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Introduction

Depuis I’antiquité les plantes et la phytothérapie ont constitué la source majeure de
médicaments grace a la richesse de ce qu’on appelle le métabolisme secondaire, cependant,
I’homme n’a découvert les vertus bénéfiques des plantes que par une approche progressive.
L’observation liée a I’expérience et la transmission des informations récoltées au cours du

temps retrouvé les plantes qui soignant et finalement de guérir plusieurs maladies.

L’Olea europaea est I’'une des plantes médicinale les plus utilisées en médicine
traditionnelle. Cette plante est réservoir de composés naturels aux effets bénéfiques. Certains
composés identifiés dans les extraits de ses fruits, tels que les composés phénoliques et les
flavonoides sont doués d’une activité antioxydante et anti-inflammatoire extrémement

importante.

Dans le Coran (souret « El Nour », la Lumiere), Dieu évoque les bienfaits et les
bénéfices de cet arbre : « Allah est la lumiére des cieux et de la terre. Sa lumiére est
semblable a une niche ou se trouve une lampe. La lampe est dans un (récipient de) cristal et
celui-ci ressemble a un astre de grand éclat ; son combustible vient d’un arbre béni :
unolivier ni oriental, ni occidental dont [’huile semble éclairer sans méme que le feu latouche.
Lumiére sur lumiére. Allah guide vers sa lumiere qui Il veut. Allah propose aux hommes des

paraboles et Allah est Omniscient».

Au cours du temps,les radicaux libres, les especes oxygénées activées (EOA), le stress
oxydant et les antioxydants sont devenus des termes familiers tant dans le monde médical que
dans le grand public. En 1991, Sies a défini la notion de stress oxydant comme I’incapacité de
I’organisme a se défendre contre I’agression des espéces oxygénées activées, suite a un
déséquilibre li¢, soit a une production excessif d’EOA, soit a une diminution de la capacité de
défense antioxydante. Le tabagisme, une consommation excessive d’alcool, et I’inflammation
chronique ...etc, autant de sources de production d’EOA. Une alimentation pauvre en fruits et
légumes ol se trouve la majeure partie des antioxydants nécessaires (vitamines C et E,

caroténoides, polyphénols) favorise une baisse de la capacité antioxydante.

Si un stress oxydant n’est pas une maladie en soi, il constitue un terrain favorable au
développement de pathologies diverses. Un stress oxydant «pathologique» est ainsi
potentiellement impliqué dans de nombreuses affections (plus de 200 ont été recensées) ou

dans le développement de complications associées a celles-ci (ex. diabete). A titre od’exemple,
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I’oxydation des lipides est un facteur favorisant la survenue de maladies cardiovasculaires
tandis que celle de ’ADN se retrouve dans diverses étapes qui conduisent au développement

de cancers (Defraigne et Pincemail, 2008).

Ces dernieres années, beaucoup de recherches se sont orientées vers la valorisation de la
médecine traditionnelle en vue de vérifier la sureté et ’efficacité des substances utilisées et
d’établir des regles scientifiques pour 1’'usage (Cheriti ef al., 2016). Afin que d’orienter la
recherche vers les nouveaux agents thérapeutiques anti-inflammatoires qui présentent un
minimum des effets indésirables, c’est la thérapie naturelle basée sur les métabolites
secondaires (Kpéra ef al., 2004 ; Yougbaré-Ziébrou et al., 2016), tels que les polyphénols et
les flavonoides des fruits ,d’olive , fondée sur [I’utilisation des drogues extraites

essentiellement des plantes et des produits d’origine animal,

L’Olea europaea est caractérisée par leur richesse en principe actifs et en substances telles
que les poly phénols et les flavonoides qui sont dotée des propriétés importantes et différentes.
Les principales classes de phénols dans l'olive sont des acides phénoliques, des alcools
phénoliques, des flavonoides et des secoiridoides (Silva et al., 2006). Acides phénoliques, alcools
phénoliques et flavonoides se produisent dans de nombreux fruits et 1égumes appartenant a
diverses familles botaniques, alors que secoiridoids sont exclusivement présent dans la famille
Oleaceae. Acides phénoliques dans les olives comprennent gallique, p-hydroxybenzoique,
protocatéchique, vanillique, les acides syringique, caffeique, férulique, p-coumarique et sinapique
(Balasundram et al., 2006) Tyrosol [(p-hydroxyphényl) éthanol] et hydroxytyrosol [(3,4-
dihydroxyphényl) éthanol] sont les phénoliques les plus abondants alcools dans les fruits des
olives (Alagna et al ., 2012). Les flavonoides comprennent le flavonol glycosides tels que la
lutéoline-7-glucoside et la rutine ainsi que les anthocyanines, la cyanidine 3-O-glucoside et la
cyanidine 3-orutinoside (Vinha et al., 2005). L'oleuropéine et le verbascoside sont les principaux
secoiridoides présents dans les olives. L'intérét croissant dans les polyphénols d'olive est due au

fait qu'ils peuvent jouer un role important dans la santé humaine.

Notre travail s'effectué au sein du centre de recherche en biotechnologie (C.R.Bt) a

Nouvelle Ville a Constantine - Algérie.
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Notre intérét s’est porté a L’évaluation de I’activité antioxydante in vitro des extraits

d’olives en réalisant :

1- L’extraction des extraits d’ethyl acetate et methanolique d’olives

2- L’étude de ’activité antioxydante in vitro via les tests de :
2-1- L’effet scavenger du radical DPPH

2-2- Le pouvoir réducteur

2-3- L’effet inhibiteur de CUPRAC

2-4- L’activité anti-inflammatoire in vitro
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Z.C /1. Stress oxydant et Antioxydants

1.1. Définition du stress oxydant

Le stress oxydant est le résultat d'un déséquilibre entre les oxydants et les activités
antioxydantes réduite d’une cellule ou d’un compartiment cellulaire (Barouki, 2006).
L'augmentation des pro-oxydants et / ou la diminution des antioxydants déclenchent une
cascade de réactions oxydatives peut entrainer des destructions tissulaires et provoquer des

Iésions au niveau des structures cellulaires (Iuchi, 2012 ; Pincemail et al., 2014).
1.2. Les especes réactives d'oxygene(EAQO)
1.2.1. Les dérivés d'oxygene radicalaire

» Anion superoxyde (O 27)

L'anion superoxyde (O2") est un radical libre négatif de charge, c’est une forme ionisée
d'une molécule de dioxygene formée par une capture d’électrons, ayant des moitiés
relativement longues (supérieures a quelques dizaines de secondes) avec une faible réactivité

avec les composés organiques (Favier, 2003 ; Scheibmeir et al., 2005).

0, > Oy
» Radical hydroxyle (HO")

Le radical hydroxyle est le type le plus instable et le plus interactif de toutes les especes
dérivées de 1'oxygene. Il est le plus toxique pendant le stress oxydatif car sa demi-vie est
limitée (10 a 10 secondes dans les systemes biologiques). La propagation limitée de cette
radical lui permet d'interagir avec de nombreuses especes moléculaires dans le voisinage
(protéines, graisses, ADN ...) causant des dommages cellulaires multiples (Kohen et Nyska

,2002 ; Favier, 2003).

Le radical hydroxyle est produite intracellulaire, soit apres une réaction d'hyper-Weiss,
soit apres une réaction de fenton, qui nécessite des catalyseurs métalliques (Figure 1) (Kohen

et Nyska ,2002).
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0, + H,0, —e- OH" + OH + O, (réaction de Haber-Weiss)

HzOz + Fe** —_— OH" + OHV + Fe** (réaction de Fenton)

Figure 1 : Formation d’HO- Apres la réaction de fenton et d’hyper-Weiss (Kohen et Nyska
,2002)

1.2.2. Les dérivés d'oxygene non radicalaire
> Oxygene singulet (10z2)

C’est la forme « excitée » de 1’oxygeéne moléculaire qui est tres instable et extrémement
réactif, a une durée de vie trés limitée. Au contact des molécules de son environnement,
notamment les molécules d’eau, il se désactive en libérant de I’énergie (Cillard et Cillard,

2006).
» Peroxyde d'hydrogene (H202)

Egalement appelée dioxyde de dihydrogéne ou « eau oxygénée » est trés soluble dans
I’eau, n'est pas un radical libre au sens propre mais sa capacité a traverser les membranes
biologiques fait qu’il peut se retrouver a une grande distance de son lieu de production. En
effet, en faible concentration, il ne présente pas de toxicité pour la cellule. Cependant, en forte
concentration, il induit une cytotoxicité par le biais des dérivés radicalaire qu’il génére, il

devient toxique (Kohen et Nyska ,2002).
»  Hypochlorite (HOC]) et inflammation

Au cours de I’inflammation, un ensemble des oxydants sera produits. L'activation des
cellules phagocytaires a la fois in vivo, entraine la libération de I'enzyme héme
myéloperoxydase, Cette enzyme catalyse la réaction de H2O: avec des concentrations
physiologiques de Cl° pour donner l'oxydant puissant hypochlorite (HOCI) (Park et al.,
2008).

Cependant, une production excessive ou mal placée de HOCI peut causer des
dommages tissulaires et ce processus est considéré comme important dans la progression d'un
certain nombre de maladies incluant l'athérosclérose, l'inflammation chronique et certains

cancers (Hawkins ef al., 2003 ).
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. Myéloperoxidase )
H,0,+ Cl > HCIO+HO

1.2.3. Les especes réactives d'azote
» Nitric oxyde (NO°)

Le radical oxyde nitrique (NO") ou monoxyde d’azote est produit par diverses cellules a
partir de l’arginine et de I’oxygeéne dans une réaction catalysée par des NO synthases
constitutives et induites. Le radical NO" représente la principale espece radicalaire contenant
un atome d’azote qui dans les conditions aérobies est capable de réagir avec 1’oxygeéne

moléculaire pour donner naissance au radical dioxyde d’azote (NO>') (Astier et al., 2017).

0, + 2NO > 2N02"

» b. Peroxynitrite (ONOO")

C'est un radical tres actif formé suite a la réaction d’O>~ avec le monoxyde d’azote

radicalaire NO* (Pacher ef al., 2007).

NO +02" > ONOO

Bien que le peroxynitrite soit un oxydant puissant, I'anion (ONOO") réagit également

directement avec les nucléophiles, molécules a charge positive partielle (Pacher et al., 2007).

-+
ONOO +H > ONOOH

1.2.4. Autres formes radicalaires

D'autres formes radicalaires peuvent étre retrouvées dans les milieux biologiques. Il

s'agit en particulier des radicaux alkyle (Re), alkoxyle (ROe¢) et alkyl peroxyle (ROO¢),
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générés a la suite de 1'action oxydante de radicaux libres oxygénés (superoxyde, hydroxyle)
sur les chalnes d'acides gras polyinsaturés, les glucides, les protéines ou les acides nucléiques.
Ces radicaux « secondaires » sont moins réactifs mais plus sélectifs que les radicaux
primaires. Ils sont a I'origine de processus de réactions radicalaires en chaine, et en particulier
des réactions participant a la lipoperoxydation des membranes cellulaires (Vergely et

Rochette, 2003).
1.3. Les sources des radicaux libres

1.3.1. La chaine respiratoire de mitochondries

La production d'ATP par la phosphorylation oxydative mitochondriale est basée sur la
réduction de l'oxygene moléculaire, qui peut produire des sous-produits toxiques tels que le
radical superoxyde (O27) ou le peroxyde d'hydrogene (H202). Seul le complexe IV
(cytochrome ¢ oxydase) de chaine respiratoire est capable de réduire completement 1'oxygene
moléculaire en eau et a donc une fonction antioxydante dans la chaine respiratoire, tandis que
le complexe I (NADH ubiquinone oxydoréductase) et le complexe III (ubiquinol-cytochrome
¢ oxydoréductase) contribuent a la formation de radicaux superoxydes due a une réduction

incomplete de 1’0 (Pascual-Ahuir et al., 2017).

L’O est produite a la fois dans la matrice et dans 1'espace inter membranaire (Figure2)

(Russell et Cotter, 2015).
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Figure2 : La mitochondrie systéme producteur d’O2~ (Russell et Cotter, 2015)

1.3.2. Les Oxydases

> Les NADPH oxydases (NOX)

o e

primordial dans la défense contre les pathogenes, mais elle existe également dans toutes les

autres cellules non phagocytaires ou elle participe a la signalisation cellulaire.

La NOX est localisée dans la membrane cytoplasmique et dans certains granules spécifiques

des neutrophiles substrats (Briones et Touyz, 2010 ; Migdal et Serres, 2011).

> La Xanthine oxydase (XO)

La xanthine oxydase, qui catalyse I’oxydation de I’hypoxanthine et de la xanthine au

cours du métabolisme des purines, oxydase joue un rdéle important dans la production des

ROS, particulierement O2~ et H>O: (Figure 3) (Sachdev et Davies, 2008).
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Figure 3 : Le métabolisme des purines par XO (Sachdev et Davies, 2008)

> Les enzymes monoamine oxydases (MAOQO)

Au niveau mitochondrial, il existe une classe d'enzymes appelées monoamine oxydases,
qui résident dans la membrane mitochondriale externe. Les monoamines oxydases A et B
(MAO-A et MAO-B) sont des enzymes d'une importance primordiale dans la régulation des

catécholamines et d'autres amines biogenes chez les mammiferes (Damien et al., 2017).

Les MAOQO utilisent un cofacteur FAD pour catalyser la désamination oxydative de
plusieurs monoamines, incluant non seulement les neurotransmetteurs, mais aussi les amines
exogenes ingérées avec des régimes normaux (tyramine), produisant H2O: et les aldéhydes

correspondants comme sous-produits (Damien et al., 2017).

La MAO-A métabolisant plutdt la sérotonine alors que la MAO-B a une préférence
pour la phényl éthylamine, tandis que les catécholamines peuvent étre oxydées par les deux

iso formes (Figure 4) (Damien et al., 2017).
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- Monoamine oxidases

Mitochondria l

Monoamine Aldehyde  Ammonia
R-CH,-NH, + H,O / \ > R-CH=0 + NH,
E-FAD E-FADH,
O
H,0, 2

Figure 4 : Les monoamines oxydases et la production de H>O> (Damien et al., 2017)
1.3.3. L’inflammation

Au cours de I’inflammation, un ensemble des oxydants et des radicaux libres sera

produits (Figure 5) (Morena et al., 2002).
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Figure 5 : Production d’oxydants par le phagocyte activé (Morena et al., 2002)

1.3.4. Pro-oxydants environnementaux:

Les pro-oxydants environnementaux tels que les pesticides, les métaux lourds, la fumée
de cigarettes, les polluants, la poussiére (d’amiante, de silice), et les composés induits par la
prise de certains médicaments, par le rayonnement électromagnétique (radiation ionisante,

lumiére ultraviolette), ou lors d’un coup de chaleur (Figure 6) (Bennamara, 2017).

Les radiations ionisantes . ..+
(Ionisation) OHihrse

HO — faycitat (Radiolyse de Ieau)
Sl (excitation) L OHH

La lumiére :

ho W gon  (Pooise

Figure 6 : Formation les ROS par le rayonnement électromagnétique (Bennamara, 2017)
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1.4. Role physiologique des especes réactives :

La production des EOA et des ENA est permanente et physiologique, elle n’est pas
limitée aux conditions pathologiques, car ces especes réactives participent a de nombreuses
fonctions biologiques (Koechlin, 2006).

Ces especes réactives (027, H202, NO’, ONOO™, HOCI) participent aussi a la
différenciation cellulaire, 1’apoptose, I'immunité et la défense contre les micro-organismes
(Favier, 2003; Christian et Kunal, 2009), et la régulation de nombreux facteurs de
transcription tels que I’AP-1 (Activateur protein-1) et le HSF-1 (Facteur de choc thermique-1)
qui active des geénes dits protecteurs pour la cellule. Ces genes régulent 1’expression de
molécules de défense telles que les antioxydants ou les HSP (protéine de choc thermique) qui
contribuant aux processus de réparation et de régénération cellulaire. Les EOA participeraient
également a I’amélioration du captage musculaire du glucose et a la reconstitution des stocks

en glycogene musculaire (Koechlin, 2006).

1.5. Principales cibles biologique de stress oxydant

» Les lipides

L’initiation de la peroxydation lipidique est due a 1’attaque des acides gras par les EOA,
c’est une réaction en chaine qui est un exemple d’oxydation trés dangereux pour les cellules
provoqué par les dérivés de 1’oxygene, en particulier les radicaux hydroxyles ((OH) ou
peroxyles (ROQO™), capables d’arracher un atome d’hydrogene d’un groupe méthyleéne (CHb),

laissant un électron non apparié sur 1I’atome de carbone (Therond, 2006) (Figure 7 ).
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Peroxydation Lipidique induite par le radical ‘OH
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Figure 7 : Peroxydation lipidique induite par le radical HO" (Favier, 2003)

L’autoxydation est une réaction directe de 1’oxygene moléculaire avec des composés
organiques. Dans le cas des acides gras insaturés, I’oxygene se fixe sur les doubles liaisons
pour donner des hydroperoxydes. L’oxygene peut exister sous une forme beaucoup plus
réactive correspondant a un état excité appelée oxygene singulet, et L’oxydation indirecte des

acides gras insaturés par *Ox (Figure 8) (Cillard et Cillard, 2006).
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Figure 8 : Mécanisme de I’autoxydation des acides gras par I’oxygene triplet et I’oxygene

singulet (Cillard et Cillard, 2006)

Elle a des conséquences multiples : 1’attaque des lipides circulants aboutissant a la
formation des lipoprotéines de densité légere (LDL) oxydées qui captées par des
macrophages, formeront le dépdt lipidique de la plaque d’athérome des maladies
cardiovasculaires, et en induisant une diminution de la fluidité des membranes plasmiques et
une augmentation de la charge négative de surface, et en perturbant les membranes des

organites cellulaires (Favier, 2003).

Elle fournit également une grande variété de produits qui peuvent réagir avec les
protéines et I’ADN. Parmi les produits formés lors de la peroxydation lipidique, l'isoprostane,
le malondialdéhyde (MDA), les acides thiobarbiturique (TBARS) et le 4-hydroxynonenal (4-
HNE) sont étudiés comme marqueurs de la peroxydation lipidique, et le malonedialdéhyde
(MDA) est un bon marqueur de la peroxydation lipidique (Blandine, 2006 ; Michel ef al.,
2008).

> L’ADN

Bien que I'ADN soit la mémoire de toute la composition biochimique des étres vivants,
il s'agit d'une molécule tres sensible a l'attaque par les radicaux de l'oxygene. Au bas mot,
cing classes principales de dommages oxydatifs médiés par OH" peuvent étre générées : les

bases oxydées (particulierement la guanine), les sites abasiques (peut aussi attaquer la liaison
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entre la base et le désoxyribose, créant un site abasique, ou attaquer le sucre lui-méme), les
adduits intra-caténaires, les cassures de brins et les pontages ADN-protéines formant des
adduits sur les bases de ' ADN de type MDA -guanine (Cadet et al., 2003).

Les dommages oxydant continus I’ADN peuvent mener aux changements des cascades de
signalisation ou de 1’expression des genes, a I’induction ou arrét de la transcription, aux

erreurs de réplication et a I’instabilité génomique (Favier, 2003).
> Les protéines :

Les protéines les plus sensibles aux attaques radicalaires sont surtout celles qui
comportent un groupement sulthydrile (-SH). C’est le cas de nombreuses enzymes cellulaires
et protéines de transport qui vont ainsi €tre oxydées et inactivées. D’autres lésions

irréversibles conduisent a la formation d'un intermédiaire radicalaire (Noori ,2012) (Figure 9).

HO' H2()2 HOY ONOOH HOY EIH' HOY

IR

3 H2 itlu
M ey o m LI Ha
HI 8 S - j I o | ]

Itr[;lliullllin;ll III II.JIIIILIIIIIEIII I-ji:III

[ : N 1
i H1
: "ql?l"
hH im
Tz H.L'IH ,
l.“, CH3 ma. ~.',|] W 'm 1 CH3
C NS :-:u H1 :

‘H? i 1 LIL- CH2 CH2 {"H2

—
—
-
—

IIIIlIIIJIIIIlIIII III'IIII‘IIIII EEEEEENNEN

Figure 9 : Nature de quelques modifications des chaines latérales d’acides aminés des

protéines apres attaque radicalaire (Favier, 2003)
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> Les Glucides :

Si la chimie de l'attaque radicalaire des polysaccharides a été beaucoup moins étudiée
que celle des autres macromolécules, il n'en demeure pas moins que les EOA attaquent les
mucopolysaccharides et notamment les protéoglycanes du cartilage. Par ailleurs, le glucose
peut s'oxyder dans des conditions physiologiques, en présence de traces métalliques, en
libérant des cétoaldéhydes, H2O2 et HO", qui entraineront la coupure de protéines ou leur
glycation par attachement du cétoaldéhyde, formant des produits de glycation avancée (ou
AGE pour advanced glycation end products). Ce phénomene de glycosoxydation est tres
important chez les diabétiques et contribue a la fragilité de leurs parois vasculaires et de leur

rétine (Favier, 2003).
1.6. Role pathologique du stress oxydant

Le stress oxydant engendre des perturbations biologiques, la baisse de la fluidité des
membranes, les anomalies de récepteurs, la diminution de la sensibilit¢ a I’insuline, la
perturbation de I'immunité cellulaire, la fibrose, les dépots de lipides, 1’affaiblissement

musculaire, la mort neuronale ou apparition de mutations (Favier, 2006).

De nombreuses anomalies pathologiques sont également induites par le stress oxydant :
mutations, carcinogenese, malformations des feetus, dépdts de protéines anormales, fibrose,
formation d’auto-anticorps, dépdts de lipides oxydés, immunosuppression. Ces conséquences

donnée certain pathologies (Favier, 2006) (Figures 10).
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Traumatisme

Athérosclérose Bralure Parkinsaon
Radiation solaire Démences
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Dermatose
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Ischémie-reperfusion
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Surcharge en fer Malaria Retinopathie

Irradiation Degeénérescence rétinienne

Endotoxinémie

Figure 10 : difféerent pathologie causée par les EOA (Pincemail et al., 2001)

On distingue deux types de maladies ou le stress oxydant soit la cause primordiale ou

fait partie des facteurs déclencheurs (Tableau 1) (Favier, 2006).

Tableau 1: Relation entre les maladies et le stress oxydant (Favier, 2006)

\ Malad!es nliues . Maladies o e sressoxydant Maladies 01] le stress oxydant  Maladies entrainant
aune production insuffisante I nordial fait partie un stress oxydant
de radicaux libres est la cause primordiale des facteurs déclencheurs secondaire
+ Agranulomatose septique + Cancers + Maladie d'Alzheimer * Diabéte
* Psoriasis * Autoimmunité + Sterilités masculines + Insuffisance rénale
+ (ataracte + Maladies virales : EBV, HVB » Mucoviscidose
+ Dégénérescence maculaire + Rhumatismes v Sida
+ Sclérose latérale amyotrophique + Athérome * Choc septique
+ Photo-veillissement cutané + Asthme * Infarctus du myocarde
+ Photosensibilisation + Insuffisance respiratoire  » Ischémies/reperfusion
* [rradiation * Parkinson
* Intoxications : CCl,, Cd, Fe, alcool, » Briilures
+ Hémochromatose » Thalassémie

» Greffes d’organes

Traitements :

* Anticancéreux

* PUVA thérapie

+ Oxygene hyperbare
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1.7. Les antioxydants

1.7.1. Les systemes enzymatiques antioxydants

Les antioxydants enzymatiques le superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT), la
glutathion peroxydase (GPx) et la glutathion réductase (GR) sont considérés comme la

premiere ligne de défense de notre organisme contre les EAO (Scheibmeir ef al., 2005).
a. Superoxyde dismutase (SOD)

Généralement, I'enzyme SOD convertit deux molécules d'anions superoxyde (O27) en

hydrogene peroxyde (H20:) et une molécule d'oxygene (Oz).

SOD
20+ 2 e—m———3 HO +0
2 2 2 2

Au cours de la catalyse, le cofacteur de métal (M) redox-actif passe entre des états

oxydés et réduits qui different d'un électron

M (n+1) + 02'_ o J\Y L 02
M™ + O+ 2H* — M (n+1) 4 H>0»

20,7+ 2H* — O, + H20O»

Des formes différentes de SOD sont trouvées et sont distinguées sur la base des
cofacteurs métalliques présents sur le site actif de 1'enzyme. SOD de cuivre et de zinc (Cu /
Zn-SOD), SOD de nickel (Ni-SOD), SOD de manganese (Mn-SOD) et de fer SOD (Fe-SOD).

Les Cu-Zn SOD sont situés dans la matrice extracellulaire (SOD3) et le cytosol(SOD1)
des eucaryotes. Mn-SOD demeure dans les bactéries et tous les eucaryotes, chez les
eucaryotes, Mn-SOD (SOD3) est dans la matrice mitochondriale, et Fe-SOD et Ni-SOD sont
procaryotes (Daniel et al., 2017 ; Rajesh et Sanniyasi, 2017; Jahaun et Gloria, 2018)
(Figures 11).
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Figure 11 : Les formes différentes de SOD (Lomri, 2008)

b. Les catalases (CAT)

La catalase (CAT) est une protéine tétramérique de quatre sous-unités similaires CAT
est un commun enzyme antioxydant présente presque dans tous les tissus vivants qui utilisent
oxygene. L'enzyme utilise du fer ou du manganeése comme cofacteur et catalyse la
dégradation ou la réduction du peroxyde d'hydrogene (H>O») a l'eau et a l'oxygene

moléculaire (Ighodaro et Akinloye, 2017).

CAT
2 H202 é 2 HZO + 02

c. Lecycle d’oxydoréduction du glutathion :
Le cycle d’oxydoréduction du glutathion fait intervenir deux enzymes essentielles:

La glutathion peroxydase (GPx) qui active la réaction de transformation des hydroperoxydes

en eau et en alcools primaires, et elle est la seule séléno-enzyme dans les cellules des
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mammiferes, sa molécule contient quatre atomes de sélénium dans le centre actif sous forme
de séléno-cystéine. Elle catalyse les réactions de réduction des peroxydes organiques et
inorganiques, en utilisant le glutathion réduit comme donneur de protons, ce qui provoque
I’oxydation de glutathion réduit (GSH) en glutathion oxydé (GSSG) et la production d’alcool
primaire non toxique (Ighodaro et Akinloye, 2017). (Figurel2).

GPX
2GSH+Hz02 —_—-3  GSSG+2H20

GPX
2GSH+ROOH =2  GSSG+ROH+H,0O

La glutathion réductase (GR) qui est une enzyme flavoprotéique cytosolique,

transforme le glutathion oxydé (GSSG) en sa forme réduite (GSH) en présence du coenzyme
NADPH +H".

GR
GSSG+NADPH+H" —_—3> 2GSH+NADP*

1GSH (lutathion perozydase G33G
O, H0+%0,
m n = n
‘ .

N

i
NADP* NADPH

Glntathion reductase

Figure 12 : Cycle de recyclage du Glutathion (Bennamara, 2017)
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Il y a deux formes de GPx, Sélénium- indépendantes et Sélénium-dépendante, et il y a
au moins huit GPx enzymes chez I'homme (GPx1-GPx8), GPx1 est la sélénoperoxydase la

plus abondante et est présent pratiquement dans toutes les cellules,

La fonction importante de cette enzyme contre le stress oxydatif est de protéger la
cellule vivante de 1’accumulation du glutathion oxydé, des protéines-SSG et d’autres

composés disulfures ( Grek et al., 2013 ; Ighodaro et Akinloye, 2017).
d. L'héme oxygénase :

L'heme oxygénase est l'enzyme limitant de la dégradation de I'heme constituant central
de molécules d'importance comme I'hémoglobine, la myoglobine, mais aussi les cytochromes,
la catalase ou la NO synthase (Taillé et al., 2002 ;Jiawen et al., 2012; Hun-Taeg et al.,
2013).

e. La biliverdine réductase :

La dégradation d'une molécule d'heme libere de la biliverdine, réduite en bilirubine sous

I'action de la biliverdine réductase.

La bilirubine est I'un des plus puissants antioxydants de 1'organisme par son pouvoir

chélateur de radicaux libres de 'oxygene (Jiawen et al., 2012).
1.7.2. Les systémes non enzymatiques antioxydants

1.7.2.1. Les antioxydants endogénes

» Le glutathion (GSH)

Le glutathion est un tripeptide, et il est abondant dans le cytosol, les noyaux et les
mitochondries, c’est le majeur antioxydant soluble dans ces compartiments cellulaires.Les
principaux rdles protecteurs du glutathion contre le stress oxydatif sont qu'il peut agir comme
un cofacteur pour plusieurs enzymes détoxifiantes, participer au transport des acides aminés a

travers la membrane plasmique, et régénérer les vitamines C et E formes actives.

Et joue un rdéle important dans la détoxication des composés toxiques €lectrophiliques et
les xénobiotiques par des réactions de conjugaison catalysées par la glutathion S-transférase

avec la formation d’acides mercapturiques ( Rahman, 2007 ; Saka ef al., 2011) (Figures 13).
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Figure 13 :L'implication du GST dans la réaction de S-glutathionylation (Bennamara, 2017)

» L’acide urique

L'acide urique est des métabolites ayant des propriétés antioxydantes élevées est présent
en forte concentration dans le sang humain et fournit environ la moitié de la capacité
antioxydante totale du sérum humain. L'acide urique est un métabolite de la purine, produit a
partir de la xanthine par I'enzyme xanthine oxydase. On considere que l'acide urique est un

mécanisme de défense contre le stress oxydatif (Aprioku, 2013).
» Acide lipoique

Composé appartenant aux thiols, ses deux formes oxydée et réduite présentent des
propriétés antioxydantes in vitro en piégeant les HO", RO2, ’HOCI et I’ 'O». En se liant a des
métaux comme le fer et le cuivre, il permet de les désactiver d’un point de vue catalytique, et
a la capacité de régénérer certains antioxydants endogenes et exogenes (Descamps et al.,
2006).

» le thiorédoxine (TRX)

Le systeme de thiorédoxine (TRX) est un autre antioxydant thiol, ce sont des protéines
ayant une activité oxydoréductase et sont omniprésentes dans les cellules mammaliennes et
procaryotes. Il contient également un disulfure et possede deux cystéines redox-actives dans

un site actif conservé (Cys-Gly-Pro-Cys).
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La thiorédoxine contient deux groupes -SH adjacents sous sa forme réduite qui sont
convertis en unité disulfure dans le TRX oxydé quand il subit des réactions redox avec

plusieurs protéines.

Les taux de thiorédoxine sont beaucoup plus faibles que ceux du GSH, mais TRX et
GSH peuvent avoir des fonctions qui se chevauchent et des fonctions compartimentées dans

l'activation et la régulation des facteurs de transcription ( Rahman, 2007).

1.7.2.2. Les antioxydants exogenes
1.7.2.2.1. Les antioxydants naturels
> Les vitamines C et E

La vitamine C ou ascorbate est un piégeur d’EAO a spectre large, efficace contre les
radicaux peroxyles, hydroxyle et superoxyde ainsi que contre le peroxinitrite. Bien que
I’ascorbate soit hydrosoluble, il est capable de régénérer la vitamine E, ce qui permet de
déplacer les EAO de la membrane vers le cytosol et de prévenir la peroxydation lipidique. Les
formes oxydées de I’ascorbate, le semidéhydroascorbate et le déhydroascorbate, peuvent étre
régénérées par le GSH ou par d’autres thiols intracellulaires. L’ascorbate est également
capable de réduire les métaux de transition et donc d’avoir des effets prooxydants, notamment

en favorisant la réaction de Fenton (Nafia et al., 2005).

La vitamine E (o-tocophérol) est un composé organique liposolublesitué principalement
dans les membranes cellulaires. Il a la capacitépour étouffer les radicaux hydroxyles libres et
les anions superoxydes permettantpour réduire la peroxydation lipidique initiée par EAO au

niveau de membranes plasmiques (Nafia et al., 2005).

A ce niveau, la vitamine E interagit avec des antioxydants solubles dans 1'eau, tels que

I'ascorbate (vitamine C) et le glutathion qui régénerent les lipides (Figure14) (Xavier, 2009).
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Figurel4 :L’effet antioxydant des vitamines (Xavier, 2009)

> Les oligo-éléments

Le cuivre (Cu), le zinc (Zn), le manganese (Mn), le sélénium (Se) et le fer (Fe) sont des
métaux essentiels dans la défense contre le stress oxydant. Toutes les enzymes antioxydantes
requierent un cofacteur pour maintenir leur activité catalytique. Ainsi, la SOD mitochondriale
a besoin de manganese, la SOD cytosolique de cuivre et de zinc, la catalase de fer et la GPx
de sélénium. Cependant, certains oligoéléments, notamment le fer, lorsqu'ils sont en exces
dans l'organisme et sous leur forme réduite, peuvent avoir une action pro-oxydante (réaction
de Fenton, d'Haber-Weiss) (Blandine, 2006).

> Caroténoides

Sont présents dans les fruits et légumes consommés par les humains. Les principaux
caroténoides présents dans l'alimentation quotidienne sont: l'a-, B-carotene et le lycopene

(caroteénes) et les hydroxy caroténoides (xanthophylles-zéaxanthine et lutéine).

Les caroténoides sont importants non seulement pour leur activité provitamine A, mais
aussi pour un éventail d'autres actions dans les systemes biologiques. Comme les tocophérols,
les caroténes et les xanthophylles sont des désactivateurs de ! O, (oxygene singulet) efficaces

et des radicaux libres. Alors que les réactions des carotenes avec les radicaux libres sont
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beaucoup plus complexes et dépendent principalement de la nature du radical libre plutdt que

du caroténe (Oroian et Escriche ,2015).

> Polyphénols

Les composés poly phénoliques sont omniprésents dans tous les organes de la matiere
végétale et font donc partie intégrante de l'alimentation humaine. , 1'intérét pour les
phénoliques alimentaires a augmenté en raison de leurs capacités anti-oxydantes et anti-

radicalaires (Oroian et Escriche ,2015).

L’Olea europaea est largement utilisé dans la médecine traditionnelle pour un large
éventail de problemes de santé dans divers pays. L'écorce, les fruits, les feuilles, le bois, les
graines et l'huile sont utilisés sous différentes formes, seuls ou parfois en combinaison avec

d'autres herbes (Cheriti ef al., 2016).
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2. Olea europaea et activités biologiques

2.1. Description botanique

L’olivier est un arbre typiquement méditerranéen (Breton et al., 2006). De 6 a 8m
de hauteur a tronc tortueux a écore grisatre, crevassée (Ghedira, 2008) . peut atteindre 15
m de haut (Hans et Kothe, 2007). Sa longévité multiséculaire est légendaire, la
température demeure a plusieurs jours a 16 C° I’isotherme -12C° correspondrait a la limite
de son air de culture. Facilement identifiable a son port a feuilles blanches a 4 pétales
soudé en tube a la base (Claude et Francoise , 2007). Les feuilles, blanches argentées a la
face inférieure, vertes grisatres a la face supérieure, opposées, persistantes, coriaces,
lancéolées. Les fleurs, petites et blanches, a quatre pétale, sont réunies en grappes dressées,
les fruits, olives, sont des drupes ovoides, vert puis noires a maturité, a noyau dur
fusiforme (Ghedira, 2008). L’olivier exige un climat ensoleillé doux et sec, craint, I’exces
de I’humidité, 1l s’adapte aux conditions extrémes de l'environnement, mais exige une
intensité lumineuse importante. Mais s’accommode de tout type de sol (Claude et

Francoise ,2007 ; Claude et Francoise ,2007) (figure 15).

Figure 15 : Olea europaea L (Ghedira, 2008)

Dans le genre Olea, 1'olive (Olea europaea L.) possede la plus grande distribution
géographique, et plusieurs sous-especes ont été décrites (Médail et al.,2001). L’air
d’extension de la culture de I’olivier (figure 15) définit I’air biogéographie que de la sphere
méditerranéenne et du climat méditerranéenne (Ghedira, 2008).

L’espéce Olea L. a été nommée par Linné. C’est 'unique espece du bassin

méditerranéen représentative du genre Olea .
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La classification botanique de 1’arbre de I’olivier (Ghedira, 2008 ; Basim et al.,
2017) est la suivante :
Régne : Plantae.
Embranchement : Magnoliophyta..

Sous - embranchement :Magnoliophytina.

Classe : Magnoliopsida.
Sous Classe : Dialypétales.
Ordre : Lamiales.
Famille : Oleaceae.

Genre : Olea.

Espece : Olea europaea L.

2.2 . Cultivation

La culture de I’olivier est parmi les plus anciens arbres sur la planete Terre et elle
remonte a plus de 7000 ans. (Liphschitz ef al.,1991) . L’ancienneté de la culture de
I’olivier est attestée par des preuves archéologiques datant du IVe millénaire avant J-C

(Vossen et al., 2007).

Les oliviers se sont répandus vers l'ouest depuis la région méditerranéenne en Italie,
au Portugal, en Espagne, en Grece, en France, en Asie, et en Australie (Chiappetta et al.,
2017). Autre que l'olivier soit maintenant cultivé dans différentes parties du monde, la
région méditerranéenne continue d’offrir 1'oléo majoritaire et représente une production

d'huile environ 98% de la culture oléicole mondiale (Ghanbari et al ., 2012) (figure 16).

Jusqu’a nos jours. il existe plus de 2000 cultivars dans le bassin méditerranéen qui
présentent une énorme diversité basée sur la morphologie de la fosse et la morphologie des
fruits, elle s’adapte trés bien aux conditions pédoclimatiques de 1’Algérie. Ces dernicres
années, I’oléiculture a connu une extension tres significative dans les régions sahariennes,
La wilaya d'El Oued est 1’'une des régions ou 1’oléiculture représente une filire en plein
essor, qui connait une augmentation importante des surfaces oléicoles (Ganino et al,

2006).
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Figure 16 : Distribution géographique (Ghedira, 2008)

2.3. Caractérisation et Composition d’olive

L’olive est une drupe constituée de trois parties : I’épicarpe, le mésocarpe, et
I'endocarpe (Figure 16). L'épicarpe (peau ou épiderme) est couvert de cire et reste vert tout
au long de la phase de croissance puis devient pourpre, brun ou noir (selon la variété) une

fois mature. Ce changement de couleur est dii a la formation des anthocyanes.

Graine
Endocarpe

N ésocarpe (pulpe)

Epicarpe

Figure 17: Coupe transversale de 1’olive (Niaounakis, 2006)

La masse de I’olive varie de 2 a 12 g. Sa composition moyenne comprend de 1’eau
(50%), de I’huile (22%), des sucres non cellulosiques (19,1%), de la cellulose (5,8%), des
protéines (1,6%) et des cendres (1,5%) (Niaounakis, 2006), A noter que l'oleuropéine qui

est responsable du golit amer de 1’olive est concentrée dans le mésocarpe.

L’olive, dont I’huile est un composant essentiel du régime méditerranéen, riche en

acides gras insaturés.
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2.4. Composition phénolique
2.4.1. Généralités sur les composés phénoliques
2.4.1.1. Définition

Les métabolites secondaires représentent une variété treés large des composés
organiques sans fonction directe dans la croissance et le développement des plantes
(Amlan et al., 2010), ils jouent d’autres roles importants dans : 1’odorat, la protection
contre les insectes, les herbivores et les radiations ultra-violets solaires (Kamra et al
2006 ; Combrinck et al, 2007). Comme ils ont aussi un role important dans les
interactions de la plante avec son environnement, telle D’attraction des insectes
pollinisateurs (Greathead et al., 2003) plus de 200 000 structures de métabolites

secondaire ont été identifiées ( Amlan et al., 2010)

Les composés phénoliques, sont des métabolites secondaires, forment le groupe des
composés organiques phytochimiques le plus important dans le royaume des végétaux avec
plus de 8000 structures phénoliques présents dans tous les organes de la plante. L'élément
structural de base est un noyau benzoique auquel sont directement liés un ou plusieurs
groupes hydroxyles, libres ou engagés dans une autre fonction chimique (éther,

méthylique, ester, sucre...) (Bruneton ,1999).
2.4.1.2. Structure des composés phénoliques

Sous la désignation de composés phénoliques on désigne un vaste ensemble de
substances qui posseédent un cycle aromatique portant un ou plusieurs groupements
hydroxyles. Les flavonoles montrent une grande diversité et une complexité qui dépend de
la nature et de la position des hydroxylations, méthylations et glycosylations du squelette
carbone de base en C 15. Parmi eux, les trois classes des flavonoles, anthocyanes et
flavanes-3-ols (Figure 17) (Bruneton ,1999). (Tableau 2) résumé structure et classe des

composés phénoliques.
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Tableau 2 : Structure et classe des composés phénoliques (Ghanbari et al .,2012)

Structure Classe

Ceo Phénoles simples

Ce6-C1 Acides phénoliques

C6-C2 Acétophénones et acides phenylacetiques

C6-C3 Acides cinnamiques, aldehydes cinnamyl, alcools cinnamyl,

Chalcones, aurones, dihydrochalcones.

C15 Flavans, flavones, flavanones, flavanonols, anthocyanidins, anthocyanins

Flavonols T Flavones "

OH
OH o OoOH o
R, = OH; R, = R;= H : Kaempferol R, = H; R = OH - Apigenin
R, = R,= OH; R; = H :r Quercetin R; = R,= OMH : Luteolin
R, = R, = R;= OH > Myricetin
R,
Isoflavones Flavanones

—

OH O
R; = H @ Daidzein R, = H; R = OH - Naringenin
R, = OH : Genistein R, = R, = OH : Eriodictyol
R, = OH; R; = OCH, - Hesperetin
o Zd R
Anthocyanidins R, Flavanols N

OH O R,
at g R,

OH OH
OH OH
R, = R = H : Pelargonidin R; = R = OH; R = H - Catechins
R, = OH; R; = H - Cyanidin R; = R; = R; = OH : Gallocatechin
R, = R, = OH : Delphinidin
R, = OCH, ; R, = OH : Petunidin =

R, = R, = OCH, - Malvidin

Figure 18 : Structure chimique des flavonoides (Bruneton ,1999)
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2.4.1.3. Mécanisme d’action des composés phénoliques

Le composé le plus actif comme antioxydant est celui qui possede plus d'un groupe
actif (NH2 ou OH) en position ortho. Ainsi, le composé antioxydant le plus actif est le
catechol , qui posseéde deux groupes hydroxyle en position ortho (Valgimigli et al.,2008).
La premicre chaine portant un radical peroxyle était piégée par le transfert d'atome H a
partir de I'OH phénylique labile et la seconde par réaction avec le radical phénoxyle

résultant. Les catéchols peuvent piéger deux radicaux peroxylés (figures 19 et 20).

Plupart des conditions comme suit:

OH
\
+ ROO™ + ROO}
= OH
oy
\
| + ROO® - + ROOH
= “~oHn

The reaction mechanism of catechol as antioxidant

Figure 19 :Mécanisme d’action antioxydante d’un cathecal (Valgimigli ez al., 2008)

= o—'H
| + ROO" ——= ©[ + ROOH
~ N—H

N—
| |
H H
s O . o
+ ROO —— + ROO}
~ T—H SN—H
P

The reaction mechanism of 2-aminonhenol as antioxidant

Figure 20 : Mécanisme d’action antioxydante d’aminophenol (Valgimigli ez al., 2008)

L'activité antioxydante élevée de ces composés est due a la présence de groupes di-
actifs (OH ou NH>) en position 1,2 dans leur structure moléculaire. Cette caractéristique de

structure a la capacité de former une liaison intramoléculaire d'hydrogene. L'atome de H
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qui n'est pas impliqué dans cette liaison sera alors abstrait par les radicaux libres,

entrainant un radical phénoxy stable (Ordoudi et al., 2006).

Ensuite, le 4-aminophénol, 'hydroquinone et la p-phénylénediamine étaient dans le
second ordre comme antioxydants. Ces composés ont la méme position de substituant. Le

mécanisme de réaction de I'hydroquinone pourrait étre expliqué dans les (figures 21 et 22).

OH &0
+ ROO" — = + ROOH
o} o
-~ -
| -
0,
o] (o}
HOO + + ROOI
0

The reaction mechanism of hvdroauinone as antioxidant

Figure 21 : Mécanisme d’action antioxydante d’hydroquinone (Ordoudi ef al., 2006)

OH C_U

+ ROO. —— + ROOH

Yy >N
1< Ny o g N

A ROO"
0 / \ 0

HOO + @ @ + ROOI
NH NH

The reaction mechanism of 4-aminonhenol as antioxidant

Figure 22 : Mécanisme d’action antioxydante de 4-aminophenol (Ordoudi et al., 2006)

Dans le troisieme ordre, le 3-aminophénol a une activité antioxydante médiée. Le 3-
aminophénol a un groupe donneur d'électrons (NH2) mais en position méta. Cette position
diminue l'effet du groupe amino sur la stabilité du radical phénoxyle résultant, de sorte que

l'activité antioxydante du 3-aminophénol a diminué (Ordoudi et al., 2006).

32



http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0570178313000249#b0095
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0570178313000249#b0095
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0570178313000249#b0095
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0570178313000249#b0095

Chapitre 2 : Olea europaea et activités biologiques

2.4.1.4. Olea europaea et composés phénoliques

La recherche phytochimique effectuée sur Olea europaea a conduit a l'isolement
des flavonoides, des flavones glycosides, des flavanones, des iridoides, des glycosides, des
secoiridoides , des triterpenes, des biophénols (Obied, 2013). Des dérivés de I'acide
benzoique, des isochromans , et quelques autres types de métabolites secondaires a partir
de différentes parties (figure 22). Les composés phénoliques, les flavonoides, les
secoiridodes (Jerman ez al., 2010). Sont présents dans presque toutes les parties de 1I’Olea

europaea.

2.4.2.1. Constituants des fruits, graine, pulpe

L'olivier est une source tres riche de composés phénoliques et possede de
nombreuses propriétés biologiques intéressantes. La présence de I’hydroxytyrosol,
Hydroxytyrosol acétate et 3,4-dihydroxyphenylethyl - [(2,6-dimethoxy-3-ethylidene)
tetrahydropyran-4- yl] acétate, a ¢été rapportée dans I1’huile d'olive extra vierge.
L'hydroxytyrosol, Les flavonoides comme 1’apigenine, et luteoline ont été rapportés a

partir de L'huile d'olive. (Kergeta et al., 2005 ; Ghedira, 2005 ; Khan et al., 2007).

Les secoiridoides constituent une partie importante des fruits et des feuilles d'Olea.
europaea. L'oléuropeine. et leurs glycosides se trouvent dans les fruits et graines d'olives,
Un grand nombre de flavonoides tels que la quercétine ont été signalés a partir des fruits

(Ghedira, 2005 ; Bianco et al .,2003).

Un certain nombre de composés phénoliques incluant l'acide 7-désoxylogogique, Et
l'acide gallique ont été identifiés dans les pulpe des olives (Feo et Senatore, 1993 ;

Bartolini et al., 1998 ; Peralbo-Molina et al.,2012) (Tableau 3).
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Tableau 3: Constituants du fruit d’olivier (Kergeta et al.,2005 ; Khan et al., 2007)

Fruit

L’olive est riche

en eau (40-45 %),

en glucides (10-20
%)

et en lipides qui
représentent environ
30 % du fruit mur
(environ 50 % du
péricarpe et 35-40 %
de [D’amande qui
représente 15 % du
poids du noyau).

Fraction ou Constituants chimiques
famille chimique

-Fraction - Acide palmitique 7,5-20 %,
saponifiable - Acide palmitoléique 0,3-3,5%

- Acide stéarique  0,5-5,0 %

- Acide oléique  55-83 %

- Acide linoléique 3,5-21,0 %
- Acide a-linolénique > 0,9 %

-Fraction - Hydrocarbures dont le squalene: 300-700 mg
insaponifiable - Stérols dont le b-sitostérol : 70-90 mg
(teneur/100 g) :

- Alcools triterpéniques : 100-300 mg
a-tocophérol : 4-13 mg,
b-tocophérol : 1-2 mg

- composés phénoliques: 50 mg
dont hydroxytyrosol 0,01-1 mg et tyrosol

Les secoiridoides constituent une partie importante des feuilles et des fruits d'Olea

europaea. L'oléuropeine (Grohmann, 1981) est le glycoside de secoiridoide le plus

abondamment trouvé dans les fruits d'Olea europaea. Les sécoiridoides et leurs glycosides

se trouvent dans les fruits et graines d'olives Un grand nombre de flavonoides tels que la

quercétine (Bianco ef al., 2003) Ont été signalés a partir des fruits (figure 23).
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Figure 23 : Structure chimique de I’oleupeine et I’hydroxytyrosol (Principale et al., 2010)
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2.5. Usages d'Olea europaea

L’Olea europaea est largement utilisé dans la médecine traditionnelle pour un large
éventail de maladies dans divers pays. L'écorce, les fruits, les feuilles, le bois, les graines et
I'huile sont utilisés sous différentes formes, seuls ou parfois en combinaison avec d'autres
herbes. Le (Tableau 4) résume I’utilisation d’Olea europeae dans la médecine

traditionnelle.

Tableau 4: Utilisation d’Olea europaea dans la médecine traditionnelle

Partie/préparation Maladie/utilisation Référence
utilisation
Fruits et feuilles Hypoglycemie ,Hypotension (Amel, 2013).
Infusi d fruit t

fiusion — des IS € Antibioque (Sheth et al.,2005).
feuilles
Décoctions de feuilles Diarrhée, infections (Sheth et al.,1991).

séchées et de fruits / usage respiratoires et urinaires

oral

Huile d'olive / appliquée Pour prévenir la perte de

(Zargari,1997).
sur le cuir chevelu cheveux
Extrait bouilli de feuilles Traiter I'asthme (Lawrendiadis, 1961).
fraiches / prises par voie
orale
Extrait bouilli de feuilles Traiter I'hypertension (Ribeiro et al.,1988).
séchées / prises par voie
orale
Feuilles extraites dans de Diurétique (Vardanian,1978).

1'eau chaude
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Huile d'olive

Infusion de feuilles / usage
oral

Fruits d'olive

Infusion de feuilles / usage

oral

Préparation des feuilles

Feuilles d'O. europaea

Décoction des feuilles

Fruits et feuilles

Infusions de feuilles

Appliqué sur les membres

fracturés

Antipyrétique

Nettoyant pour la peau

Anti-inflammatoire, tonique

Traiter la goutte

Antibactérien

Antidiabétique,

antihypertenseur

Hémorroides, rhumatismes

et vasodilatateurs

Traitement des infections

oculaires

(Ghazanfar et Al-Al-
Sabahi, 1993)

(Gastaldo,1974).

(Fujita et al.,1995).

(Sanchez-Gonzalez et

al.,2013).

(Flemmig et al.,2011).

(Haloui et al.2010).

(Tahraoui et al.,2007).

(Siintar et al.,2010).

(Guerin et

Reveillere,1985).
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2.6. Activités biologiques

2.6.1. Activité antidiabétique

Al-Azzawie et Alhamdani, (2006). Ont proposé que les patients antidiabétiques
puissent étre traités avec de bons antioxydants car le soulagement du stress oxydatif réduit
les taux de glycémie. Il a été suggéré que l'effet antidiabétique de l'oléuropeine et de
I'hydroxytyrosol pourrait étre dii a leur capacité a restreindre le stress oxydatif largement

associé aux complications pathologiques du diabete (Jemai et al.,2009).

Autre étude a élucidé que ’extrait d’éthyle acétate des olives de chemlal a présenté
une excellente activit¢ inhibitrice in vitro contre les enzymes o-amylase et

glucosidases (Dekdouk et al.,2015).
2.6.2. Activité anticancéreuse

Les constituants d'Olea europaea ont montré de tres bonnes activités
anticancéreuses sur différents types de cancers (Casaburi ef al.,2013). Les activités
antiprolifératives et apoptotiques de 1'érythrodiol (Duquesnoy et al.,2007). Dans les
cellules HT-29 de carcinome colorectal humain (Juan et al, 2008). 1l a inhibé la
croissance cellulaire sans toxicité dans les cellules d'adénocarcinome du colon. De méme,
des études ont été réalisées sur des extraits d'eau et d'extraits méthanoliques de feuilles
d'olivier contre le cancer et les cellules endothéliales. Ces extraits bruts ont été trouvés
pour inhiber la prolifération cellulaire de l'adénocarcinome du sein humain (MCF-7)

(Grohmann,1981) .
2.6.3. Activités antimicrobiennes

L'Olea europaea a été utilis€é comme un remede populaire pour la guérison de
nombreux troubles infectieux d'origine bactérienne, fongique et virale. Plusieurs études ont
été effectuées dans le passé en validant le potentiel antimicrobien et antiviral d'Olea
europaea (Adnan et al.,2014). Les composés phénoliques des feuilles d'olives ont
également été évalués contre plusieurs microorganismes qui sont des agents causaux
d'infections intestinales et respiratoires humaines, y compris des bactéries Gram positives
(Bacillus cereus, B. subtilis et Staphylococcus aureus), des bactéries Gram négatives
(Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae) et des champignons

comprenant Candida albicans et Cryptococcus neoformans (Sudjana et al.,2009).
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Les extraits de feuilles d'olive présentaient une activité antimicrobienne
relativement élevée contre Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Staphylococcus

aureus, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes et Pseudomonas aeruginosa en utilisant la

méthode de diffusion du disque (Ko et al.,2009).

Les activités bactéricides et fongicides des solutions d'olives de table sans sel ont

été évaluées contre plusieurs microorganismes phytopathogenes (Medina ef al.,2011).
2.6.4. Activités antihypertenseurs et cardioprotectives

L'hypertension est a l'origine de maladies cardiaques est peut causer des accidents
vasculaires cérébraux, des maladies artérielles périphériques et des maladies rénales
chroniques si elles ne sont pas traitées. De nombreux produits naturels ont ét€ jugés
efficaces contre I'hypertension. L'huile d'olive a été suggérée comme une source naturelle

et peu cofiteuse de controle de I'hypertension (Somova ef al.,2003).
2.6.5. Activités anti-inflammatoires et antinociceptives

L'huile d'olive extra vierge a montré une activité anti-inflammatoire remarquable
due a oleocanthal (Ali-Shtayeh ef al.,2012). Un composé présent dans I’huile d’olive extra
vierge (EVOO) qui a un profil remarquablement similaire a l'ibuproféne, un médicament
anti-inflammatoire synthétique (Beauchamp ez al.,2005). De plus, L'administration
intrapéritonéale d'huile essentielle d'Olea. europaea a des doses de 100, 200 et 300 mg /
Kg a entrainé une réduction significative des constrictions abdominales induites par l'acide

acétique et de l'cedéme de la patte chez la souris (Haloui ef al.,2010).
2.6.6. Activité antioxydante

L'oléuropeine et I'hydroxytyrosol présentaient une activité antioxydante élevée (Le
Tutour et Guedon, 1992) tandis que le tyrosol ne présentait aucune activité antioxydante
ni prooxydante .L'oléuropeine a également été évaluée pour son activité antioxydante in
vitro a l'aide d'un test de chimioluminescence et s'est révélée avoir une activité

antioxydante remarquable (Speroni et al., 1998).

N

Quatre composé€s phénoliques majeurs présents dans l'huile d'olive, a savoir
I’hydroxytyrosol (Corona et al., 2009). L’oleuropeine (Grohmann, 1981). L’hydroxy-
triesol-élénolate (Kanakis et al., 2013). Et le 3,4-dihydroxyphényléthanol-acide élénique
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dialdéhyde (Wise, 1967). Ont montré de maniere significative l'effet protecteur pour les

globules rouges du dommage oxydatif (Paiva-Martins et al., 2009).

L'effet protecteur des extraits contre les lipides et la peroxydation des protéines a

également été étudié. La pulpe d'olive a montré une activité importante pour la protection

de la peroxydation des lipides (Nadour ef al., 2012).
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Matériel et Méthodes

1. Matériel et Méthodes
1.1. Matériel
1.1.1. Matériel végétal

Les fruits de /’Olea europaea, les olives intactes ont été nettoyées, lyophilisées et

stockées a température 4°C a I’abri de la lumiére (Figure 24).

Figure 24 : Fruits d’Olea europaea fraiches(A) et lyophilisées(B)
1.1.2. Produits chimiques

Les produits chimiques utilisés sont tous de grade analytique.

Hexane CsHis (M= 86.18), Chloroforme CHCI3(M=119.38), Méthanol CH3;OH(
M=32,04), Acétonitrile CoH3sN1 (M=41.05), Ethyle acétate C4sHgO2(M=88.11) ,Méthanol,
1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH) , a-Tocophérol, hydroxytoluene butylé (BHT),
hydroxyanisole butylé (BHA), Persulfate de potassium K>S>0s, Acide2,2’-azino-bis(3-
éthylebenzothiazoline-6-sulphonique)ABTS, Ethanol, Tri-chloro acetic acide (TCA),
Potassium ferricyanide K3Fe(CN)g, Ferric chloride FeCls, Phosphate buffer.

Acétate d’ammonium ACNH4 , (CuClz, 2H20), Neocupronin, hydroxytoluene butylé
(BHT), Bovine serum albumin biochemical grade (BSA),Trizma base C4H11NOs, HCI,
Diclofénac de sodium (Standard), FCR(Folin-Ciocalteu réactif), NaxCOs; de 7,5%
(Carbonate de sodium), Nitrate d’aluminium (AI(NO3)3,9H>O), Potassium acetate
(CH3COOK).
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1.1.3. Appareillage

Centrifugeuse (SIGMA 2-16 KC), Lecture micro plaque (Perkin Elmer), balance
(KERN ABT 220-5DM), Bain Marie (JULABO SW?23), Rotavapor (BUCHI),
Significateur (Fisher Scientific FB15046), Casseur (RETSCH), Agitateur magnétique
(Fisher Scientific), Agitateurs Vortex (FISHERBRAND), la Hotte (SHINSAENG),

Réfrigérateur.

1.2. Méthodes
1.2.1. Extraction

1.2.1.1. La préparation d’extrait méthanolique (EM)

Les olives lyophilisées ont été cassées et écrasé en une poudre fine a l'aide d’un
casseur de type RETSCH moulin.

Le poudre obtenu (100g) a été macéré avec 300ml de solvants d'extraction (Exane ,
Chloroform et méthanol). L’extrait méthanolique est récupéré dans un premier temps
apres filtration du mélange. 1'extrait brut a été séché par évaporation sous pression réduite

dans un rotavapor a 40 °© C (BUCHI) (Figure 25) (Cioffi et al., 2010).

100g d’olive
Lyophilisé, broyé et cassé

- R

Filtration et

_ Extrait Héxanique ”*———~ évaporation

Filtrat
\

li "E“ i I ' / Filtration et
' évaporation

v

Filtrat

Extrait méthanolique Filtration et
EM évaporation

Figure 25: Préparation d’extrait méthanolique (EM) (Cioffi et al., 2010)
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1.2.1.2. La préparation d’extrait d’acétate éthyle (AE)

100g d’olives lyophilisées et broyée subit une extraction par [’acétate éthyle selon la

méthode de (Figure 26) (Dekdouk et al., 2015).

100g d'olive
Lyophilisé, broyé et cassé

300 ml Acétate éthyle

Filtration et
évaporation

v

Filtrat
3x24h 5

Extrait d’Acétate éthyle
(AE)

Figure 26 : Préparation d’extrait d’acétate éthyle (AE) (Dekdouk et al., 2015)

1.2.2. Fractionnement des extraits (EM) et (AE)
Les fractions sont obtenues a partir des extraits brutes (EM) et (AE) (figure 27)
» On ajoute Sml d’Acétonitrile + 5ml n-Hexane a Smg de I’extrait (EM) ou (AE)

» Décantation et séparation des deux phases. Cette opération est répétée trois fois

» Evaporation sous ’azote (N) (Bekkara et al., 1998).
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Agitation et
Décantation

l

Phase Héxanique <

|

Phase Acétonitrile Agitation et
a évaporer par (N) Décantation

\ 4

Phase Héxanique

Agitation et
Décantation

Figure 27: Fractionnement des extraits EM/AN et AE/AN
(Bekkara et al., 1998)

1.3. Activité anti-oxydante in vitro :
1.3.1. Effet scavenger du radical DPPH

a- Principe

La mesure de ’activité anti-radicalaire a été testée selon la méthode de Blois 1958,
telle qu’elle a été décrite par (Brand-Williams ef al 1995) avec quelques modifications. Le
principe de cette méthode est basé sur la mesure du piégeage des radicaux libres de
diphényl picryl hydrazyl (DPPH) en solution dans le méthanol. L’addition d’un
antioxydant dans une solution de DPPH conduit a une décoloration et réduise le radical
DPPH ayant une couleur violette en un composé jaune (Diphénylpicryl-hydrazine) dont

l'intensité de la couleur est inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants
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présents dans le milieu a donner des protons (Sanchez-Moreno, 2002) qui est directement

proportionnelle a la capacité antioxydant du produit ajouté (Figure 28).

Cette décoloration peut étre suivie par spectrophotométrie en mesurant la diminution
de I’absorbance a 517 nm. Elle fournit donc un moyen pratique de mesurer 1’activité

antioxydante des extraits huileuse.

DPPH’ + ArOH —— > DPPH + ArO” + H*
T T T T T T T T T = 2 0
I Ny | A\ ¢ —
a N0 Q: : NO \ /
:O/\/N+ N——N :+ AH —= o/\/N+ NH—N o K
| " | " =

N=0 N=0
o C _ /] o \_/
DPPH’ (violet) DPPH (jaune)

Figure 28 : Réaction de DPPH (Elmouloud , 2016)
b- Mode opératoire

Pratiquement, une solution de DPPH est préparée par solubilisation de 4 mg de
DPPH dans 100 ml de méthanol. Un volume de 40 pL des solutions d’extraits et de
I’antioxydant de référence, le BHT (hydroxytoluene butyle) sont ajoutés a 160 pL de
DPPH. Le mélange est laissé a 1’obscurité pendant 30 min en présence de concentrations
croissantes (100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125 et 1.5625 pg/ml). De chaque extrait,sept
dilutions 1/1,1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32 et 1/64 ont été préparées a partir d’une solution mere
(0.5mg/1mL MeOH), Sur une plaque de 96 puits.et la décoloration par rapport au controle
contenant uniquement la solution de DPPH est lue a 517 nm contre un blanc de méthanol.
Le contrdle contient tous les réactifs a I’exception de 1’échantillon a tester qui est remplacé

par un volume égal de méthanol.

L’activité anti-radicalaire est déterminée selon 1’équation suivante:
Activité anti-radicalaire (%) = [(ABSc —ABSEg) / ABSc] x 100
* ABSc : Absorbance a 517 nm du contrdle.

* ABSE : Absorbance a 562 nm de 1’extrait testé.
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C- Calcul des IC50

La concentration inhibitrice IC50 de 50 % de 1’activité du DPPH (aussi appelée
EC50) de chaque extrait a été par la suite calculée a partir de 1’équation qui détermine le
pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration de I’inhibiteur. Elle a été
exprimée en pug / ml et comparée avec celle du BHT (Cuendet et al 1997 ; Burits et al

2000).

Ou encore, c’est la concentration de 1'échantillon exigé pour donner une diminution
de 50% de 1'absorbance de la solution contrdle constituée de méthanol et DPPH (couleur).
Les valeurs IC50 moyennes ont été calculées par les régressions linéaires des trois essais
séparés ol l'abscisse est représentée par la concentration des composés testés et 1'ordonnée

par l'activité antioxydante en pourcentage (Luciana et al., 2001).

1.3.2. Test du pouvoir réducteur (Reducing Power Assay)
a-Principe

Le pouvoir réducteur des extraits a été évalué en utilisant la méthode décrit par
Oyaizu (1986) ; cette derniere est un essai simple et rapide, elle est universelle, peut étre
appliquer aussi chez des plantes que les plasmas et dans les extraits organique et aqueux
(Bougandora et Bendimerad, 2013), le pouvoir réducteur d’un composé peut servir
comme un indicateur significative de son activité antioxydant potentielle (Gheffour et al.,

2015).

Ce test est basé principalement sur la capacité de I’extrait a donner un électron tout
en convertissant le fer de la forme Fe’+ a la forme Fe’+.Les substances ayant un potentiel
de réduction , réagissent avec le ferricyanure de potassium pour former le ferrocyanure de
potassium , qui réagit a son tour avec le chlorure ferrique pour donner lieu a un complexe
qui se manifeste par I’apparition de la couleur bleu mesurable a 700 nm. Donc une
absorbance ¢levée indique que I’extrait posséde un grand pouvoir réducteur (Le K et al.,

2007 ; Jayanthi et Lalitha, 2011).
b-Mode opératoire

Le pouvoir réducteur a été déterminé selon la méthode de Oyaizu (1986) ; avec

quelques modifications dans une premiere étape, 40 ul d’une solution de phosphate buffer
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(0,2M- pH= 6,6) et 50 ul de potassium-ferricyanide (1%) sont ajoutés a 10 ul des
différentes concentrations des extraits. Apres incubation de 20 minutes dans un bain marie
a 50 C° ; on a ajouté 50 pl d’une solution aqueuse de Tri-chloro acetic acide TCA (10%)
au milieu réactionnel. Apres agitation et centrifugation a 3000 rpm pendant 10 min. On a
ajouté 40 pl de I’eau et 10ul de 0,1% FeCl3. Vitamine C a été utilis€é comme contrdle
positif. Les résultats sont exprimés en concentration IC50 qui se traduit par la
concentration d’antioxydant utilisé pour obtenir une absorbance de 0,5. L’absorbance est
déterminée a 700 nm. les résultats sont comparé¢ avec 1’acide ascorbique et 1’acide tannin

(Liu et al., 2013).

1.3.3. Test de CUPRAC (cupric reducing antioxidant capacity)
a-Principe

De nombreuses réactions d’oxydoréduction dans la cellule sont impliquées dans la
régulation de plusieurs fonctions cellulaires. Par leur effet oxydant naturel, les especes
oxygénées activées (EOA) influencent cet état redox et peuvent étre responsable d’un effet
oxydant ou antioxydant. La méthode CUPRAC est basée sur I’absorbance accrue en raison
de la formation du complexe Néocuproine-cuivre [Nc- Cu2+] en présence d’un agent

antioxydant.
n Cu(Nc),** + Ar(OH), —— n Cu(Nc),* + Ar(=0), + n H*

Ou le polyphénol est oxydé en la quinone correspondante, et le produit de réduction,
c'est-a-dire, le bis (néocuproine) cuivre (I) chélate, montre une absorption maximale a la
suite de la réaction redox avec des polyphénols réducteurs a 450 nm, et encore il est
soluble a la fois dans l'eau et les milieux organiques, par conséquent la méthode CUPRAC
est capable de doser les antioxydants hydrophiles et lipophiles. Etant donné que le pH

optimal de la méthode est proche de celle physiologique.

Le test CUPRAC a été décrit par (Apak et al., 2004). Le réactif CUPRAC est assez
rapide pour oxyder les antioxydants de type thiol et cette technique repose sur la mesure de
la capacité d’une molécule a réduire le cuivre (II) complexé par la néocuproine selon la

réaction suivant :

2n Cu(Nc**), + Ar(OH)n (Blew) — 5  2n Cu(Nc)2+ Ar(O)n+2nH* (Jaune)
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Dans cette réaction, les groupes Ar-OH réactifs des antioxydants polyphénoliques
sont oxydés en les quinones correspondantes (Ar = O) et Cu (II) -Nc est réduit en chélate
de Cu(Nc)**qui se manifeste par Iapparition d’une coloration suivie par
spectrophotométrie a 450nm. La formation du complexe est suivie par la lecture de
I’absorbance qui est proportionnelle au potentiel antioxydant de la molécule, et dépend de
différents parametres tels que la concentration de la solution, le temps de mesure ou la

température (Resat Apak et al., 2007).
b-Mode opératoire

Sept dilutions des extraits ont été préparées :1/1 ,1/2 ,1/4 ,1/8 ,1/16 ,1/32 et 1/64 a partir
de la solution mere (0.5 mg/mL).Sur une plaque de 96 puits, S0uL des dilutions sont
répartis, auxquels sont additionnés de la solution (S2) 50uL CuCl2 (dissoudre 0,042g de
CuCI2 dans 25mL H20), 60uL tampon acétate d’amonium (1,927g de NH4AC dissout
dans 25 mL H>O, pH=7) et 50uL de néocuproine (0,039g dissout dans 25 mL EtOH), les
solutions sont ensuite incubées a 25°C pendant 60 minutes. L’absorbance est mesurée a
450 nm par un lecteur de microplaques. La capacité antioxydante est calculée en

équivalents BHA et BHT.

1.4. Activité anti-inflammatoire in vitro
a-Principe
L’activité anti-inflammatoire in vitro est déterminée par la méthode de Kandikattu,
(2013) avec de légeres modifications. Propriétés anti-inflammatoires des extraits sont
expliquées par I’inhibition de la dénaturation des protéines BSA (Sérum Bovine Albumine)
provoquée par la chaleur (72°C). (La dénaturation des protéines est une cause bien

documentée d'inflammation).
b-Mode opératoire

L’activité anti-inflammatoire in vitro des fractions a été effectuée selon la méthode
d’inhibition de la dénaturation de la protéine albumine. La méthode consiste a préparé
quatre solutions. La solution d’essai (1 ml) composé de 0,5 ml de la solution aqueuse de
sérum bovine Albumine BSA 0,2% (0,2 g BSA est dissoute dans 100 ml de tampon tris-
Hcl 0,05 M, PH: 6,6 (1,21 g de tris est dissous dans 200 ml de I’eau distillé) et 0,5 ml
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d’extrait avec une concentration différent croissant (20 ,10 ,5, 2.5 mg/ml). La solution
control test (1 ml) composé de 0,5ml de la solution aqueuse de BSA 0,2 % et 0,5 ml de
tampon (Eau distillé ou Tris-Hcl). La solution controle produit (I ml) composé de 0,5 ml
tampon (Eau distillé ou Tris-Hcl) et 0,5 ml d’extrait avec des concentrations croissantes
(20 ,10 5,2.5 mg/ml). La solution standard test (I ml) compose de 0,5 ml de la solution
aqueuse de BSA 0,2 % et 0,5 ml de la solution de standard diclofénac Sodium avec une
concentration différent croissant (500, 250, 125, 62,5 ug/ml). Tous les solutions au-dessus
ont été ajustée a pH 6,6 par une solution d’HCI (0,05N), les échantillons ont été incubées a
37°C pendant 15 min, ensuite bain marie a 72° cependant 5 min, apres refroidissement des
tubes, L'absorbance de ces solutions était déterminé a l'aide d'un spectrophotometre a
double faisceau UV-VIS (HELIOS EPSILON) a une longueur d'onde de 660 nm. Chaque
expérience a été réalisée en triple et l'absorbance moyenne a été enregistrée. Le
pourcentage d'inhibition de la précipitation a été déterminé en pourcentage par rapport au

témoin en utilisant la formule.

ABS Contrdle - ABS Extrait
Pourcentage d'inhibition de la dénaturation = x 100
ABS Controdle

Le contrdle représente 100% des protéines dénaturées ; et les résultats sont comparés

avec le Diclofenac Sodium (250ug/ml).

1.5. Analyse statistique

Les données expérimentales obtenues du dosage et de I’évaluation des activités
biologiques ont été exprimées par une moyenne et (+) 1’écart type. Le coefficient de
corrélation des différentes propriétés a été déterminé en effectuant par I’Excel 2010, et les
valeurs d’IC50 sont calculées par la méthode de régression linéaire a partir de la Courbe
[% inhibition = f (concentrations)] ; et pour les valeurs d’C50 (concentration effectrice a
50%) sont calculées par la méthode de régression linéaire a partirde la Courbe
[Absorbance = f (concentrations)] aussi la méme maniere utilis€ pour les courbes

d’¢étalonnage d’acide gallique et la quercétine.
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2. Resultats et discusion

2.1. Evaluation de D’activité antioxydante par diphényle-picryl-hydrazyl
(DPPH)

La mesure de I’absorbance (ou densité optique DO) a été effectuée par
spectrophotométrie a 517 nm. A partir des valeurs obtenues, nous avons calculé les
pourcentages d’inhibition en utilisant la formule donnée auparavant. Les valeurs obtenues
ont permis de tracer les courbes qui représentent la variation du pourcentage d’inhibition
en fonction des concentrations des extraits d’olives. Nous avons déterminé la concentration
correspondante a 50 % d’inhibition (IC50), qui constitue I’activité antioxydante de I’extrait

étudié en utilisant la courbe de régression linéaire : y= ax + b.

Le pourcentage d’inhibition augmente graduellement ou progressivement jusqu'a
arriver a un plateau qui correspond a I’enrayement presque total du DPPH présent dans le
milieu. A partir des courbes des taux d’inhibition, nous avons pu déduire graphiquement
les valeurs d’IC50 de BHA, BHT et des fractions acétonitrile des extraits méthanolique
(Figure 29) et de I’éthyle acétate d’olives étudiées; représentées dans la (Figure 30). La
valeur de L’IC50 est inversement proportionnelle a la capacité antioxydante (taux
d’inhibition 1%) d'un composé, car elle refléte la quantité d'antioxydant requise pour
neutraliser 50% de la concentration initiale du radical libre dans le milieu. Plus la valeur
d’IC50 est faible, plus l'activité antiradicalaire d'un composé est appréciable. Selon les
résultats enregistrés, la fraction acétonitrile de I’extrait de I’éthyle acétate est doté d’un
pouvoir antioxydant important par apport a la fraction acétonitrile de |’extrait
méthanolique, leurs IC50 sont : 14,24+0,44; 29,55+0,77 respectivement, mais relativement

faible que celle de BHA dont la valeur est de I’ordre de 5,73+ 0,41 pg/MI1 (Figure 31).

49



Résultats et discussions

90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

% Inhibition

DPPH

10 15 20
Concentration pg/mL

25

30

AE/AN
==¢==BHA
== BHT

Figure 29: Variation de I’inhibition du DPPH en fonction de la concentration de BHA,

BHT et de la fraction acétonitril d’extrait d’éthyle acétate (AE/AN).
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Figure 30: Variation de I’inhibition du DPPH en fonction de la concentration de BHA,

BHT et de la fraction d’extrait méthanolique d’olives (EM/AE).
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Figure 31: IC50 des fractions acétonitril des extraits d’éthyle acétate (AE/AN) et
méthanolique (EM/AE) d’olives, BHA et de BHT.

Il a été démontré que les molécules antioxydantes telles que ’acide ascorbique,
flavonoides et les tanins réduisent et décolorent le DPPH en raison de leur capacité a céder
I’hydrogéne .Le mécanisme de la réaction entre 1’antioxydant et le DPPH dépend de la
conformation structurale de 1’antioxydant (Molyneux, 2004) ;( Tsimogiannis, 2004).
Quelques composés phénolique se réagissent tres vite avec le DPPH en réduisant un
nombre de molécules de DPPH égal a celui des groupements hydroxyles de I’antioxydant
(Bondet et al., 1997). De nombreuses études ont établi des relations entre les structures
chimiques des flavonoides et leur capacité antioxydante, les flavonoides les plus actifs sont
ceux qui renferment des groupements 3°- 4’ dihydroxy sur le cycle B et/ou un groupement
3 OH sur le cycle C (Amic et al., 2003). L’effet scavenger des flavonoides sur les radicaux
libres dépend de la présence des groupements OH libres, en particulier 3-OH, avec une

configuration 3',4'-rthodihydroxy (Chahmi et al., 2015).

Les polyphénols comme les flavonoides, 1’hydroxytyrosol et 1’oleupeine contenus
dans les fractions acetonitrile essentiellement de 1’ethyl d’acétate sont probablement
responsables de I’activité¢ antioxydante. Comparativement a d’autres études, nos résultats

concordent avec ceux obtenus par (Dekdouk et al., 2015) sur différentes variétés d’olives.
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2.2. Le pouvoir réducteur (Reducing Power Assay)

L'activité antioxydante des fractions acétonitrile des extraits méthanolique et de 1’éthyle
acétate d’olives étudiées a été évaluée en utilisant la méthode de FRAP (Ferric reducing

antioxydant power).

La capacité de I’extrait a donner un électron tout en convertissant le fer de la forme
Fe’+ a la forme Fe?+, Les chélateurs efficaces des ions ferreux peuvent fournir une
protection contre le dommage oxydatif par la chélation de ces ions. Cette réaction se
manifeste par ’apparition de la couleur bleu mesurable a 700 nm. Donc une absorbance
élevée indique que I’extrait posséde un grand pouvoir réducteur (Giil¢in et al., 2010). En
plus d’autres mécanismes antioxydants, la capacité de chélation des métaux est également
employée comme indicateur de 1’activité antioxydante (Shahidi et Zhong, 2015). La
figure 32 et figure 33 représente le pouvoir réducteur de l'acide ascorbique,Tanin des
fractions acetonitrile des de 1’ethyl acetate et de l’extrait méthanolique d’olives a

différentes concentrations.

Pouvoir Réducteur

1,20

1,00

0,80 i

=

0,60

AE/AN

Absorbance

o= Ascorbic acid

0,40

Tannic acid
0,20

0,00
0 50 100 150

Concentration pg/mL

Figure 32: Pouvoir réducteur de 1'acide ascorbique, Tanin et de la fraction acétonitrile
d’extrait de 1’éthyle acétate d’olives (AE/AN)
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Figure 33: Pouvoir réducteur de 1'acide ascorbique,Tanin et de la fraction acetonitrile

d’extrait methanolique d’olives (EM/AN).

D’aprés nos résultats, nous avons remarqué chez les extraits testés 1’augmentation de la
réduction du fer est proportionnelle aux concentrations utilisées. A la concentration de
800ug/ml, le pouvoir réducteur de la fraction acetonitrile de I’extrait méthanolique est
égale a DO= 0,75+£0,01 et A la concentration de 800ug/ml le pouvoir réducteur de la
fraction acétonitrile de 1’éthyle acétate est égal a DO= 0,83+0,02. Selon les résultats
enregistrés, la fraction acétonitrile de I’extrait de I’éthyle acétate est doté d’une capacité
réductrice importante par apport a la fraction acétonitrile de 1’extrait méthanolique, leurs
IC50 sont : 53,5; 129,84 respectivement mais relativement faible que celle de 1’ascorbic
acid et Tannic acid dont les valeurs sont de 1’ordre de 6,77+ 1.15 pg/mL et 5.39 £+ 0.91
pg/mL respectivement (Figure 34).
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Figure 34: EC50 des fractions acétonitril des extraits d’éthyle acétate (AE/AN) et
méthanolique (EM/AE) d’olives, Acide ascorbic (A Asc) et d’Acide tannic (A Tn).

Le pouvoir réducteur des fractions d’olives est probablement dii a la présence de
groupement hydroxyle dans les composés phénoliques essentiellement 1’oleuropeine et
I’hydroxyltyrosol qui peuvent servir comme donneur d’électron. Par conséquent, les
antioxydants sont considérés comme des réducteurs et inactivateurs des oxydants
(Ceccherelli P et al., 1985), La présence des réducteurs dans les extraits des plantes
provoque la réduction de Fe*+/ complexe ferricyanide a la forme ferreux. Par conséquent,
Fe’+ peut étre évalué en mesurant et en surveillant I’augmentation de la densité de la

couleur bleu dans le milieu réactionnel a 700nm (Bougandora et Bendimerad, 2013).

Selon les travaux Ben Salah et son équipe (2012), I’olivier est une source important des
composés phénoliques, comme 1’oléuropeine qui possede une bonne activité antioxydante
et un pouvoir réducteur fort. Comparativement a d’autres études, nos résultats concordent

avec ceux obtenus par (Dekdouk et al ., 2015) sur des différentes variétés d’olives.

2.3. Test de CUPRAC (cupric reducing antioxidant capacity)
Cette méthode peut étre utilisée pour la détermination de la capacité antioxydante des
extraits sur le complexe Cu’+ -Neocuproine (Cu’+ -Nc) en tant que réactif oxydant

chromogene. La densité de la couleur produite a une relation directe avec la concentration
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de I’antioxydant. Ce procédé est capable de mesurer a la fois des antioxydants hydrophiles

et hydrophobes.

Nos résultats ont montré que la fraction acétonitrile de I’extrait de 1’éthyle acétate a
une meilleure activité réductrice du CUPRAC (10,06+0,04 pg/ml) que celle la fraction
acétonitrile de 1’extrait méthanolique 29.83+0.91 ng/ml, mais relativement faible que celle

de BHA dont la valeur est de I’ordre de 3 ,64+ 0.19 pg/mL (Figure 35).

Concentration

ug / ml CUPRAC

35

29,83
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25

20

15 9,62

10,06

10

H

5 3,64

0

EC50

H EM/AN AE/AN H BHA BHT

Figure 35: Réduction du CUPRAC par les fractions acétonitrile des extraits éthyle
d’acétate et méthanolique d’olives, BHA et BHT

Dans la méthode CUPRAC, les réactions d'oxydation étaient essentiellement
terminées en 30 min. Les glycosides de flavonoides ont nécessité une hydrolyse acide de
leurs aglycones correspondants pour présenter pleinement leur activité antioxydante, par
exemple la présence du groupe 5-hydroxy-4-céto dans les cycles A et C des flavonols, la

double liaison 2,3 reliant les deux systemes cycliques du flavonols par conjugaison

(Apak et al., 2007).

Ce réactif était utile a pH 7 proche du pH physiologique (Apak et al., 2004), et
I'absorbance du chélate de Cu (I) formé a la suite de la réaction redox avec les polyphénols

réducteurs a été mesurée a 450 nm. La couleur était due au chelate NC-Cu (I) formé. Les
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antioxydants a réaction lente ont nécessité une incubation a température élevée de manicre
a compléter leur oxydation avec le réactift CUPRAC (Apak et al., 2004), (Apak et al.,
2005) ont correctement reconnu que les résultats de la mesure CUPRAC et polyphénols
totaux étaient tres corrélés. La faible corrélation observée par les auteurs entre les résultats
CUPRAC et la teneur en flavonoides et était due a la nature de la technique de mesure
(Apak et al., 2006).La méthode est capable de mesurer des antioxydants de type thiol, tels
que le glutathion et les thiols non protéiques, ne permettant pas de tester le test FRAP

largement appliqué, qui ne répond pas aux antioxydants du groupe BSH (Huang ef al.,

2005).

2.4. Activité Anti-inflammatoire

La dénaturation des protéines est une cause bien documentée de I’inflammation,
dans le cadre de I’étude sur le mécanisme de 1’activité anti-inflammatoire, la capacité de
différente dénaturation de protéine du Bovine sérum albumine (BSA) de I’extrait des fruits.
Le tableau montre les résultats de D’activité anti-inflammatoire in vitro des extraits
méthanolique et d’éthyle acétate d’olives qui consiste a évaluer les pourcentages

d’inhibition de la dénaturation (Tableau 5).

Tableau 5 : Pourcentage d’inhibition de la dénaturation de BSA par les extraits

Concentration réel | fraction acetonitrile de | fraction acetonitrile de 1’extrait de 1’ethyl
I’extrait de methanol | acetate

5000 pg/ml na 19,15+11,66
2500 pg/ml na na
1250 pg/ml na na

Tableau 6 : Pourcentage d’inhibition de la dénaturation de BSA par le Diclofenac

sodium
Concentration réel % d'inhibition
250 pg/ml 99,23+0,41
125 pg/ml 76,87+1,24
62,5 pg/ml 51,37+£0,91
31,25 pg/ml 34,11+0,50
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Selon les résultats enregistrés, la fraction acétonitrile de 1’ extrait de 1’éthyle acétate
est doté une meilleure action inhibitrice (19,15%) de la dénaturation de BSA par rapport a
la fraction acétonitrile de ’extrait de méthanolique d’une pourcentage (-2,30%) ,mais plus
faible que celle de Diclofenac sodium ( un anti-inflammatoire standard) qui a montré un

effet inhibiteur maximale de (99,23%) a la concentration réelle de 250 pg/ml.

La dénaturation des protéines est parmi les causes de 1’inflammation (Barros et al.,
2008) ; (Bagad et al., 2011). La production d’auto-antigénes dans les maladies
inflammatoire peut étre due a la dénaturation des protéines in vivo. Le mécanisme possible
de la dénaturation consiste a 1’altération des liaisons électrostatique, hydrogene,
hydrophobe et disulfure qui maintien la structure tridimensionnelle des protéines (Barros

et al., 2008) ; (Mizushima et al., 1968).

Il est prouvé que les anti-inflammatoires non stéroidiens comme le phenylbutazone et
I’indomethazine n’inhibent pas seulement la syntheése des prostaglandines pro-
inflammatoires, mais inhibent aussi la dénaturation des protéines (Sangeetha et al 2011).

Ils empéchent la dénaturation d'albumine traitée par la chaleur a pH physiologique.

D’apres les résultats, on ne constate que fraction acetonitrile de I’extrait de I’éthyle
acétate capable de controler la production d’auto-antigene par [’inhibition de la
dénaturation des protéines. L’activité inhibitrice de la dénaturation de BSA est peut étre
attribuée a la présence de différents composés bioactifs tels que les flavonoides, les

tannins, hydroxytyrosol dans les extraits trouvés lors des criblages phytochimiques.
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Conclusion

La médecine traditionnelle est largement répandue et tient une place majeure dans le
traitement du stress oxydant pathologique. Notre travail porte sur I’étude de 1’espéce Olea
europaea, qui appartient a la famille des Oleaceae. C’est I'une des familles les plus
importantes dans la région méditerranéenne, et le plus utilisé dans la médecine traditionnelle.
Nous avons réalisé cette étude a partir d’olives. L’étude de I’activité antioxydante des extraits
selon la méthode du radical libre DPPH a montré que I’extrait d’éthyle acétate possede une
activité antioxydante importante dont la valeur d’IC50 est 14,24pg/ml. D’autre part, I’activité
antioxydante par la méthode de réduction de fer a montré que 1’extrait d’éthyle acétate
possede un pouvoir réducteur élevé (53.5 pug/ml). Nous avons également évalué 1’activité
réductrice du Cuprac et I’effet anti-inflammatoire in vitro. Cette étude a permis de démontrer
une meilleure activité réductrice du Cuprac (10,06 ug/ml) et une action anti-inflammatoire de
I’extrait de 1’éthyle acétate. Les propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires de fruits
d’Olea europaea. L seraient liées a la présence de composés phénoliques : I’hydroxytyrosol,
I’oleuropéine et les flavonoides. En conséquence, des expériences ultérieures utilisant des
fractions riches en hydroxytyrosol et /ou en oleuropeine sont envisagées pour confirmer cette

hypothese et comprendre le mécanisme d’action des principes actifs d’olives.
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Résumé

L'objectif principal du présent travail était d'évaluer les activités antioxydantes in vitro des extraits
méthanolique et d'acétate d'éthyle des olives, fruits d'Olea europaea. Pour mesurer leurs activités
antioxydantes, quatre dosages complémentaires ont été réalisés: DPPH, Réduction Power Assay,
CUPRAC et I’activité anti-inflammatoire in vitro. Comparé a l'extrait méthanolique les résultats ont
révélé que l'extrait d’olives d'acétate d'éthyle possede une activité antioxydante significative, la
valeur IC50 est de 14,24 pg / ml, un bon pouvoir réducteur du fer (53,5 pg / ml), une activité
réductrice du Cuprac (10,06 pg/ ml) et un effet anti-inflammatoire. Les résultats démontrent que les
extraits de fruits d’Olea europaea peuvent représenter un potentiel important des composés
phénoliques comme ['hydroxytyrosol et l'oleuropéine qui seraient utiles dans la prévention des
maladies dans lesquelles les radicaux libres sont impliqués.

Mots clés

Olea europaea, olives, Radicaux libres, DPPH, Reducing Power, CUPRAC, composés phénoliques.



Abstract

The main aim of the present work was to evaluate the in vitro antioxidant activities of two extracts of
olives, fruits from Olea europaea. Four complementary assays were used to measure their antioxidant
activities DPPH, Reducing Power Assay, CUPRAC (cupric reducing antioxidant capacity and anti-
inflammatory activity in vitro .Compared with methanolic extract of olives ,the results revealed that
the ethyl acetate extract has a significant antioxidant activity , IC50 value is (14.24 pg / ml) , a good
reducing power of iron (53.5 pg / ml), a reducing activity of Cuprac (10.06 pg/ ml) and an anti-
inflammatory effect in vitro .Results demonstrated that Olea europaea fruit extracts can represent an
important potential of phenolic compounds as hydroxytyrosol and Oleuropein which would be useful
in the prevention of diseases in which free radicals are implicated .

Key words:

Olea europaea, olives, Free radicals, DPPH, Reducing Power, CUPRAC, phenolic compounds
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