali-Cherif etal., 2007).

Figure 1 : L’olivier de Laperrine (Baali-Cherif, 2007).

L’olivier de Laperrine représente une ressource genéique importante par la qualitéde
sa résistance ala séheresse pouvant &re potentiellement utilisée comme porte greffe des
différentes variétés d’olivier cultivées dans les régions arides. Sa présence depuis des
milléaires dans un milieu vaste et isoléou les flux généiques entre populations sont tres
limité lui confé&e un patrimoine gééique trés conserve (Baali-Cherif, 2007).L’olivier de
Laperrine représente 1’une des six sous-espeges du complexe taxonomique Olea europaea
définit par Green (2002) (Tab.l).
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Chapitre |

Synthése bibliographique

Tableau I : Sous-espeees du complexe taxonomique Olea europaea (Green, 2002).

Sous-especes de I’Olea europaea

Olea europaea subsp. europaea

Olea europaea subsp. cuspidata

Olea europaea subsp. cerasiformis
Olea europaea subsp. guanchica
Olea europaea subsp.laperrinei

Olea europaea subsp. maroccana

1-1-Classification

Localisation
caractéistique du bassin méditerranéen dont
la variéécultivee (var. europaea) est
I’olivier et dont les variétés sauvages
(var.sylvestris) sont désignees sous le nom
d’oléastre.

la sous espeee la plus répandue dans le
monde, présente dans toute I’ Afrique et dans
de nombreuses r&gions seehes d’Asie, de

I’ Arabie saoudite jusqu’en Chine.

endémique de Madere

endénique des Tes canaries

pré&ente dans les montagnes sahariennes
(Battandier et Trabut, 1911)

représenté par une population isolé du haut
Atlas marocain (Grenter et Burdet) (Vargas
et al., 2001)

Cronquist (1981), classe 1’olivier de Laperrine dans la famille des Oleaceae (Tab.ll).

Tableau Il : Position systématique de 1’olivier de Laperrine.

Sous Régne
Division
Classe
Sous classe
Ordre
Famille
Genre
Espeze
Sous espeee

Tracheobionta
Magnoliophyta
Magnoliopsida
Asteridae
Scroprulariales
Oleaceae

Olea
Europaea

O. e.laperrinei
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1-2-Description botanique
1-2-1- Appareil veg&atif

Il est rare de trouver 1’olivier de Laperrine sous forme de pied franc, il se présente le
plus souvent sous une forme buissonnante formé de 3 a6 rejets (Baali-Cherif ,2007).
D’apres Battandier et Trabut (1911), les oliviers de Laperrine sont représentés en gené&ale par
des individus dont la taille moyenne des rejets varie de 1,5 a4 m de haut et dont le tronc
pré&ente un diamekre de 0,4 &0,5 m environ.

L’olivier prend I’allure soit d’un arbuste a rameaux intriqués, soit d’un arbre au tronc
noueux. Les rameaux feuillés forment un enchevétrement serré caractéristique de 1’action
anthropique, fourrage aux animaux (Benichou, 1962).

Les feuilles sont coriaces, opposéss et entiées portées par des rameaux qui sont grées
et flexibles (Fig.2A). Elles ont une forme lancélé&-lin&ire de 4 &6 cm de long et 0,5 &0,7
cm de largeur en moyenne. Elles sont vertes cendrés sur la face supéricure, alors qu’elles
sont argentés sur la face infé&ieure (Fig.2B). La surface foliaire est réluite ce qui permet de
limiter la perte d’cau (Baali-Cherif et Besnard, 2005).

A -Une jeune tige montrant la caractéristique de

la disposition opposée des feuilles )
B-Feuilles montrant I'aspect des deux faces (adaxiale et abaxiale)

Figure 2 : Caractéres morphologiques des feuilles de 1’olivier de Laperrine
A : Disposition opposé des feuilles (Baali-Cherif, 2007) ; B : Face supé&ieure et face
infé&ieures des feuilles (Dr Lahcene, 2020).

Le systeme racinaire adapté de ce taxon lui permet de capter I’eau a une grande
profondeur (Baali-Cherif et Besnard, 2005).

1-2-2- Appareil reproducteur

L’inflorescence de ’olivier de Laperrine est caractérisée par une grappe, flexible
comportant un axe principale avec 2 a4 ramifications secondaires.
Les fleurs sont axillaires de 4 &6 mm de diamétre, de couleur blanch&re avec des bractéles
pré&entes et bien développeé (Fig. 3). L’olivier du sud fructifie rarement (Baali-Cherif et
Besnard, 2005) et seulement quelques arbres produisent des graines (Besnard et al., 2007).
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Les fruits ou les olives sont rassemblé& en panicules. Ils sont de forme ovo'de a
sphé&ique, mesurant 4 &5 mm de diamétre et 5 &8 mm de longueur. La pulpe est de couleur
violée (Medail et al., 2001).

Figure 3 : Représentation des fleurs de 1’olivier de Laperrine ; | : Inflorescence ; F : Fleur
(Photo Dr Lahcene, 2021).

Au cours de la maturation, les olives passent de la couleur vert tendre (Fig.4A) ala
couleur noirére (Fig.4B). Le mésocarpe est charnu et mou, il renferme un noyau tres dur &
endocarpe scarifiécontenant 1 &2 graines.

A-Fruit immature B-Fruit mature

Figure 4 : Représentation du fruit de I’olivier de Laperrine ; A : Etat immature ; B : Etat
mature (Photo Dr Lahcene, 2021).



Tableau I11: Les caracté&es morphologiques de I'appareil vegéatif et reproducteur de I'olivier de Laperrine (Baali-Cherif, 2007)

Caractéres

morphologiques

vegdatifs

Caractéres

morphologiques

reproducteurs

Rameaux

Caractéres
genéaux

Grées flexibles,
peu fournis en

Entieres
terminé&s en
mucron ou
obtuse  sans
stipules,
glabres
persistantes
en disposition
opposees dans
le rameau

Inflorescence (grappe)

Nombre | Nombre
de de fleurs
grappes = par grappe
par
rameau

6-10 8-6

Forme

Etroite
lin&ire

Couleur

Blanche

Feuilles
Couleur Nervure
centrale
Face Face Face adaxiale
et | abaiale adaxiale
Verte
Argentée
Fleurs
Longueur
Diamére | péloncule Epaisseur (mm)
Corolle | (mm)
( mm)
Pulpe Endocarpe
4-5 1-1,17 0,6 -1 0,15-0,30

Longueur

4-6

Forme

Ovo'de
globuleuse

Taille en (cm)

Largeur Largeur
péiole
0,5-0,7 0,2
Fruit
Poids  sec | Dimension
(9) (mm)
Endocarpe

0,006- 0,008 4-6
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1-3 Répartition géographique

Selon Benichou (1962), cet arbre se rencontre dans trois reégions diffé&entes (Fig.5):

e Le Sahara central (Algé&rie) ; dans toutes les r&jions montagneuses situées au dessus
de 1500m. Il est relativement fréuent dans le massif de 1’Ahaggar surtout dans les
massifs granitiques (Taessa, Aheleheg), abondant sur les sommets de Tafedest, rare au

Tassili des Ajjer et trés rare dans le Mouydir ;

e [Le massif d’Air au Niger ou il a été indiqué principalement dans les massifs du

Greboun, du Bagzane et du Tamgak ;
e Le Djebel Marra et le Gourgeil au Soudan.

Synthése bibliographique

A

N subsp. cerasiformis
subsp. cuspidata
subsp. enropaca
subsp. gnanchica
subsp. laperrinei

=a
BN subsp. maroccana

Figure 5. Distribution du complexe de 1’olivier (A) et de ’olivier de Laperrine(B). La
répartition de la sous espeee laperrinei dans ces montagnes est repréenté en noir (Besnard et

Ennedi

Western §
Darfur @& jew
Mars

al ., 2012)
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Deuxia@me patrie : Synthese sur les
radicaux libres et les compos&
phénoliques des extraits de tiges de
Polivier de Laperrine.
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Chapitre | Synthése bibliographique

1-Gén&alit& sur les radicaux libres

L’oxygene est indispensable a la vie. En effet, c’est cette molécule qui permet I’apport
d’énergie a I’étre humain par son réle d’accepteur final d’électron au sein de la mitochondrie
(Guillouty, 2016). Dans les conditions physiologiques environ 1 &3% de l'oxygene utilisés
par la mitochondrie sont incompléement ré&luits et produisent des espeses réactives de
I’oxygene (ERO) (Fig.6) (Garait, 2006). Ces derniers participent a la dégradation des
biomolécules a savoir les lipides, les protéines, et I’ADN (Favier, 2006).

Les ERO sont produites physiologiquement et en continu par les organismes a&obies
notamment par la respiration mitochondriale et la phagocytose. Elles peuvent aussi &re le
résultat de facteurs externes comme les rayonnements UV, la pollution, le tabac et 1’alcool
ainsi que certains herbicides et pesticides.

Inflammation Facteurs environnementaux

Cytokines & Métmux L
Facteurs de croissance Fe. Cu. Zn Radiations

\. Xénobiotiques
eror ot oo -

P-450
Monocoxyzénase

Récepteur

Phagocytes

v- "_ -— Mcétabolisme

Lipooxygénase

Peroxysome

Mitochondrie

ot e
Membrane
_-___ cytoplasmique

Physiologie/Pathologie

Figure 6 : Origines extra- et intracellulaires des radicaux libres oxygené XO : xanthine
oxydase, P-450 : cytochrome P-450, RLO : radicaux libres oxygéné&
(Afonso et al., 2007).

Selon Droge (2002), toute substance qui est capable a concentration relativement
faible, d’entrer en compétition avec d’autres substrats oxydables et ainsi retarder ou empécher
I’oxydation de ces substrats est un antioxydant.

Les ERO repré&entent deux classes principales. La premiée classe (Tab.IV)
correspond aux ERO radicalaires, nommés aussi radiaux libres de I’oxygene (RLO) possedent
un ou plusieurs &ectrons non appariés sur leur couche externe (Bouchouka ,2016) (Fig.7).

Electrons appariés

Electron

non-apparié %

Radical libre

Figure 7 : Représentation d’un radical libre (Carange, 2010).
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Chapitre | Synthése bibliographique

La présence d'un @ectron non apparieéconfée aces mol&ules une grande instabilité
et elles sont trés réuctives (Carange, 2010).

Tableau 1V : Exemples des espeees radicalaires oxygenees (Bouchouka ,2016).

Anion superoxyde 02™
Radical hydroxyle HO"
Radical perhydroxyle HO2"
Radical peroxyle ROO"
Radical alkoxyle RO"

La deuxieme classe correspond aux ERO non radicalaires (Tab.V), ils ne possetdent
pas d’électrons c@ibataires sur leur orbitaux externes ; ce sont des espéses activees dé&ivant
de I’oxygéne ou de I’azote ou chlore. IIs réagissent avec les métaux.

Tableau V : Exemples des espeees non radicalaires oxygenéss (Bouchouka ,2016).

Oxygénésingulet 10,
Peroxyde d’hydrogéne H202
Nitroperoxyde ONOOH
Peroxynitrite ONOO
lon hypochlorite CLO

Il existe aussi des especes radicalaires dérivant de 1’azote mais appartenant a la classe
des espeees ré&ctives oxygenees (Fig 8).

Lumitre UV Oxydases
(o] (0.
Oxygene singulet Oxygene Peroxyde d'hydrogenes
Arginar e Cyvcle redox Supcroxyde
NADPH oxvdase dismutase Myéloperox ydase
mitochondre
{ (& 5
Monoxyde d azote Anion superoxyde

ONOO l
Peroxynitrite y‘.il hydroxyle
‘m 2l / \ \

Nitration des AR S Oxydation des Peroxydation Oxydation de
protéines Proscincs lipadique 1'ADN

Figure 8 : Les diffé&ents ERO (Favier, 2006).
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Les radicaux libres agissent comme des accepteurs d'@ectrons et arrachent donc des
¢lectrons a d'autres molécules afin d’atteindre un état stable. Cette perte caractéristique d'un
éectron correspond au phéomeéne d'oxydation et les radicaux libres sont considé&é comme
des agents oxydants puisqu'ils incitent les moléules adonner des &ectrons (Carange, 2010).

La production de ces radicaux chez les organismes vivants est un phéomene normal
reyulépar le biais de divers processus chimiques ou enzymatiques de déoxification. En effet,
I’organisme posséde ses propres moyens de défense lui permettant de lutter contre les
radicaux libres (Hadj Salem, 2009).

Quand ce systéme de protection perd de son efficacité(alt&ation des meéeanismes de
défense) qui peut étre du aux mutations, inactivation d’enzyme, carence en vitamines...) ou
quant le nombre de radicaux libres augmente de maniée importante, il survient un stress
oxydant (Fig.9).

/mtiox}'dallts
Enzymatiques Non enzymatigues
Sources A’ERO Superoxyde Glutathion ;
dismutase ; Ubiquinol ;
Endogénes Exogénes Glutathion Vitamines (E, C)
peroxydase; Caroténoides :
NADPH oxydase ; Polluants : Catalase. Polyphénols
Chaine respiratoire Radiations (X, UV) : alimentaires.
mitochondriale : Xénobiotigues
Peroxysome ; pro-oxydants :
Cycloxygénase : Cytokines pro-
Lipoxygénase : inflammatoires.
Xanthine oxydase ;
Cytochrome P-450.

Figure 9: D&éguilibre de la balance entre oxydants et antioxydants provoquant le stress
oxydant (Rahman et al., 2012).

Ce dernier pouvant provoquer des pathologies graves chez I’Homme (Hadj Salem, 2009) (Fig
10). 1l est maintenant admis que le phé&omeéne de stress oxydant est impliquédans I'&iologie
de nombreuses maladies neurodéyénéatives (Alzheimer, Parkinson, Huntington), de
déordres pathologiques, mais &jalement dans les phé&omenes de vieillissement (Favier,
2006).

Diabéte
Et complications

Maladies
cardiovasculaires

Cancers Maladies
inflammatoires
Ace Maladies

neurodégénératives

Figure 10: Etats pathologiques impliquant le stress oxydant (Richard, 2013).
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1. Gé&é&alité sur les mé&abolites secondaires 11 aire

Le terme méabolite secondaire est utilis€pour déerire une large gamme de composés
chimiques synthé&isés par les plantes qui ne sont pas impliqué dans les processus
biochimique de la croissance et de la reproduction des plantes. Ils ont un rde important dans
les interactions de la plante avec son environnement (Patra et Saxena, 2010), interviennent
dans la protection du vé&géal contre les insectes, les herbivores et les radiations ultra-violets
solaires. Ils jouent par ailleurs un rde attractif vis avis des insectes pollinisateurs (Houdjedje
et Mehimmedetsi, 2018). Ces molé&ules marquent de mani€e originale, une espeee, une
famille ou un genre de plante et permettent parfois d’établir une taxonomie chimique.

Les produits du méabolisme secondaire existent en tres grand nombre et sont tres
diversifiés, en effet, nous pouvons comptés jusqu’a 200.000 composés différents. Les
meéabolites secondaires sont représentés par les composés phénoliques, les terpenodes, et les
alcalo'des (Donatien, 2009).

1.1 .Les composé& phénoliques

Les polyphénols sont des molé&ules organiques hydrosolubles largement retrouvees dans
le regne végéal. lls sont principalement synthé&isé& par la voie du shikimate (Hoffimann,
2003).1Is sont présents dans toutes les parties de la plante, depuis les racines jusqu’aux fruits,
mais avec une répartition quantitative qui varie entre les diffé&ents organes et tissus (Madi,
2018).

Structuralement, les polyphénols comprennent un noyau benzéique aromatique auquel
est directement liéau moins un groupe hydroxyle, libre ou engagédans une fonction éher,
ester ou hé&é&oside. Le groupement hydroxyle permet aux composé& phénoliques simples de
se polyméiser pour obtenir des phéols complexes ou polymé&isés (Nagendran, 2006). Les
composé&s phénoliques sont synthéisé& dans le cytosol. Une partie des enzymes impliquéss
dans la biosynthése des phéylpropanodes est lié aux membranes du réiculum
endoplasmique, otielles sont organisés en méabolons (Bénard., 2009).

Les polyphéols sont principalement réoartis dans deux compartiments, les vacuoles et la
paroi (Bénard., 2009).

Ces composé& qui forment une grande famille de plus de 8000 composés
(Bouchouka ,2016) sont classés en deux groupes : les composés flavonodes et les composeés
non flavonodes. Les composé flavonodes repréentent plus de la moitiédes polyphénols
sont regroupés en diverses familles : flavonols, flavanols, flavones, isoflavones, flavanones et
anthocyanes. Parmi les composé& non flavono'des nous distinguons les acides phénols et les
tanins (Cathy, 2008).

Boubekri (2014), les a organisé& en 8 classes selon leurs structures chimiques globales
comme le montre le tableau VI.
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Tableau VI : Les principales classes des composés phénoliques (Boubekri, 2014).

Squelette carboné  Classe Exemple Origine (exemple)
C6 Phénols simple Cate&hol Nombreuses espeees
C6-C3 Acides hydroxy- p-Hydrox benzoues Epices, fraise
benzomjues
C6-C3 Acides hydroxy- Acide caf@que, acide Pomme de terre,
cinnamique Fé&ulique, pomme
esculéine, Citrus
Scopolé&ine
C6-C2-C6 Silénes Resvé@atrol Vigne
C6-C3-C6 Flavono'des :
e Flavonols Kamphé&ol, Fruits, I&umes,
quercétine fleurs
e Anthocyanes Cyanidine, Fleurs, fruits rouges
pdargonidine
e Flavanols Epicaté&hine, Pomme, raisin
Caté&hine
e Flavanones Naringénine Citrus
e Isoflavonols Daidzene Soja
(C6-C3)2 Lignanes Pinoré&sinol Pin
(C6-C3) n Lignines Bois, noyau de fruits
(C15) n Tanins Raisin rouge, kaki

2.1.1. Les flavonodes

Le nom flavono'de est issu du latin «Flavus >»>qui signifie jaune. Ce sont des pigments des
vé&é&aux qui sont responsables de la coloration des fleurs et des fruits. Ils sont dissous dans la
vacuole al'@at d'héé&osides ou comme constituants des chromoplastes (Guignard, 1996.
Guillouty, 2016).lls sont fré&uents chez les bryophytes (mousses), les pté&idophytes
(fougeres), les gymnospermes (coniferes), mais c’est chez les angiospermes qu’ils manifestent

=
N

la plus grande diversit&(Heim et al., 2002).
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IIs sont formés d’un squelette a 15 atomes de carbone (C6-C3-C6) correspondant ala
structure du diphenylpropane (Collin et Crouzet, 2011).lls comprennent deux noyaux
aromatiques, A et B, lié par un hé&é&ocycle oxygéné (Fig.11) (Heim etal., 2002).

Figure 11 : Structure de base des flavono'des (Heim et al., 2002).

La pré&ence des plusieurs groupements hydroxyles chez les flavono'des leurs conféent
la fonction antioxydantes (Laraba et al., 2016).

Structurellement, les flavono'des se répartissent en quinze groupes (Heim etal., 2002),
dont les plus importants sont représentés dans la figure 12.

Flavones

Flavonols

Flavanones

O

I 5
3

4

I 0

Isoflavanes

Neéo-flavonoides O
‘ Néo-flavonoides

Isoflavones

i
Principales classes ”'O
de flavonoides
18]

E. Jaspard (2014)

Aurone

Figure 12 : Les structures chimiques des principales familles des flavono'des

(Fraga et Oteiza, 2011).

Les flavones et les flavonols sont les flavonodes les plus réandus dans le regne veégéal.
Parmi eux, nous citons, 1’apigénine et la lutéoléine dans le cas des flavones, la quercéitine,
lakaempfé&ol et la myricé&ine repré&entent les flavonols (Ghedira, 2005).

17



O 00 N O Ul b W N B

10
11
12
13
14
15
16
17

18
19
20
21
22
23
24
25
26

27
28

29
30
31
32
33
34
35
36
37
38

Chapitre | Synthése bibliographique

2.1.1.1 RdAes des flavonomes

De nombreuses &udes ont montréqu'une alimentation riche en flavono'des est bénefique
pour la sant¢ humaine. En effet, d’aprés Guillouty (2016), un régime riche en fruits et
légumes permet de prévenir I’apparition de nombreuses pathologies, notamment les cancers,
les maladies cardio-vasculaires et le diabéte. Ce méanisme protecteur est dGala richesse en
antioxydants naturels des fruits et Iéumes. Ils constituent un groupe de composes
phéoliques bioactifs les plus importants et les plus abondants des produits naturels
diéé&iques (Heim etal., 2002).

Les flavono'des agissent comme catalyseurs de la photosynthése et/ou en tant que
regulateurs des canaux ioniques impliqgués dans la phosphorylation. Ils fonctionnent
&jalement comme des protecteurs du stress oxydatif dans les cellules vegé&ales en diminant
les espéces réactives d'oxygéne ERO et d’azote, produites par le systéme de transport
d'dectrons photosynthé&iques (Pietta, 2000 ; Stalikas ,2007).De plus, les rdes physiologiques
des flavono'des dans I'é&ologie des plantes sont divers ; en raison de leurs couleurs attrayantes,
les flavones, les flavonols et les anthocyanines peuvent servir de signaux visuels pour les
insectes pollinisateurs (Pietta,2000 ; Mojzer et al., 2016) .

D’aprés Rahman (2007), l'activité la plus signalée des flavonoides est leur protection
contre le stress oxydatif. Ils agissent sur les ERO et empé&hent les dommages aux proténes,
I’ADN et aux lipides membranaires (Pavithra etal., 2013). Les flavonodes sont oxydés par
des radicaux, ce qui entrame un radical plus stable et moins réctif (Omoba etal., 2015).En
effet, les polyphénols dont les flavono'des peuvent piéer des radicaux libres en les diminant
directement par don d'hydrogéne apartir de groupes hydroxyle phéoliques (Fig.13). Le
radical phéoxy réultant tend aére peu réactif en raison de la ddocalisation d'@ectrons dans
le cycle aromatique, et par conséguent, le radical réactif est remplacépar un radical d'activité
limitée (Hegazy et Ibrahium, 2012 ; Fejzic et Cavar, 2014 ; Gbohaida etal., 2015 ).

0

PGPy
OH OH

—_— ] = =

Figure 13 : Pi&eage des ERO (X*) par un noyau catéhol (Achat, 2013).

Les flavono'des, au sein des plantes, montrent des propri&és diverses et importantes a
leur survie contre les agressions ext&ieures. En tant que colorants protecteurs, ils protégent
les plantes des effets prgudiciables de la lumiee UV. lls ont aussi des proprié&és protectrices
contre les herbivores, comme beaucoup dephytoalexines, et sont &jalement consid&és
comme des signaux entre les plantes qui vivent en symbiose.lls peuvent protéger L’ADN
contre les dommages qui sont provogué par les rayonnements UV. lls pré&entent un effet
anti-inflammatoire en inhibant de fagon modé&e la cycloxygénase aussi effet antiallergiques
en inhibant les enzymes,telles que ’AMPC phosphodiestérase et ATP ase Ca?" qui
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empéechent la libération de [I’histamine et d’autre substances endogeénes qui causent
I’asthme ... (El-Haci ,2015) .

2.1.2. Les tanins

Les tanins sont des moleéules fortement hydroxylé&s (Fig.14)résultent de la
polyméisation des flavonodes (Bouchouka, 2016).

HO O HO OH O,
< - 4 O

HO e O <
< > OM
= OO O ==
o O O
. O o <
MO < - \ o - 4 — |
> o —O . (o
HO o 7 4 O 4
o o
HO o O
o p 4
HO e > < OM HO O
O WO O > {
HO o OM
o
HO —<«
HO O

Figure 14 : La structure fortement hydroxylé& des tanins (Beta ,2002).

Historiquement, le terme <«tanin >>regroupe des composé polyphénoliques caract&isés
par leurs propriétés de précipiter les alcaloides, la gélatine et d’autres protéines et donc de les
dénaturer, ce qui leur a value leur utilisation en tannerie ouils ont la propriééde transformer
les peaux animales fraiches en cuir imputrescible. En effet, les tanins dénaturent les proténes
du cuir en s’y liant par des liaisons résistantes aux attaques bactériennes et fongiques assurant
ainsi leur protection (Dangles et al., 1992 ; Haslam, 1996).

Ils peuvent former des complexes insolubles lorsqu’ils sont associés aux glucides, aux
proténes et aux enzymes digestives, réluisant ainsi la digestibilitédes aliments. lls peuvent
ére lié ala cellulose et aux nombreux ééments miné&aux (Alkurd et al, 2008).

Sur le plan structural, les tanins sont divisé& en deux classes, tanins hydrolysables et
tanins condensés. La premiee classe regroupe les tanins hydrolysables (Fig.14), et correspond
a l’acide tannique, aux esters de 1’acide gallique ou de ses dérivés, en particulier I’acide
ellagique, associé aun polyol (habituellement le glycose) (Clifford, 2001).1ls sont divisés en
ellagitanins et en gallotanins. Ces tanins subissent facilement une hydrolyse acide et basique,
ils s’hydrolysent aussi sous 1’action enzymatique (Conrad et al., 1998).

La deuxi@me classe regroupe les tanins condensé (Fig.15), et correspond aux
polyphénols de masse molaire @evee. lls ré&ultent de la polyméisation auto oxydative ou

enzymatique des unité&s de flavan-3,4-diols liées majoritairement par les liaisons C4-C8
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(parfois C4-C6) des unités adjacentes, et se nomment ainsi proanthocyanidines de type B.
Lorsque la condensation se produit entre les unités adjacentes par la liaison C4-C8 et par une
liaison d’éther (Woligast et Anklam ,2000). Les liaisons formés sont de type carbone-
carbone ce qui rend ces molé&ules difficilement hydrolysables.

OH
HO Tannins @
. H HO OH

HO

"OH
HO o

OH OH
procyanidine B-2

HO

pentagalloviglucose

Tanin hydrolysable Tanin condensé

Figure 15 : Les deux structures des tanins (Madani ,2016).

En raison de leur affinitéavec les prot@nes salivaires, les tanins condensé sont
responsables de I'astringence caracté&istique des fruits avant maturité(raisin, pé&he, pomme,
poire...) et de certaines boissons (vin, cidre, thé..) et de I'amertume du cacao (Allag et
Mesai ,2017).

2.1.2.1. Rd8es des tanins

Les tanins sont employé& pour leurs propriéés astringentes comme anti diarrhéques,
vasoconstricteurs, hé@mostatiques et surtout comme protecteurs veineux dans le traitement des
varices et hémorroides. Ils ont été employés dans 1’industrie du cuir ; en effet, les tanins
dénaturent les protéines du cuir en s’y liant par des liaisons résistantes aux attaques
bacté&iennes et fongiques assurant ainsi leur protection (Dangles et al., 1992 ; Haslam, 1996).
Ils sont employés dans 1’industrie des vernis et des peintures (Sahraoui, 2017).

Leur synthése est un des meanismes de défense contre les agressions des
phytopathogenes (bact&ies, champignons, virus) et des prélateurs (insectes, mammiféres
herbivores).lls possedent un large éventail d’activités biologiques, antibactériennes
antifongiques antivirales et antioxydantes en particulier, liées aleur caractée rélucteur et a
leur affinitépour les proté@nes (Rira ,2019).

Ce sont par ailleurs, des agents cicatrisants et des antis diarrh@ques (Sahraoui, 2017).
2. Activités biologiques des oliviers et leurs extraits

De nombreuses é&udes scientifiques ont montrés qu’Olea europaea L. est une source
naturelle des composé& phéoliques dont un grand nombre préentent un large érentail
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d'activités biologiques.L’olivier est utilis¢é en médecine traditionnelle, ses feuilles sont
diurétiques et préconisées dans I’hypertension artérielle en infusion, elles soulagent la fi¢vre,
la malaria (Lee et al., 2009) et le paludisme (Ferreira et al., 2007). Elles sont &alement
utilisées en cosmeéiques.

L’HPLC obtenue a partir des extraits de feuilles de I’olivier révéent montre la pré&ence
de I’oleuropéine, I’hydroxytyrosol, la lutéoline, 1’apigénine, la caté&hine, la vanilline, la rutine,
’acide vanillique, I’acide caféique, le tyrosol et la lutéline (Benavente-Garcia et al., 2000).

Selon le méme auteur, D’olivier se caractérise par des activités antifongiques,
antidiab&iques, hypoglycéniantes et hypotensives.

De nombreuses éudes ont montréque l'olivier repréente une source trés riche de composés
phéoliques et poss&le de nombreuses propriéés biologiques liés au pouvoir antioxydant des
principes actifs de ses extraits et leur r@e en tant que pi€geurs de radicaux libres (Tab.VII).

Tableau VII: Activités des polyphénols des feuilles de I’olivier (in Lahcene, 2020).

Hydroxytyrosol

Tyrosol
Acide caf@que

Rutine
Glucose-7-Lutéline

Oleuropeine

Naringenine-7-glucose
Lutésline

Apigénine

*Forte activitéBCB
*Activitéantioxydante

*Activitéantioxydante
*Activitéde pi&eage des
radicaux libres
*Activitéantioxydante
*Activitéantioxydante
*Pi&yeage de radicaux libres
*Activitéantioxydante
*Activitéantioxydante
*Forte activitéBCB

*Forte activitéantioxydante
sur la peroxydation de
I’acide linoléique *Forte
activitéBCB

*DPPH et BCB
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2-1- Maté&riel
2-1-1- Matériel végétal

Les tiges de I’olivier de Laperrine utilisés au cours de notre exp&imentation, proviennent
de la station de Tamanrasset. Notre maté&iel véé&al est fourni par le Dr Lahcene (2021).

Les tiges s&hé&s sont broyées et conservées al’obscurité et atempé&ature ambiante. La
poudre obtenue servira pour les diffé&entes extractions.

2-2- Mé&hodes

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

2-2-1- Procédure d’extraction

Nous avons proc&éala dissolution de 20 grammes de poudre de tiges dans 200ml
d’eau distillée. Aprés une macé&ation pendant 24h al’obscurité sous agitation (100rpm) a
tempé&ature ambiante, la phase aqueuse du mac&a est filtré sur papier Wattmann<1(Aiche-
Iratni et al., 2015 ; Moualek et al.,2016).

Le filtrat ré&sultant de 1’extraction est lyophilisé(Fig. 16). Les poudres végyé&ales ainsi
obtenues sont conservées al’obscurité a4 <C dans des flacons, herméiquement fermés en vue
de leurs utilisations ultéieures.
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[ 20 g de poudre vegé&ale (tiges) + } [ 200ml d’HO: distillée }

Filtration < Agitation (100 rpm)
Obscurit&24h

Congédation (Chambre froide) /24h : Lyophilisation

Figure 16 : Les etapes de I’extraction aqueuse.

24



10
11

12

13
14

15
16
17
18
19
20

21
22
23
24
25
26
27
28

29

30

31

32

33

Chapitre 11 : Maté&riel et méhodes

La pesé des réidus secs obtenus apres lyophilisation nous permet de déerminer le
rendement R de 1’extraction obtenu pour chaque type extrait selon la formule suivante :

R % = (PS/PV) x100
Avec:
R=Pourcentage du rendement .,
PS=Poids sec des résidus secs.,

PV=Poids de la poudre de tiges.

2-2-2- Analyse quantitative

L’analyse quantitative est menée par une sé&ie de dosages spectrophotomériques
UV-visible.

2-2-2-1-Dé&ermination de la teneur en polyphénols totaux

Les phénols totaux sont estimés par la mé&hode au Folin-ciocalteu deerite par Singleton et
Rossi (1965).

Les phénols préents dans ’extrait de tige subissent une réction d’oxydation en présence
du réctif de Folin-ciocalteu (RFC). En effet ce réactif est un acide de couleur jaune constitué
d’un mélange de deux acides: acide phosphotungstique et acide phosphomolybdique.
Lorsque les polyphénols sont oxydes, le réctif ré&git avec la fonction OH des phéols, ceci
entrame la formation d'un nouveau complexe molybdéne-tungstene de couleur
bleuproportionnelle a la quantité de polyphénols contenus dans les extraits de tiges d’olivier.

La teneur en polyphénols totaux est déerminé par extrapolation sur la courbe éalon,
éablie & partir d’une sé&ie de dilutions (10-100upg/ml) d’acide gallique servant de
ré&ence. Dans chaque tube aessais ont ajoutés 0,25ml de 1’échantillon adoser, 1,25ml du
réctif RFC (1/10) et 1ml de carbonate de sodium (75g/l). Les diffé&entes solutions sont
incubés a40<C pendant 30 minutes. L’absorbance est par la suite mesuré& a765 nm par
un spectrophotomeétre Meline MD 2000 (Fig. 17). La teneur en polyphénols totaux est
exprimé& en milligramme é&juivalent acide gallique par gramme de ré&idu sec (mg
EAG/g RS).
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Chapitre 11 : Maté&riel et méhodes

0,25 ml d’échantillon a doser +1,25 ml
du

1ml de carbonate de sodium (75g/l)
Réctif RFC (1/10)

DO ar65
Incubation &40 C 730minutes

Figure 17 : Etapes du dosage des phénols totaux.

2-2-2-2- Dé&ermination de la teneur en flavono'des totaux

La méhode utilisee est celle deerite par Chang et al.(2002). Elle est basée sur 1’utilisation
du chlorure d’aluminium donnant une coloration jaunatre par chélation des flavonoides. En
effet ce ré&ctif forme avecles flavono'des totaux des complexes acides stables colorés soit
avec le carbonyle (C=0) en position C-4, soit avec le groupe hydroxyle(OH) en C-3 ou C-5
des flavones et des flavonols. L'apparition de la couleur jaune indique la formation de ce
complexe. Ceci se traduit par le fait que le métal (Al) a perdu deux électrons pour s’unir a
deux oxygenes de la molécule phénolique agissant comme donneurs d’électrons. Ainsi, a&0,5
ml de la solution de chaque extrait, sont ajouté& 1,5 ml de méhanol, 0,1ml de chlorure
d’aluminium, 0,1 ml d’acétate de potassium et 2,8 ml d’eau distillé.

Le mdange est incubé pendant 30 minutes atempé&ature ambiante. L’absorbance est
mesuré a 415 nm (Fig. 18). La courbe é&alon est ré&lisé& avec la quercé&ine
(100ug/ml), et I’&uation de ré&gression lin&ire, permet de calculer la teneur totale en
flavono'des exprimé& en milligramme éjuivalent quercé&ine par gramme de résidu sec (mg
EQ/g RS).
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Chapitre 11 : Maté&riel et méhodes

+ 0,1ml d’acétate de potassium + 2,8 ml

d’eau distillée

Agitation puis Incubation /30 minutes a
tempé&ature ambiante.

0,5 ml d’échantillon a doser +1,5 ml de
méthanol
. N
+ 0,1 ml de chlorure d’aluminium
J

4

DO a415 nm

Figure 18 : Etapes du dosage des flavono des totaux.

2-2-2-3-Dé&ermination de la teneur en tanins totaux

Le dosage des tanins est ré&liséselon le protocole mis au point par Hagerman et
Butler (1978) (Fig. 19). Ce dosage est expliquéchimiquement par la pré&eipitation de la BSA
par les tanins ainsi a la formation d’un complexe protéines-tanins. L’apparition d’une
coloration verte foncee ou bleue verte indique la pré&ence des tanins.

La teneur totale en tanins exprimée en milligramme &juivalent acide tannique par gramme
de ré&idu sec (mg EAT/g RS), est déerminé& 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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Chapitre 11 : Maté&riel et méhodes

500 pl d’extrait ou standard (Vit C) : + 1ml BSA/ Tampon

Centrifugation 15/ minutes Incubation &4c</24 h
(3000rpm) <:|

Culot (pre&eipité + 2 ml SDS/TEA [l: + 500 i fer

Incubation T <ambiante —Obscurité
/15 secondes

DO a510 nm

Figure 19 : Etapes du dosage des tanins totaux.

2-2-2-4-Activitéantioxydante

Ce sont des mehodes spectro-photomériques le plus souvent utilisé&s pour
I’évaluation des activités antioxydantes des extraits detiges. Tous les tests sont répétés
troisfois.

2-2-2-4-1-Capacitéantioxydante totale ou test du phosphomolybdate

Le test du phosphomolybdate permet d’évaluer la capacit€ antioxydante totale des
extraits végéaux. Ce test agis selon deux mécanismes majeurs : soit par transfert d’atomes
d’hydrogéne, soit par transfert d’électrons. Il implique la ré&luction d'un oxydant qui entrame
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Chapitre 11 : Maté&riel et méhodes

un changement de couleur .Son meeanisme ré&ctionnel est basésur la ré&luction des ions
molybdéne Mo(VI) &pH acide en molybdene Mo(V).

La capacitéantioxydante totale est estimée par le dosage du phosphomolybdene selon
le protocole mis au point par Prieto et al. (1999). Le test consiste am@anger 0,1ml de
I’extrait véyéal adiff&entes concentrations (100-1000pg/ml) avec 1ml du réctif de
molybdate composéde 0,6 M d’acide sulfurique, 28m MNaH2PO4 et 4Mm molybdate
d’ammonium.

~

Aprés une incubation de 90 minutes a95<C et refroidissement du mdange a
tempé&ature ambiante, 1’absorbance est lue &a695nm (Fig. 20). La courbe é&alon est &ablie
avec I’acide ascorbique (20-200ug/ml), la droite de ré&yression permet de calculer la teneur
totale de la TAC. Cette derniére est exprimé en milligramme éjuivalent acide ascorbique par
gramme d’extrait (mg EAA/g d’extrait).Ce test agis selon deux meésanismes majeurs : soit par
transfert d’atomes d’hydrogéne, soit par transfert d’électrons. Il implique la ré&luction d'un
oxydant qui entrame un changement de couleur .Son meéanisme ré&ctionnel est basésur la
ré&luction du molybdene (VI) au molybdene (V) par les composé relucteurs préents dans
I’échantillon et la formation subséquente d'un complexe phosphate de Mo (V) vert a pH acide.

0,1 ml d’extrait végétale 1ml du réctif de molybdate
Refroidissement & Incubation /90 minutes &95 C*<

tempé&ature ambiante

% DO a695 mn

Figure 20 : Etapes du test du phosphomolybdate.

2-2-4-2-Dé&ermination du pouvoir ré&lucteur

Le pouvoir ré&lucteur des extraits est éaluéselon la mé&hode d’Oyaizu (1986). Elle
est basé sur la réluction des ions ferriques (Fe*®) pré&ents dans le ferricyanure de
potassium, K3Fe(CN) 6&1% (m/V) en ions ferreux (Fe*?) en préence d’un antioxydant qui a
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Chapitre 11 : Maté&riel et méhodes

le pouvoir de cé&ler des @ectrons. Cette ré&ction conduit ala formation d’un complexe bleu
dont I’intensité indique une augmentation de la réluction du fer.

Diffé&entes concentrations d'extrait de tiges d’olivier de Laperrine (50-500g/ml) sont
préparéss dans de I'eau distillé et mé&angéss avec 2,5ml de tampon phosphate (200 mM, pH
6,6) et 2,5ml de ferricyanure de potassium (K3Fe(CN) 6) (1% m/v). Le mé&ange est incubéa
50<C pendant 20 minutes, puis 2,5ml d'acide trichloracétique (10%) sont ajoutés. Le méange
est ensuite centrifugéa3000 rpm /10 min.

Nous prenons 5ml du surnageant que nous méangeons a5ml d'eau distillée et 1ml de
FeCI3 (0,1%). Enfin, I'absorbance est mesuré a700nm (Fig.21).

L'augmentation de I'absorbance du mé&ange ré&ctionnel indique une augmentation du
pouvoir ré&lucteur. L’acide ascorbique est utilis€comme té&moin positif dans les ménes
conditions exp&imentales.

2,5 ml d’extrait ou h 2,5 ml de tampon
standard phosphate + 2,5 ml de
ferricyanure de
\_ ) potassium (K3FE2)

~

4 . . I
Centrifugation 3000 j e @

rpm /10 minutes 20minutes J
\_ J

@ )

2,5 ml d’acide 5ml du surnagent +
trichloracé&ique TCA S5ml d’eau distillée
(AO%)

Incubation 10 minutes
Te + 1 ml de Fe CI3

ambiante/Obscurité

DO ar00 nm

Figure 21 : Etapes du test de la réluction du fer
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Chapitre 111 : Résultats et discussion

1-Analyse quantitative des extraits
1-1-Rendement de I’extraction
Le tableau VIII montre le résidu sec obtenu aprés la lyophilisation de I’extrait aqueux de
tiges (EAT) qui se pré&ente sous forme de poudre de couleur marron claire. Le rendement de
I’extraction correspond a la valeur de 6 = 0,33 %.
Tableau VIII: Tableau résumant 1’aspect et le rendement de 1’extrait aqueux de tiges.
Aspect Couleur Rendement

Poudre Marron claire

6 +0,33 %

Selon Lahcene (2020), cette valeur est multipliée par 3, dans le cas d’un extrait
aqueux de feuilles de I’olivier de Laperrine, elle obtient en effet un rendement d’extraction de
17,29 + 1,42 %.

En considéant les travaux entrepris par Belyagoubi-Benhammou (2011), le rendement
d’extraction que nous avons obtenu au cours de notre experimentation est plus élevé que
celui obtenu a partir d’un extrait methanolique de tiges de Helianthemum lippii (Cistaceae)
qui correspond ala valeur de 3, 43 0,56 % et est relativement proche de celui calculéa
partir des tiges de Marrubium deserti (Labiaceae) qui correspond ala valeur de 7,18+1,04 %.

Bien que Mahmoudi et al. (2013) ont conclus dans leur &ude comparative entre
différents solvant, que 1’extraction au méthanol donne de meilleurs rendements cela ne semble
pas s’appliquer a notre étude puisque la comparaison entre nos résultats a ceux de
Helianthemum lippii (Belyagoubi-Benhammou ,2011) sont en faveur des tiges de I’olivier de
Laperrine.

1-2- L’analyse quantitative des composés phénoliques de ’extrait EAT

Afin d’évaluer quantitativement les composés phénoliques contenus dans 1’extrait
aqueux de tiges de I’olivier de Laperrine, un dosage des polyphénols totaux (PPT), des
flavonoes totaux (FT) et tanins totaux (TT) a &eé effectué par les meéhodes
spectrophotomériques notamment celle du Folin-ciocalteu, trichlorure d’Aluminium, et
celle basée sur la formation de complexe Prot@ne-Tannin.

Peu de travaux sont publiés sur les composés phénoliques des tiges de I’olivier en
particulier et de la plante en géné&al. Ainsi donc et en raison du manque de données
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Chapitre 111 : Résultats et discussion

scientifiques sur les extraits de tiges, nos comparons nos résultats a ceux obtenus par d’autres
espeees et familles végé&ales.

Les résultats concernant les teneurs en composé phénoliques sont regroupé dans le
tableaulX. Les valeurs obtenues ré/éent des teneurs plus éevées en polyphénols et en tanins
par rapport aux flavono'des. Ce qui est lié¢ au fait que I’olivier de Laperrine est une espéce
sclé&ophyte qui peuple les biotopes secs ou arides caract&isés par a un manque d’eau ou a sa
faible disponibilit€ notamment les zones a pluviosité r&luite et les zones sahariennes
(Lahcene, 2020). Pour Sahli, (2015), Les plantes sclé&ophytes préentent une grande
biodisponibilité en polyphénols, qui peuvent &re considé&ees, en soit, comme une forme
d’adaptation au stress oxydatif par leur capacité a limiter les pertes d’eau.

Tableau IX : Ré&ultats des diffé&ents dosages

Polyphénols totaux Flavono'des Tanins totaux
(mg EAG g RS) (mg EQ/g RYS) (mg EAT/g RS)
Teneurs 94 51+1,64 24 97+0,95 90,00 +1,47

Equations Y =0,0115X -0,0028 Y=0,0067X-0,1623 Y=0,0005X- 0,0467
de ré&gressions
de la courbe R%=0,996 R2=0,9559 R?=0,9963

1-2-1- La Dé&ermination de la teneur en polyphénols totaux

La teneur en polyphenols totaux enregistré au cours de nos manipulations correspond
ala valeur de 94 ,51+1,64 mg EA/g RS (Fig.22). Cette valeur est en moyenne 8 fois moins
importante que celle obtenue par Lahcene (2020) a partir d’un extrait aqueux de feuilles de
I’olivier de Laperrine, qui enregistre une teneur de 776,81 mg EAG/g RS. Cette comparaison
est confortée par la documentation scientifique qui a démontréque les feuilles sont les plus
riches en polyphénols.

y =0.011x - 0.0028

1.200 R? = 0.9964
E 1.000 -
3
© 0.800 -
«C
9 0.600 -
c
©
< 0.400 -
]
8
2 0.200 -

O-OOO T T T T T 1

0 20 40 60 80 100 120
Concentration en acide gallique (ng/ml)

Figure 22 : Courbe d’étalonnage de ’acide gallique
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Chapitre 111 : Résultats et discussion

Cependant, la comparaison de nos résultats aceux des diffé&ents travaux ayant quantifié
les polyphénols totaux montre que les extraits de tiges de I’olivier de Laperrine renferment
une quantiténon negligeable de composé& pheénoliques. En effet, Mahmoudi et al. (2013),
enregistrent une teneur de 8,01+1,77 mg EAG/g RS a partir d’un extrait aqueux de tiges de
Cynara scolymus L. (Asté&acées), alors que Enneb et al. (2015) obtiennent une valeur de
20,61+1,71 mg EAG/g RS dans le cas d’un extrait méthanolique obtenu apartir des tiges de
Lawsonia inermis L. (Lythracees). Quant aBenhammou et al. (2009), ils notent une valeur de
3,77+0,06 mg EAG/g RS.

La teneur en phenols totaux de I’extrait EAT s’avére clairement supérieure a celles
calculées par Abaza et al. (2011) a partir de feuilles d’Olea europaea de la variééChetoui.
Chez ces dernieres le teneur en PPT ne dépasse pas 16,52 0,62 mg EAG/g du poids sec pour
un extrait aqueux et 24,36 +0,85 mg EAG/g du poids sec pour un extrait &hanolique. A ce
propos Goli et al. (2005) ; Naczk et Shahidi. (2006) et Silva et al. (2006), s’accordent a dire
que la teneur en polyphénols varie selon I’échantillon récolté, I’espéce, le type de solvant, la
méthode et le temps utilisé pour ’extraction. D’aprés Bouterfas et al. (2013), le contenu
phénolique d’une plante vari également en fonction de facteurs géographiques, climatiques et
environnementaux, les facteurs généiques, le degréde maturation de la plante et la p&iode de
reeolte.

1-2-2- La déermination de la teneur en flavonodes totaux

Au cours de notre exp&imentation, nous avons obtenu une teneur en flavono'des
totaux qui correspond aune valeur de 24,97+ 0,95 mg EQ/ g RS (Fig.23). Cette valeur est en
moyenne 5 fois moins importante que celle obtenue par Lahcene, (2020) a partir d’un extrait
aqueux des feuilles de I’olivier de Laperrine, qui calcule une teneur de 124,35mg EQ/g RS.

0.600 -~
y =0.0067x - 0.1623
0.500 1 R? = 0.9559
£
< 0.400 -+
n
=
.w 0.300 -
Q
=
s 0.200 -
=
2 0.100 -
<
0.000 T T T T T 1
) 20 40 60 80 100 120
-0.100 - )
Concentration en quercétine (ug/ml)

Figure 23 : Courbe d’étalonnage de la quercétine
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Chapitre 111 : Résultats et discussion

La teneur en flavonoides totaux estimée a partir de ’extrait EAT est plus devee que
celle obtenue par la documentation scientifique consultée a partir d’extraits de tiges (TabX).

TableauX : Comparaison de la teneur en flavono'des totaux extraits de tiges de diffé&entes
origines.

Le type La teneur en Les r&&ences
d’extrait flavonodes totaux bibliographiques
Olea Laperrinei Extrait aqueux 24,97+ 0,95 mg EQ/g RS Notre réultat
(Oleaceae)

Anabasis articulata | Extrait 4.85440.2154 mg EC /g RS Belyagoubi-
(Amaranthacées) | meéhanolique Benhammou (2011)
Atriplex halimus | Extrait 0.564+0.035 mg EC /g RS  Belyagoubi-
(Amaranthacées) | méhanolique Benhammou (2011)

Cynara scolymus L. | Extrait aqueux 3,77 £0,89 mg EQ/g RS Mahmoudi et al. (2013)
(Asté&acees)

Lawsonia inermis | Extrait 14.8240.39 mg EQ /g de RS  Enneb et al. (2015)
L. (Lythracées) | méhanolique

Les travaux consultés montrent que la teneur en flavonoides varie d’une espéce a une
autre. Pour Dif et al. (2015), leur réartition quantitative est inéyale selon les espeees, les
organes, les tissus et les stades physiologiques. Ceci peut &re liéaplusieurs facteurs qui
peuvent influencer sur la teneur en composé& phénoliques asavoir les facteurs extrinsegues
tels que les facteurs gégraphiques, climatiques et environnementaux, les facteurs genétiques,
le degréde maturation de la plante et la p&iode de réeolte (Ebrahimi et al,. 2008).

1-2-3 La déermination de la teneur en tanins totaux
Le dosage quantitatif des tanins totaux effectué sur I’extrait aqueux de tiges d’olivier
de Laperrine, fait ressortir une teneur de 90,00 + 1,47 mg EAT/g RS (Fig. 24). Cette valeur

est en moyenne 2 fois moins éevé que celle éaluée sur un extrait aqueux des feuilles
d’Olea Laperrinei (214,75EAT/g RS) par Lahcene, (2020).
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Figure 24: Courbe d’étalonnage de 1’acide tannique

Comparativement aux donnés enregistrées par plusieurs auteurs concernant la
quantification des tanins, il apparait que les extraits de tiges de l’olivier de Laperrine
contiennent des concentrations appreéeiables en composés phénoliques. Dans ce contexte,
Mahmoudi et al. (2013), enregistrent une teneur de2,17 +0,14mg EC /g RS apartir d’un
extrait aqueux des tiges de Cynara scolymus L. (Ast&aceées). Tandis que Belyagoubi-
Benhammou (2011), obtient une valeur de7.260+ 0.364mg EC /g RS pour un extrait
meéhanolique des tiges de Anabasis articulata (Amaranthacé&s) et une valeur de 1.421+
0.169mg EC /g RS est &aluée sur Atriplex halimus (Amaranthacés).

La teneur en tanins totaux obtenue est &alement supé&ieure acelle calculé&par Brahmi
et al. (2013), qui correspond aune valeur de 79,70 mg EC/100g poids sec pour la varié&é
Chemlali et aune valeur de 73,05 mg EC/100g poids sec pour la varié€&Neb jmel.Ce qui est
probablement dQO aux conditions environnementaux (sé&heresse, exposition solaire,
tempé&ature deve...) tres sé&v/aes dans lesquelles ’olivier de Laperrine se développe. En effet,
il résiste acet environnement hostile par biosyntheése des méabolites secondaires.

2- Evaluation du P’activité antioxydante
D’apreés les résultats obtenus de 1’examen quantitatif, les tiges de ’olivier de Laperrine
sont riches en polyphénols. Ces derniers sont responsables de nombreuses activités

biologiques notamment 1’activité antioxydante. Ainsi, nous &aluons cette derniée par la
CAT et la FRAP.
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2-1- Capacitéantioxydante totale (CAT)

La capacité antioxydante totale de 1’extrait des tiges de I’olivier de Laperrine est
exprimée en milligrammes d’équivalent d’acide ascorbique par gramme de résidus sec (mg
EAA/g de RS).

L’extrait des tiges d’Olea europaea subsp. laperrinei révéle une capacitéantioxydante
de 259,02 #17,24 mg/EAA /g RS. Cette valeur se rapproche de la teneur calculé par
Lahcene (2020) a partir d’un extrait aqueux de feuilles d’olivier de Laperrine et qui
correspond &267,26 +2,67 mg EAA /g de RS.

L’extrait EAT se caractérise par un pouvoir antioxydant nettement plus éevéque celui
calculé par Benyagoubi-Benhammou (2011) & partir des tiges de Thymelea microphylla
(14,55 mg EAA/g MS), de marrubium deserti (20,46mg EAA/g MS), d’Atriplex halimus
(11,50mg EAA/g MS) et d’Anabasis aticulata (18,99 mg EAA/g MS).

A notre avis il y’a une relation éroite entre la teneur éevee en polyphénols de
I’extrait EAT @udiéet sa capacitéantioxydante. Cette observation va dans le m&ne sens que
les travaux de Lahcene, (2020) qui a éablie une corrdéation positive entrela CAT et la teneur
en polyphéols totaux. De plus, Amri et al. (2015) et Katsube et al. (2004), s’accordent a dire
que le potentiel d’activité antioxydante d’une plante dépend de sa teneur en polyphénols.

A T’issu de ces résultats, on peut témoignée que malgré le manque de recherche sur les
extraits de tiges de 1’olivier de Laperrine, ces derniers présentent une activité antioxydante
importante, ainsi peuvent &re considé&er comme une source non négligeable de composés
phéoliques.

2-2- Test de la ré&luction du fer (FRAP)

Les résultats obtenus montrent que la capacit¢ de D’extrait a réduire le fer est
nettement inférieure a celle de 1’acide ascorbique. Il faut cependant noter qu’il s’agit d’extrait
brut contenant un mélange de molécules différentes alors que I’acide ascorbique est un
produit pur connu pour ces vertus antioxydants. Ce test a montréé&alement que la capacité
réductrice de I’extrait EAT est dose-déendant et augmente de mani&e proportionnelle a
I’augmentation de concentrations des ehantillons (Fig.25).
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Figure 25 : Pouvoir réducteur (FRAP) de la vitamine C et de 1’extrait brut.

L’activité antioxydante de 1’extrait EAT et celle de I’acide ascorbique est déterminée a
partir de 1’IC50, c’est la concentration pour réduire 50% des radicaux libres. L’IC50 de
I’extrait calculée correspond a la valeur de 383,17412,36pg/ml. Cette valeur est en moyenne
3 fois plus éevé& que celle obtenue par Lahcene (2020). Cependant la comparaison de nos
résultats avec les données scientifiques publiées par Benyagoubi-Benhammou (2012), montre
que I’extrait EAT posséde un pouvoir réducteur élevé. En effet, Benyagoubi-Benhammou
(2012), déermine une IC50 de 520 £0,01pg/ml dans le cas de I’extrait de tiges d’Anabasis
aticulata, 3,2440,23 mg/ml pour Atriplex halimus, 1,17 =+ 0,07 mg/ml pourThymelea
microphylla et une valeur de 3,94 30,77 mg/mlpour Zygophylum album.

La corr@ation positive mise en é&idence par Lahcene (2020) entre la FRAP et la
teneur en polyphénols dans les extraits de feuilles de I’olivier de Laperrine montre bien que le
pouvoir antioxydant est non négligeable au niveau de I’extrait de tiges de I’olivier de
Laperrine.
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La présente étude s’est proposé de valoriser une espeee vegéale, endémique des
hautes montagnes sahariennes de 1’ Algérie,Olea europaea subsp. laperrinei. C’est une plante
qui préente des caractéistiqgues morphologiques et physiologiques lui permettant de
toléerles conditions climatiques contraignantes des zones arides, cela a pour consé&juence la
synthése des méabolites secondaires. Ces derniées constituent les ééments essentiels dans
les interactions de la plante &son environnement et participent fortement aux critées de
qualités qui orientent le choix de I’homme dans sa consommation des végétaux.

L’objectif de cette étude a été de réaliser une quantification du contenu phénolique de
I’extrait aqueux de tiges a travers les mé&hodes spectromériques et une évaluation de
certaines propriéés antioxydantes en utilisant deux tests notamment la capacitéantioxydante
totale (CAT) et le pouvoir ré&lucteur des ions ferriques (FRAP) et enfin comparéles ré&ultats
obtenus a ceux enregistrés a partir de feuilles de 1’olivier de Laperrine et a ceux de tiges
d’autres espéces végétales.

L’estimation quantitative des phénols totaux, des flavonoides et des tanins totaux, a
montré que les tiges de I’olivier de Laperrine renferment des quantités considéables en ces
composés, les teneurs calculées sont en effet nettement plus élevées par rapport a d’autres
espeees vegéales.

La CAT et la FRAP montrent que D’extrait de tiges est doté d’une capacité
antioxydante totale non negligeable, avec un pouvoir ré&lucteur éevé ces deux parametres
sont corrélés avec le contenu en polyphénols de I’extrait étudié. Ainsi 1’extrait de tige semble
pré&enter un bon potentiel en tant que pi€yeur de radicaux libres, et ce gré&e ala pré&ence des
groupements hydroxyles contenus dans les différences molécules bioactives qu’il contient et
qui servent de donneur d’électron.

A D’issu de ces résultats, nous pouvons témoigner que les extraits de tiges de 1’olivier
de Laperrine présentent une activité antioxydante importante, pourraient repréenter une
source non n&gligeable de composés phénoliques.

Il convient d’attirer 1’attention sur le fait que ces résultats sont obtenus in Vvitro
seulement. Et qu’il faudrait compléter cette étudedans des conditionsin vivo pour mieux
appreeier et appliquer les résultats obtenus au cours de notre exp&imentation.

Il serait aussi inté&essant de réliser :

e Une identification des molécules présentes dans I’extrait EAT avec des
meéhodes chromatographiques ;

e Une &aluation de I’activité antioxydante par d’autres test notamment le test
DPPH ;

e [ ’utilisation d’autres solvants d’extraction comme le méthanol, 1’éthanol ou le
mélange avec I’eau ;

e Une é&valuation d’autres types d’activité comme [’activité insecticide,
antimicrobienne, antifongique et autres.
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R&umeée

Olea europaea subsp. laperrinei (olivier de Laperrine) est une sous espéce d’olivier
endénique des montagnes sahariennes. Elle représente une ressource généique importante et
peut étre utilisé comme porte greffe pour différentes variétés d’olivier cultivées dans les
regions arides gr&e a sa qualité de la résistance a I’extréme sécheresse de 1’environnement.

Cette étude concourt a la détermination quantitative et 1’évaluation de quelques
propriétés antioxydantes de 1’extrait aqueux de tiges de 1’olivier. Les dosages chimiques des
composes phénoliques ont fait ressortir des teneurs appreeiables en phénols totaux (94 ,51+
1,64 mg EAG/g RS), en flavonodes (24 ,97+0,95 mg EQ/g RS) et en tanins totaux (90,00 %
1,47 mg EAT/g RS). L’évaluation de D’activité antioxydante in vitro de DI’extrait a fait
ressortir un pouvoir antioxydant non négligeable (259, 02 17,24 mg/EAA /g RS) et une
capacitéréluctrice éeveé (IC50 = 383,17 +12,36 |g /ml). Ces résultats montrent que les
extraits de tiges de l’olivier de Laperrine pourraient étre considéré& comme source en
composés phénoliques a ne pas négliger, susceptibles d’étre utilisés dans la lutte contre les
radicaux libres grace aux molécules bioactives qu’ils renferment et qui servent de donneurs
d’¢électrons.

Mots-cl&s : Olea europaea subsp. laperrinei, Extrait aqueux, Activités antioxydantes,
Composés pheénoliques.

Abstract

Olea europaea subsp. laperrinei (Laperrine olive tree) is an olive subspecies endemic
to the Saharan mountains. It represents an important genetic resource and can be used as a
rootstock for different varieties of olive trees grown in arid regions thanks to its quality of
resistance to the extreme drought of the environment.

This study contributes to the quantitative determination and evaluation of some
antioxidant properties of the aqueous extract of olive tree stems. The chemical assays of the
phenolic compounds revealed appreciable contents of total phenols (94, 51+1, 64 mg EAG/g
RS), flavonoids (24, 97+0, 95 mg EQ/g DE) and total tannins (90, 00 1, 47 mg EAT/g DE).
Evaluation of the in vitro antioxidant activity of the extract revealed significant antioxidant
power (259, 02 17, 24 mg/EAA /g DE) and high reducing capacity (IC50 = 383, 17 12, 36
g /ml). These results show that the extracts of the stems of the olive tree of Laperrine could
be considered as a source of phenolic compounds not to be neglected, likely to be used in the
fight against free radicals thanks to the bioactive molecules which they contain and which

serve electron donors.
Keywords: Olea europaea subsp. laperrinei, Aqueous extract, Antioxidant acts, Phenolic

compounds.
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