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Résumé :

Dans les derniéres décennies, il y a eu un intérét croissant pour I'étude des plantes
médicinales et leur utilisation traditionnelle pour le traitement de diverses maladies. L'olivier
ou Olea europaea L. constituent une entité indissociable des peuples méditerranéens. Cette
plante appartient a la grande famille des oléacées. L'objectif de cette étude est I'évaluation de
l'activité anti-oxydante des extraits aqueux et méthanoliques des racines et de 1’écorce
d’olivier (EAQr, EMer, EAgé et EMeé) respectivement.

Le dosage des polyphénols totaux par la méthode de Folin-Ciocalteu a révélé la richesse des
extraits EMer et EMeé en composés phénoliques, ou les teneurs sont respectivement (509,33
ug EAG/mg) et (387,33ug EAG/mg) d’extrait. L’évaluation quantitative du pouvoir piégeur
des extraits vis-a-vis du DPPH confirme que les extraits EMeé et ’EMer sont les plus actifs
avec une IC50 de I’ordre (0.404 mg/ml) et (0.525 mg/ml) respectivement. Par ailleurs, dans le
teste de blanchissement du 3-caroténe, les extraits EAqr, EMeé et L’EAqé montrent les plus
grandes activités inhibitrices (90.19%), (86.15%) et (78.05%) respectivement. L’activité
antioxydante des extraits d’olivier est testée sur des globules rouges, I’EMer est le seul extrait
qui a un effet protecteur contre I’hémolyse oxydative induit par H.O2 avec un pourcentage
d’inhibition de (21%).

D’apres les résultats obtenus dans ce travail, on peut dire que les racines et de 1’écorce
d’olivier possedent une activité antioxydante considérable qui est localisée principalement

dans les extraits EMer et EMeé.
Mots clés :

- Activité antioxydante, composés phénoliques, olea europaea, piégeur, hémolyse oxydative.
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Introduction

L’oxygene est un élément indispensable a la vie de tous les organismes aérobies, parce qu‘il
permet de produire I'énergie en oxydant la matiere organique (Kalam et al., 2012), mais
I’oxygeéne peut €tre une source d’agression pour ces organismes qui convertissent une partie

de cet élément en métabolites hautement réactifs : les radicaux libres(Pandeyet Rizvi, 2011).

Les radicaux libres sont des espéces chimiques instables, atomes ou molécules, contenant un
électron non apparié (célibataire) sur leur couche orbitale externe (Koechilin-Ramonatxo,
2006). Ces radicaux peuvent étre dérivés de ’oxygéne comme l'anion radicalaire superoxyde
(02--), le radical libre hydroxyle (OH-), le radical oxyde nitrique (NO-), le radicale alkoxyle
(RO-) et le radicale peroxyle (ROO-) ainsi que des dérivés non radicalaires tels que le
peroxyde d'hydrogéne (H20.) et l'oxygéne singulet (*Oz sont appelées espéces réactives
oxygénés (ERO) ( Kalam et al., 2012), ou d’autres atomes comme I’azote (Les espéces

réactives azotés (ERA)).

Les sources endogeénes des radicaux libres comprennent la chaine respiratoire dans les
mitochondries, les réactions immunitaires, les enzymes telles que la xanthine oxydase (XO)
et l'oxyde nitrique synthase(NOS) et l'oxydation médiée par les métaux de transition
(Lykkesfeldt J, 2007), la gamme variee de sources exogenes de ROS englobe les
rayonnements ionisants ( rayons X) et non ionisants, les polluants, les gaz toxiques naturels
tels que I'ozone(O3), les médicaments et les toxines (Pandey et Risvi, 2009; Pandey et Risvi,
2010).

Les radicaux libres, le stress oxydant et antioxydants deviennent des termes de plus en plus
familiers pour les professionnels de la santé et méme pour le grand public. L’augmentation de
la production des radicaux libres dans la cellule provoque le stress oxydant (Powers et
al.,2011 ), qui est un désequilibre de la balance physiologique entre les systémes de défenses

antioxydants et la production d’ERO (Deaton et Marlin, 2003).

Lors d'un stress oxydant, L’accumulation des EOR a pour conséquence I’apparition de
dégats cellulaires et tissulaires souvent irréversibles dont les cibles biologiques les plus
vulnérables sont les proteines les lipides et I’acide désoxyribonucléique (Curtin et al., 2002).
Il a été rapporté que le stress oxydatif joue un réle important dans le développement et la
progression de plus d’une centaine de pathologies humaines différentes allant de
’athérosclérose au cancer tout en passant par les maladies inflammatoires, cardiovasculaires,
neurodégénératives et le diabéte. Le role du stress oxydant a été également évoqué méme dans

des processus physiologiques tel que le vieillissement (Pandey et Risvi, 2010).
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Un antioxydant est défini comme toute substance ayant la capacité de retarder,
prévenir ou inhiber la génération d’un oxydant toxique, d’arréter ceux qui sont déja produits
et de les inactiver, bloquer de ce fait la réaction en chaines de propagation produite par ces
oxydants (Tang et Halliwell, 2010).Ces antioxydants peuvent étre de deux natures
différentes ; des systémes enzymatiques et des systémes non enzymatiques. Les principales
enzymes antioxydantes sont la superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT), la glutathion
peroxydase (GPX) (Hermes-Lima, 2005). Les antioxydants non-enzymatiques renferment
des substances endogénes comme le glutathion, la bilirubine 1’acide urique et des substances
exogenes apportées par ’alimentation comme la vitamine E, la vitamine C, les caroténoides et

les polyphénols (Leverve , 2009 ; Pandey et Rizvi, 2011).

De nombreuses études ont montré que les plantes possedent des propriétés antioxydantes
dues en grande partie a leurs composés phenoliques et plus particulierement les flavonoides
(Hama et al., 2019). Ils peuvent prévenir la modification oxydative par neutralisation des
radicaux libres, piégeage de ’oxygene ou décomposition des peroxydes par l'intermédiaire de
leurs activités antioxydantes (Ladoh et al., 2014).Les plantes médicinales contiennent une ou
plusieurs substances pouvant étre utilisées a des fins thérapeutiques ou qui sont des

précurseurs dans la synthese des médicaments utiles (Sofoworaet al., 2010).

L'Algérie possede une flore vegétale riche et diversifiée. Parmi les plantes médicinales qui
constituent le couvert végétal, se trouve I’espéce Olea europeae L connue sous le nom
d’olivier. Ce dernier constitue 1’une des principales espéces fruitiéres plantées en Algérie.
Elle couvre une superficie de 350000 ha avec23 millions d’arbres, soit plus de 50 % du
patrimoine arboricole national (Missat, 2012).C’est un arbre de la famille des oléacées,
cultivé surtout dans le bassin méditerranéen depuis au moins 3500 ans avant notre ére. |l était
dans I’antiquité grecque et romaine, un embléme de fécondité et un symbole de paix et de
gloire. Le nom scientifique de I’arbre "Olea" vient d’un mot qui signifiait "huile” chez les

grecques de I’antiquité (Loussert et Brousse, 1978).

Olea europea est un arbre polymorphe qui peut atteindre 15 a 20 métres de hauteur et vivre
trés longtemps, parfois jusqu'a 1.000 ans ou plus. L’olivier est tres rameux, il dispose d'un
tronc noueux et dune écorce brune crevassée. Il s'adapte dans des conditions
d’environnements extrémes comme la chaleur et la sécheresse. C’est un arbre qui pousse bien

dans un sol aéré, néanmoins, il est capable de sadapter a plusieurs types de sols. La

3
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distribution du systéeme radiculaire est en fonction du type de sol. Dans les sols aérés, les
racines peuvent atteindre 6 a 7 métres ou plus. Pour des sols moins aérés, l'olivier adapte le
systeme radiculaire latéral est plus développé. Dans un sol lourd et non aéré, en développant
un réseau de racines superficielles (Kasraoui, 2010). Ses feuilles, persistantes en hiver, sont
opposees, ovales, allongées, portées par un court pétiole, coriaces, entiéres, enroulées sur les
bords, d'un vert foncé luisant sur la face supérieure et d'un vert clair argenté avec une nervure
médiane saillante sur la face inférieure (Amouretti, 1985). Ses fleurs printanieres, regroupées
en petites grappes, sont blanches avec un calice, deux étamines, une corolle & quatre pétales
ovales et un ovaire de forme arrondie (Roque, 1959). Ses fruits, les olives, d'abord verts,
deviennent noirs a maturité compléte (Rol et Jacamon, 1988).

L’utilisation la plus connue de I’olivier est sans nul doute la production d’huile d’olive
utilisée a des fins alimentaires, cosmetiques et thérapeutiques. 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. Les habitants de la mer
Méditerranée utilisent les feuilles d'olivier, les racines et méme I'écorce de l'olivier comme
remédes maison depuis plus de 2 000 ans. A I"époque de la Gréce antique, on employait les
feuilles pour désinfecter les blessures cutanées. Les Anciens leur attribuaient des vertus
antiseptiques et la propriété de combattre toutes sortes d’infections. Au XX siecle, le botaniste
francais Paul-Victor Fournier ajoute les effets diurétiques des feuilles et de I"écorce et I"action

hypotensive des feuilles chez les patients hypertendus.

L’Olea europaea est largement utilisé pour traiter la diarrhée, les infections des voies
respiratoires et urinaires, les maladies de lI'estomac et de I'intestin, et comme nettoyant pour la
bouche par différentes communautés a travers le monde. En Afrique de I'Est, l'infusion de
I'écorce d’Olea europaea est prise pour l'infestation par le ténia (Hashmi, 2015). Les feuilles
d’Olea europaea sont utilisees pour traiter des problemes de santé tels que les maux de dos ou
de téte, les infections oculaires, les maux de gorge, les infections des voies urinaires et les
problemes rénaux. lls fonctionnent également comme hypotenseur, émollient, fébrifuge et
styptique (Somova et al., 2003). En fait, les feuilles de I'arbre ont été efficacement utilisées
pour le traitement du paludisme en 1854. L'extrait de feuilles d'olivier aurait également une
forte action antibactérienne et antifongique (Peraira et al., 2007) et hypoglycémiante

(Ghedira, 2008). L’huile d’olive présente essentiellement des propriétés antioxydantes, anti-
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hypertensives, anti-agrégation plaquettaire, anti-cardiovasculaire, antivieillissement, anti-

cancérogene et gastro-protective (Ghedira, 2008).

La plus part des travaux de recherche sont réalisé sur les feuilles et les fruits de 1’olivier, ils
révelent la présence de polyphénols comme 1’oleuropéine, hydroxytyrosol, les flavonoides,
les pycnogeénols, les glucosinolates, les isoprénoides, les caroténoides, les tocotriénols et les
proanthocyanadines. (Bouaziz et Sayadi, 2003 ; Yuhong et al., 2006 ; Khayat et al., 2018).

Cependant trés peu d’études sont effectuées sur la phytochimie et les propriétés biologiques

des racines et de I’écorce d’olivier, ce qui justifie le choix de ce sujet.

Dans ce contexte s’inscrit le présent travail dont 1’objectif essentiel est 1’évaluation de

’activité antioxydante des extraits des racines et écorce d’olea europaea L.

Cette étude englobe deux volets :

» Le premier est d’ordre phytochimique basé principalement sur l'extraction, La
détermination de la teneur en polyphénols et en flavonoides des différents extraits

obtenus a partir de I’écorce et des racines d’olivier.

> Le second est consacré a 1’évaluation de l'activité antioxydante par le test de DPPH,
blanchissement de B caroténe et I’hémolyse oxydative induite par le peroxyde

d’hydrogene.
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1.1 MATERIEL
I.1.1.Matériel végétal

L’olivier est un arbre typiquement mediterranéen, qui appartient a la famille des Oleaceae.

Figurel.

Dans le genre Olea, l'olivier (Olea europaea L.) posséde la plus grande distribution
géographique, et plusieurs sous-especes ont été décrites (Médail et al., 2001). La
classification botanique de I’arbre de I’olivier selon (Ghedira, 2008 ; Basim et al., 2017) est

la suivante :

Tableau I : Classification d’Olea europaea L (Ghedira, 2008 ; Basim et al., 2017)

Régne Plantae.
Embranchement Magnoliophyta.
Sous — embranchement Magnoliophytina.
Classe Magnoliopsida
Sous Classe Dialypétales
Ordre Lamiales

Famille Oleaceae

Genre Olea

Espece Olea europaea L.

Figure 1: (a) l'olivier (Olea europaea L) ; (b) les racines et I’écorce, (Originale 2022).
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Les racines et I'écorce d’olivier sont récoltées en mars 2022 de la région de Mansoura
(wilaya de Bourj Bou Arreridj).

- L'oliveraie en 1999

21 CHLEF 61 BEIAIA 91 BLIDA 10
BOUIRA 13 1 TLEMCEN 15 Tizl-ouzou 18
JUEL 19: SETIF 21: SKIKDA 22:5.
B, ABBES 24: GUELMA 44 : AIN DEFLA 2n
MOSTAGANEM 29: MASCARA 34: BOR) BOU-ARRER!)

35 : BOUMERDES 41: SOUK AHRAS 42 : TIPAZA

- Nouvelle aire oléicole

3 : LAGHOUAT 4: 0.E.BOUAGHI
51 BATNA 71 BISKRA

81 BECHAR 12 : TEBESSA

14 : TIARET 17: DJELFA

201 SAIDA 281 M'SILA

32: EL-BAYADH 39 EL-OUED

40 t KHENCHELA 451 NAMAMA

Figure2 : Carte oléicole d’ Algérie (Source : Institut Technique des Arbres Fruitiers, ITAF, 2008).

L'écorce et les racines fraiches lavées a l'eau claire et séchées a I’air libre pendant une
semaine puis broyées a I’aide d’un broyeur électrique. Les poudres obtenues sont tamisées a

I’aide d’un tamiseur et conservées dans des boites a I’abri de la lumiére et de "humidité

jusqu’a leur utilisation ultérieure.

(b)

Figure 3: (a) Ecorce d’olivier ; (b) poudre d’écorce .
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(b)

Figure 4: (a) les racines d’olivier ; (b) Poudre des racines.
1.1.2. Réactifs chimiques

Acide ascorbique, Acide linoléique, Carbonate de sodium (Na2CO3), Chloroforme, DPPH
(1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl), Folin-ciocalteu, Quercétine, Acide gallique, Méthanol,
Trichlorure  d’aluminium (AICl3s), Tween 40, p-caroténe, Tampon phosphate
(Dihydrogénophosphate de sodium NaH:POs ; Hydrogénophosphate de sodium Na:HPO4),
Chlorure de sodium(NaCl) et Peroxyde d'hydrogéne 30% (H20>).

1.1.3. Appareillage

e Rotavapeur (BUCHI).

e  Spectrophotométre UV-visible.
e Centrifugeuse

e FEtuve.

e  Agitateur magnétique.

e \ortex.

e  Micropipettes

e Balance de précision.

e Différents verrerie (ballon, bécher, entonnoirs, erlenmeyer...etc).
1.2. METHODES
1.2.1. Préparation des extraits
Les extraits méthanolique et aqueux sont préparés par la méthode de macération a froid.

Une quantité de 15g de la poudre des racines ou de I’écorce est immergée dans 150ml
méthanol ou I’eau distillée. Le mélange est agité pendant quelques minutes puis incubé a

I'obscurité pendant 24 h. Les extrait sont récupérées apres filtration du mélange a 1’aide d’un
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papier filtre (filtration deux fois), les filtrats obtenus sont ensuite concentrés avec un
évaporateur rotatif & 40°C. Les extraits sont séches dans I'étuve a 39C° pendant 2-3 jours.

Figure 5 : Extraction par macération.

Figure 6 : évaporateur rotatif

Le rendement en pourcentage (%), est défini comme étant le rapport entre la masse d'extrait

brute et celle de la plante séche en poudre. Il est calculé par la formule suivante :

%= (Poids d’extrait brut / Poids de la plante seche) x 100

10
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1.2.2. Analyse des extraits d’olivier
1.2.2.1. Dosage des composés phénoliques

L'estimation de la teneur en composes phénoliques contenus dans les extraits est déterminée
par le réactif de Folin-Ciocalteu selon la méthode de (Li et al., 2007), avec quelques

modifications.

0,

% Principe

Le réactif de Folin Ciocalteu est un acide de couleur jaune constitué par un mélange d’acide
phosphotungstique (HsPW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo012040). Il est réduit,
lors de I’oxydation des phénols, en un mélange d’oxydes bleus de tungstene et de molybdene

(Ribéreau-Gayon, 1968).

Ces derniers présentent un maximum d’absorption a 765 nm dont D’intensité est

proportionnelle a la quantité de polyphéenols présents dans I’échantillon (Georgé et al., 2005).

Figure 7: Changement de couleur due a une réduction du molybdate d’ammonium(Jaune) avec le

noyau phénol du réactif de Folin (Bleu) (Agbor et al., 2014).

% Mode opératoire

Iml de réactif de Folin (10 fois dilué) est ajouté a 200 pl d’échantillon avec des dilutions
convenables, Aprés 4 min, 800 pl d’une solution de carbonate de sodium (75 mg/ml) sont
additionnés au milieu réactionnel. Aprés 90 min d’incubation a température ambiante

I’absorbance est mesurée a 765nm.

La droite d’étalonnage a été réalisée par I’acide gallique (5-200pg/ml), en suivant les
mémes étapes de dosage. Les teneurs en polyphénols totaux sont déterminées a partir de la
droite de régression de la courbe d’étalonnage. Les résultats sont exprimés en pg équivalent

d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/mg d’extrait).

11
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1.2.2.2. Dosage des flavonoides

L'estimation de la teneur en flavonoides totaux contenus dans les extraits est réalisée selon

la méthode du trichlorure d’aluminium (Bahorun et al., 1996).

®,

% Principe

Les flavonoides possedent un groupement hydroxyle (OH) libre, en position 5 qui est
susceptible de donner avec le groupement CO, un complexe coloré avec le chlorure
d’aluminium. Les flavonoides forment des complexes jaunatres par chélation des métaux (fer
et aluminium). Ceci traduit le fait que le métal (Al) perd deux électrons pour s’unir a deux
atomes d'oxygeéne de la molécule phénolique agissant comme donneur d’électrons (Mbaebie

etal., 2012).

Figure 8 : Réaction entre AICI;5" et les flavonoides

% Mode opératoire

1ml d’échantillon est ajouté 1 ml de la solution d’AICI3 (2% dans le méthanol). Apres 10

minutes d’incubation, 1’absorbance est lue a 430 nm.

La concentration des flavonoides est déduite a partir d’une gamme d’étalonnage établie avec
la quercétine (1.5-40 pg/ml). Les résultats sont exprimés en microgramme équivalent de

quercétine par milligramme d’extrait (ung EQ/mg d’extrait).
1.2.3. Etude de ’activité antioxydante
1.2.3.1. Piégeage du radicale DPPHe
Pour étudier lactivité antiradicalaire des différents extraits, nous avons opté pour la

méthode qui utilise le DPPH comme un radical libre relativement stable, selon le protocole

décrit par Mansouri et al (2005) avec quelques modifications.

12
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% Principe

Le 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazl (DPPH) est un radical libre stable. L’effet des antioxydants
sur ce radical se traduit par leurs capacités a lui donner un atome d’hydrogéne. La réduction
de DPPH est déterminée par le changement de couleur du violet vers le jaune, le 2,2

Diphenyl-1-picrylhydrazine.

+ Antioxvdant-OH + Antioxvdant-O*

N — e~ ~ N AN
“le NH
J-N J \‘(‘.)I )N I NO
DPPH (violet) DPPHH (jaune)

Figure 9 : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPHe (Congo, 2012)

% Mode opératoire

La solution de DPPH est préparee par solubilisation de 2,4 mg de DPPH dans 100 ml de
méthanol.50 uL des solutions d’extraits ou standards (Acide ascorbique) sont ajoutés a 1950 uL
DPPH, le mélange est laiss¢ a I’obscurit¢ pendant 30 min et la décoloration par rapport au
controle négatif contenant uniquement la solution de DPPH est mesurée a 517 nm. L’activité

antiradicalaire est estimée selon 1’équation ci-dessous :

%d’activité antiradicalaire = [(Abs controdle(-) s17 —Abs échantillon si7) / Abs contrdle(-) s17] x 100

1.2.3.2. Test de blanchissement du p-caroténe

Dans ce test, la capacité antioxydante des extraits est déterminée selon la méthode de Kartal

et al (2007) avec quelques modifications.
% Principe

L’oxydation de I’acide linoléique génere des radicaux peroxydes, ces radicaux libres vont
par la suite oxyder le B caroténe entrainant ainsi la disparition de sa couleur rouge, qui est

mesurée a 490 nm. Cependant la présence d’un antioxydant pourrait neutraliser les radicaux

13
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libres dérivés de 1’acide linoléique et donc prévenir 1’oxydation et le blanchissement du f3
carotene.

®,

% Mode opératoire

L’émulsion de B-carotene /acide linoléique est préparée par solubilisation de 2 mg de B-
carotene dans 1 ml du chloroforme, 25 ul de I’acide linoléique et 200 mg de Tween 40 sont
additionnés, le chloroforme est complétement évaporé au rotavapeur, par la suite 100 ml
d’eau distillée saturée en oxygéne sont ajoutés, I’émulsion résultante est agitée
vigoureusement. 350 pl des solutions d’extraits ou d’antioxydants de référence (Acide
ascorbique) solubilisé dans du méthanol (2 mg/ml) sont additionnés a 2,5 ml de I’émulsion

précedente.

La cinétique de décoloration de I’émulsion en présence et en absence d’antioxydant
(contrdle négatif dans lequel I’échantillon est remplacé par 350ul de méthanol) est suivie a
490 nm a des intervalles de temps réguliers pendant les 4 premiéres heures, puis apres 24
heures et 48 heures.

Les pourcentages d’inhibition de blanchiment de la B-carotene ont été calculés par la

formule suivante :

% d’inhibition = [(Abs E t=4gh — Abs C t=48h) / (AbS C t=on— Abs C t=48h)] X 100

Tel que :

Abs E t-ssn: Absorbance de I’échantillona T =48 h
Abs C t-sgn: Absorbance du contrble négatif a T= 48h
Abs C -on: Absorbance du contréle négatif a T = Oh

1.2.3.3. Test de I’hémolyse oxydative induite par le peroxyde d’hydrogeéne.

L’effet protecteur des extraits des racines et de I’écorce d’olivier contre I’hémolyse
oxydative induite par le peroxyde d’hydrogéne est évalué selon le protocole décrit par Manna

et al. (2002) avec quelgues modifications.

14
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% Prélévement sanguin et préparation de I I'nématocrite

Le sang humain utilisé dans ce test est obtenu par prélevement veineux au pli du code de
volontaires seins et non fumeurs. Le sang collecté dans un tube hépariné est centrifugé a
3900rpm/12min/ & température ambiante, apres élimination du plasma, le culot est lavé deux
fois par un tampon phosphate (NaCl 125 mM, phosphate de sodium 10 mM, pH 7,4). Pendant
chaque lavage, la suspension est homogénéisee par un simple retournement du tube. Le
surnageant et la couche d’interface sont éliminés juste aprés la centrifugation. A ’issue de la
derniere centrifugation le culot cellulaire obtenu est dilué avec le méme tampon phosphate

pour obtenir un hématocrite de 2%.

% Mode opératoire

200ul d’extrait (2mg/ml) sont ajoutés a 200l de la suspension érythrocytaire préalablement
préparée, mélangée avec 100ul de I’H202 (3 et 6mmol/L) dissous dans PBS. Aprés 90 min
d’incubation a 37C-, 8ml de PBS sont ajoutes au milieu réactionnel. Le mélange réactionnel
est centrifugé a 3900rpm/12min/ a température ambiante et I’hémolyse (libération
d’hémoglobine) est évaluée en mesurant I’absorbance du surnageant a 540 nm. Le tube
controle contient le méme milieu réactionnel sauf I’extrait qui est remplacé par le méme
volume de PBS.

Le pourcentage d’inhibition de I’hémolyse (IH) est calculé a partir de 1’équation suivante :

% IH = [(AbS contrdle(-) — Abs échantillon)/ Abs contrﬁle(-)]*ioo

1.2.4. Analyses statistiques

Les résultats des tests sont exprimés en moyenne £+ SD. Les valeurs d’ICso (concentration
inhibitrice a 50%) sont calculées par la méthode de régression linéaire a partir de la courbe
[% inhibition = f (concentrations)]. Les analyses statistiques sont effectuées par le logiciel
(Graph Pad Prism9). Le test t de Student a été utilisé lorsque seulement deux groupes de
traitement sont comparées. La différence entre le contrle et les différents tests, est
déterminée par le test ANOVA univariée suivie du test de Dunnett/Tukey pour les
comparaisons multiples et la détermination des taux de signification. Les valeurs de p < 0.05

sont considérées statistiqguement significatives.
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Résultats et discussion

11.1. Les rendements.

Quatre différents extraits ont été obtenus : 1’extrait méthanolique des racines (EMer), I’extrait
aqueux des racines (EAqr), ’extrait méthanolique de I’écorce (EMe¢) et I’extrait aqueux de

I’écorce (EAqé). Les rendements sont donnés dans le Tableau 11

Tableau Il : Aspects, couleurs et rendements des extraites d’olivier.

Extrait Aspect Couleur Rendement %
poids/poids sec de la

plante
EMer Poudre Orange 8,53
EAQr Poudre Marron foncé 7,46
EMeé Poudre Marron 8,86
EAQé Poudre Marron foncé 9,13

Les données du tableau Il montrent  que  le rendement des extraits aqueux

et méthanolique des racines et de 1’écorce sont rapproché, cela s’explique probablement par le
faite que le méthanol et posséde un degré de polarité proche a celui de 1’eau distillé. L’extrait
EAq¢é représente le rendement le plus élevé (9,13%), suivi par ’EMeé¢ (8,86 %), ’EMer
(8,53%) puis 'EAqr (7,46%).

Des résultats similaire sont rapportés par Faraone et son équipe (2021) qui ont préparé les
extraits hydro éthanolique (éthanol: eau) (70:30 v/v) de bois et de I'écorce par macération,
Les résultats obtenus montre que le rendement d'extraction de I'écorce (8 %) est trés proche a

celui obtenu dans notre étude.

Mohareb et ses collegue (2017) ont préparé des extraits acétonique a partir de 1’écorce

d’olivier provenant de différente régions, les résultats obtenue montre que le rendement varie
selon I’altitude (les rendements sont 4,80%, 4,88% et3, 85% a 125m, 391m et 851m d’altitude

respectivement).
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De ce fait, il est difficile de comparer nos résultats avec ceux de la bibliographie, car le
rendement n’est que relative et semble étre li¢ aux propriétés génétiques ainsi qu’a 1’origine
géographique, aux conditions et a la durée de stockage de la récolte et aussi aux méthodes
d’extraction appliquées (le type de solvant, température et duré d’extraction, le rapport soluté

solvant).
11.2. Analyse des extraits d’olivier
11.2.1. Dosage des polyphénols totaux et flavonoides.

Afin de caractériser les extraits préparés a partir des racines et de 1’écorce d’olea
europaea un dosage des polyphénols totaux et des flavonoides a été effectué. La raison
principale pour le choix de ces substances réside dans le fait que la majorité des proprietes
antioxydantes des plantes leur sont attribués (Zhang et Tsao, 2016).

La méthode de dosages des polyphénols totaux est celle de Folin-Ciocalteu. L’acide
gallique a été utilise comme standard. Le dosage des flavonoides a été realisé selon la

méthode au trichlorure d’aluminium en utilisant comme standard la quercétine.

Les courbes d’étalonnage de ’acide gallique et de la quercétine sont identifiées dans les

figures 10 et 11, respectivement.

Les résultats des teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides des extraits sont résumés

dans le tableau I11.

1.4 4
12 - y = 0.0064x + 0.3514
R?=0.9829
£
c 1 -
n
~
«c 0.8 -
]
f=
_g 0.6 -
a
_<Q 0.4 - .
0.2 A
o T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140
Concentration(pg/ml)

Figure 10 : Droite d'étalonnage de l'acide gallique (moyenne + SD de deux essais).
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Figure 11 : Droite d’étalonnage de la quercétine (moyenne + SD de deux essais).

Tableau 111 : Teneur des polyphénols totaux et flavonoides dans les extrais des racines et I’écorce

d’olivier.

Extrait Polyphénols (a) Flavonoides ()
EMer 509,33 + 199,87 2,97 +1,87
EAqr 167,5 + 6,36 8,40 1,90
EMeé 387,33 £ 48,08 7,41 +1,04

+ +
EAqé 210 + 27,81 7,92 +£0,93

(@) ug d’équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait.
(b) pg d’équivalent de quercétine par milligramme d’extrait.
Les valeurs représentent la moyenne 2 a 3 mesures + SD.

Les résultats obtenus montrent que le taux des polyphénols totaux varie entre les quatre
extraits. En effet, I’extrait méthanolique des racines est le plus riche en polyphénols totaux
avec une teneur de (509.33+199.87 ng EAG/mg d’extrait) suivi par ’extrait méthanolique de
I’écorce (387.33448.08 pg EAG/mg d’extrait), D’extrait aqueux de I’écorce contient
(210+£27.81 npg EAG/mg d’extrait), tandis que I’extrait aqueux des racines ne contient que
(167.5+6.36 ng EAG/mg d’extrait).
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Les résultats du dosage des flavonoides montrent que les EAQr, EAQé et EMeé sont les plus
riches en flavonoides avec des teneurs de (8.40+1.90 pg EQ/mg d’extrait), (7.92+0.93 pg
EQ/mg d’extrait) et (7.41£1.04 pg EQ/mg d’extrait) respectivement. Cependant seulement
(2.97+1.87 ng EQ/mg d’extrait) sont trouvés dans ’EMer.

Faraone et son équipe (2021) ont mesuré la teneur de I’extrait hydroéthanolique de bois et
de I’écorce en polyphénols. Les resultats obtenus montrent une faible quantité des
polyphénols par rapport aux résultats obtenus dans le présent travail (130mgEAG/g et
125mgEAG/g) respectivement.

Cependant, il est difficile de comparer nos résultats avec ceux de la bibliographie car
I’utilisation de différentes méthodes d’extraction (Trabelsi et al., 2010), des courbes
d’étalonnage (quercétine, rutine, cathéchine) et les parties des plantes étudiées, réduisent la
fiabilité de la comparaison entre les études. Des études récentes ont montré que les teneurs en
composés phénoliques changent de facon considérables d’une espéce a une autre et a
I’intérieur de la méme espece (Ksouri et al., 2009), a cause des facteurs extrinseques
(température, climat...) (Ksouri et al., 2008), génétiques (la variétés et ’origine d’espéces)
(Ebrahimzadeh et al., 2008), physiologiques ( le degré de maturation de la plante, nature des

organes) et de la durée de stockage (Maisuthisakul et al., 2007).

11.3. Tests, in vitro, de I’activité antioxydante
11.3.1. Piégeage du radicale DPPHe

Le DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) est un radical synthétique présentant, a 1’état
oxydé, une intense coloration violette. La couche électronique de ce radical est saturée en
contact d’antioxydants, ce qui explique la disparition de sa coloration. Cette décoloration
explique le pouvoir de I’antioxtdant a piéger ce radical (Ghazghazia et al, 2013).

L’activité antioxydante des différents extraits Vvis-a-vis du radical DPPH a été évaluee par
spectrophotometre en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par son passage de
la couleur violette a la couleur jaune mesurable a 517 nm.

Les profiles d’activité antiradicalaire obtenus (Figure 12) revelent que les extraits de
racines et de 1’écorce possédent une activité antiradicalaire dose dépendante, les 1Cso de

chacun des extraits ont été déterminées (figure 13).
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Figure 12 : Activité antiradicalaire des extraits des racines et de ’écorce d 'olea europaea et de I’acide

ascorbique (Chaque valeur représente la moyenne de deux essais + SD).
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Figurel3: IC50 des différents extraits et de 1’acide ascorbique. Les barres avec des lettres différentes

indiquent des activités significativement différentes (P<0.05).

Les deux extrait méthanoliques EMeé et EMer sont les plus actif et montre une activité
antioxydante supérieur a celles des extraits aqueux EAqé et EAQr. En effet, ’EMeé et ’EMer
montre des IC50 faibles et statistiquement similaires de I’ordre (0.404+0.02 mg/ml) et
(0.525+0.03 mg/ml) respectivement. En outre, ’EAgé montre une IC50 de l’ordre de
(1.102+0.02 mg/ml), cette valeur est significativement infericure (P<0.001) a celle de I’EAQr

(1.786£0.09 mg/ml), qui représente 1’extrait le moins actif.

A des fins comparatives, un antioxydant standard a été utilisé (I’acide ascorbique). Il a
montré une activité antiradicalaire tres puissante statistiquement supérieur a celle des extraits

étudiés avec une I1C 50 tres faible de I’ordre (0.164 mg/ml).

ADDAB et ses collaborateurs (2020) ont étudie I’effet antioxydant des extraits éthanolique
des feuilles d’Olea europaea L, récoltées de différentes régions de 1’Est algérien sur le radical
DPPH. Ils ont trouvé une activité d’oxydation tres faible par rapport aux extraits de I’écorce
et des racines avec des 1C50 élevés de 1’ordre (84.74 mg/ml, 87.02 mg/ml, 92.15 mg/ml et
102.50 mg/ml).

L’activité antioxydantes des extraits d’olivier est probablement attribué¢ a leurs richesses en
polyphenols.il existe en fait une corrélation linéaire significative entre I’activité antiradicalaire

des quatre extraits étudiés et leur teneur en composés phénoliques (r>=0.75, P<0.05).
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Les composés phénoliques et plus particulierement les flavonoides sont reconnus comme
des substances potentiellement antioxydantes ayant la capacité de piéger les espéces
radicalaires (Zhang et Tsao, 2016).

11.3.2. Test de blanchissement du p-caroténe

La cinétique de blanchissement du [ caroténe en absence et en présence des extraits
d’olivier, de I’antioxydant standard (acide ascorbique) et les pourcentages d’inhibition de
blanchiment de la B-caroténe des extraits d’olivier et ’acide ascorbique sont représentées dans

les figures 14 et 15.
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Figure 14 : Cinétique de blanchissement du 3 caroténe a 490nm en absence et en présence des extraits

d’olivier et de I’acide ascorbique. (Chaque valeur représente la moyenne de deux essais).
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Figure 15 : Les pourcentages d’inhibition de blanchiment de la B-caroténe des extraits d’olivier et
I’acide ascorbique. Les barres avec des lettres différentes indiquent des activités significativement
différentes (P<0.0001).
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D’aprés ces résultats, il est évident que les quatres extraits testés inhibent d’une
maniére efficace et significative (p<0,01) I’oxydation couplée de I’acide linoléique et du P

carotene par rapport au contr6le négatif qui représente 100% de la peroxydation.

Les extraits EAqr, EMeé et L’EAqé montrent les plus grandes activités inhibitrices
(90.19£3.68%), (86.15+4.49%) et (78.05+£0.5%) respectivement. Etant donné qu’il n’existe
pas une différence significative entre ces trois extraits, la valeur moyenne d’activité est
84.8%, cette activité est significativement supérieure (P<0.001) a celle de I’EMer
(37.40+3.06%) qui représente une activité antioxydante intermédiaire. En effet, une
corrélation linéaire remarquable et significative a été mise en évidence entre les pourcentages
d’inhibition de blanchiment de la B-caroténe des extraits et leurs teneurs en flavonoides
(r?=0.95 ; P<0.05).

Un extrait qui retarde ou inhibe le blanchissement du [-caroténe peut étre decrit comme un
piégeur de radicaux libres et comme un antioxydant primaire (Liyana-Pathiranaet al., 2006).
Selon plusieurs auteurs, le test d’inhibition de I’oxydation de I’acide linoléique couplée a celle
du B-caroténe, parait trés utile comme un modele mimétique de la peroxydation des lipides

dans les membranes biologiques (Ferreria et al., 2006).

L’activit¢ des quatres extraits d’olivier est statistiquement supérieure a celle de 1’acide
ascorbique (0.67+4.81%). La faible activité exercée par I’acide ascorbique (vitamine
hydrosoluble) s’explique par le paradoxe des phénomenes polaires
comme il est décrit par Frankel et ses collaborateurs (1994). Etant donné que le test de
blanchissement du B caroténe est similaire a un systeme d’émulsion de lipides dans 1’eau,
Frankel et Meyer (2000) ont proposé que les antioxydants apolaires exposent des propriétés
antioxydantes plus importantes car ils sont concentrés au sein de linterface lipide-eau,
permettant ainsi de prévenir la formation de radicaux lipidiques et ’oxydation du -caroténe.
Alors que les antioxydants polaires restent dilués dans la phase aqueuse et sont ainsi moins

efficaces dans la protection des lipides.
11.3.3. Test de ’hémolyse oxydative induite par le peroxyde d’hydrogéne.

Les érythrocytes constituent un modele cellulaire trés adéquat pour I’étude du stress
oxydant. En raison de la richesse de leurs membranes en acides gras polyinsaturés et la

concentration cellulaire élevée en oxygene et en ’hémoglobine, ces cellules sont extrémement
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susceptibles aux endommagements oxydatifs (Arbos et al.,, 2008 ; Cimen, 2008).
L’exposition des érythrocytes a une attaque radicalaire conduit donc a la rupture de leurs

membranes plasmiques avec libération du contenu cellulaire mesurable a 540 nm.

Ce systéme cellulaire aurait pu étre trés utile pour 1’étude de I’effet protecteur des extraits
des racines et de 1’écorce d’olivier contre I’hémolyse oxydative induite par le peroxyde
d’hydrogéne. Cependant, ce test n’a pas pu étre réalisé avec les extraits (EAge, EAQr et
EMeé), car on a constaté que ces extraits eux mémes provoquent une hémolyse importante
des erythrocytes avant I’exposition a 1’attaque radicalaire. L’effet hémolytique des extraits est
probablement attribué a la présence des saponosides, ces résultats se concordent avec les
travaux de Mebirouk-boudechiche et son équipe (2014) qui ont mesuré les teneurs en
composés primaires et secondaires des feuilles de neuf arboristes fourragers y compris olea
europeae. Les résultats montrent que les feuilles d’olivier possédent une activité hémolytique

(16,5 %) avec une teneur en saponines de ’ordre de 19,45 g équivalent diosgénine/kg MS).

Selon la littérature, ’effet hémolytique des extraits de plantes est attribué a la présence des
saponosides (Chwalek, 2004). Ces composes, connus depuis trés longtemps pour leur
propriété tensioactive (solution moussante dans 1’eau) ou encore leur capacité a lyser les
globules rouges, sont des metabolites secondaires de nature amphiphile (Sparget al., 2004).
Le mécanisme hémolytique des saponosides est di a la formation d’un
complexe avec le cholestérol membranaire formant des structures assimilables a des pores ou
des puits, altérant ainsi la perméabilité membranaire et conduisant a la destruction

du globule rouge (Sparget al., 2004) .

Le seul extrait testé dans I’hémolyse oxydative induite par le peroxyde d’hydrogeéne est
I’extrait méthanolique des racines. L’absorbance et le pourcentage d’inhibition de 1’hémolyse
de I’extrait méthanolique des racines en fonction des déférentes concentrations de I’H20> sont

portés sur les figurel6 et 17
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Figure 16: L’absorbance de I’hémoglobine en présence de I’extrait méthanolique des racines en

fonction des déférentes concentrations de I’H20..
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Figure 17: Les pourcentages d’inhibition de I’hémolyse par I’EMer en fonction des déférentes

concentrations de I’H202.

Les résultats obtenus montre que I’EMer exerce une inhibition significative (P<0.01) de
I’hémolyse oxydative (21%) induite par 3mM d’H2O,. Cependant cette ihibition est non
significative pour 6Mm de I’'H202 (9.72%).

L’effet antihemolytique de ’EMer est attribué probablement a sa richesse en polypheols, ce
ci est en accord avec les travaux de Manna et ses collaborateurs (1999) ont trouvé que
I'nydroxytyrosol d'huile d'olive prévient 1’hymolyse des érythrocytes humains induits par

H20..
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D’aprés Bonarska-kujawa et ses collaborateurs (2011), les composés phénoliques
s’incorporent dans la couche hydrophile externe et n’ont aucun effet sur la fluidité de la partie
hydrophobe. Ainsi I’action protectrice des ces composes en ce qui concerne les membranes

biologiques dépend du taux d’incorporation dans la partie hydrophile de cette derniére.

L’incorporation des composés phénoliques de I’extrait dans la partie hydrophile de la
membrane semble constituer un bouclier protecteur de la cellule vis-a-vis des substance

sagressives exogenes, tels que les radicaux libres (Louerred et al., 2016).
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Conclusion :

En raison de la toxicité des antioxydants synthétiques, il est nécessaire de rechercher des
antioxydants naturels . L olivier est I’'une des plantes médicinale les plus utilisées en médicine
traditionnelle. L’ensemble des résultats obtenus nous a permis d'avoir une idée sur le profil

phytochimique et la capacité antioxydante des racines et de I’écorce d’olivier

L’estimation quantitative des polyphénols totaux des extraits d’olivier par la méthode de
folin-ciocalteu révele la richesse des extraits EMer et EMeé en polyphénols. Effectivement, le
test au DPPH révele que ces deux extraits sont les plus actifs comme piégeurs du radical
DPPH.

L’estimation quantitative des flavonoides des extraits d’olivier par la méthode de trichlorure
d’aluminium révele la richesse des extraits EAQr, EAQé et EMeé en flavonoides. De meme,
le test de blanchissement du [3-carotene a montré également que ces trois extrais sont les
extraits les plus actifs comme inhibiteurs de I’oxydation de I’acide linoléique couplée a celle

du B-carotene.

L’EMer possede un effet protecteur contre 1’hémolyse oxydative induite par H20-,
Néanmoins, ces résultats obtenus in vitro restent préliminaire et ne constitue qu’une premiére
étape dans la recherche de substances bioactives dans les racines et 1’écorce d’olivier. Une
étude in vivo est nécessaire pour obtenir une vue plus approfondie sur les propriétés

antioxydantes des extraits étudié.

Enfin, il faut noter qu’il y a peu de travaux sur les racines et I’écorce d’olivier, ce qui laisse
la porte ouverte pour les prochaines recherches afin d’identifier les classes de composés
phénoliques impliquées dans D’activité étudiée, identifier et isoler des composés de cette
plante par des techniques plus performante comme HPLC et la spectrométrie de masse actifs,

évaluer la toxicité et le dosage approprié des traitements a base de cette plante.
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Abstract:

In recent decades, there has been a growing interest in the study of medicinal plants and
their traditional use for the treatment of various diseases. The olive tree or Olea europaea L. is
an inseparable entity of the Mediterranean peoples. This plant belongs to the large family of
oleaceae. The objective of this study was to evaluate the antioxidant activity of aqueous and
methanolic extracts of olive roots and bark (EAqr, EAgé, EMer and EMeé) respectively.

Determination of total polyphenols by the Folin-Ciocalteu method revealed the richness of
the EMer and EMeé extracts in phenolic compounds, where the contents are respectively
(509.33 pg EAG/ mg) and (387.33ug EAG/mg) of extract. In our work we were interested in
the evaluation of the antioxidant activity of the extracts by two tests in vito, DPPH radical
scavenging method and test of bleaching of R-carotene. The quantitative evaluation of the
scavenging power of the extracts vis-a-vis DPPH confirms that EMeé and EMer extracts are
the most active with an IC50 of the order (0.404 mg/ml) and (0.525 mg/ml) respectively. In
addition, in the R-carotene bleaching test, the extracts EAqr, EMeé and L'EAgé show the
greatest inhibitory activities (90.19%), (86.15%) and (78.05%) respectively. The antioxidant
activity of the extracts is confirmed on red blood cells, EMer is the only extract that has a
protective effect against oxidative hemolysis induced by H2O> with a percentage of inhibition
(21%)

From the results obtained in this work, it can be said that the roots and bark of olive trees
possess a high antioxidant activity.

Keywords:

- Antioxidant activity, phenolic compounds, olea sp, scavenging, oxidative hemolysis.
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