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Résumé

L’objectif de cette étude est I'évaluatides activités antioxydante et anticoagulante
des polyphénols obtenus a partir des extraits dmepiiolive Olea europaed..)de deux
variétés cultivées a Sétif .

La caractérisation pomologique des deantétes étudieées a montré une différence
inter-variétale en terme de poids, largeur, longuEwx d’humidité et de la teneur en huile
et son contenu en polyphénols.

L’'analyse quantitative des extraits aétég une richesse des olives par les
polyphénols et les flavonoides mais le contendamhoides est faible par rapport a celui
des polyphénols pour les deux variétés étudiées.

L’analyse qualitative des deux extraitslyphénoliques par CCM a révélé la
présence de nombreux constituants, parmi lesqdsilopéine, le tyrosol, la catéchine,
la rutine ,la quercitine, la vanilline et I'acidalique.

Le pouvoir antioxydant de ces extraitsté évaluén vitro par les tests du DPPH
du blanchissement de [3-caroténe et du pouvoir tédubes résultats obtenus, il ressort
gue ces polyphénols ont une grande capacité demiégadical DPPHavec des Gh de
2,585 et 4,625 pg/ml pour I'extrait de la variét@uBhouk et I'extrait de la variété Khanfes
respectivement. Cette capacité antioxydante edirowe par les tests du blanchissement
de R-caroténe et du pouvoir réducteur. En effes, malyphénols sont aussi capables
d’'inhiber la peroxydation lipidique avec des pountegies appréciables de l'ordre de
97,27% et 94,45 % et elles possédent un trés graodoir réducteur avec des gHle
5,055 et 6,110 pg/ml pour les extraits des variBmschouk et Khanfes respectivement.

L’activité anticoagulante des extraitspddyphénols d'olive a été également évaluée
in vitro en utilisant les tests du temps de Quick (TQ) ettdmps de céphaline-
kaolin(TCK). Les temps de coagulation obtenus suplasma normal en présence des ces
polyphénols indiquent qu’ils exercent une grandevié anticoagulante sur les deux voies
de la coagulation mais cette activité est plus m@egsur la voie endogéne que sur la voie

exogene.

Mots clés:Olea europaea., polyphénols, espéces réactives ,thrombose, activité

antioxydante ,activité an&galante.



Abstract

The objective of this study is the evaluation di@idant and anticoagulant activities
of polyphenols obtained from extracts of olive @fea europaed..) of two varieties
cultivated in Setif.

The Pomological characterization for th® tvarieties studied showed a difference
between them in terms of weight, width, length, kditp and oil content and its
polyphenol content.

Quantitative analysis of extracts reveatedvealth of olives by polyphenols and
flavonoids, but the content in flavonoids is lowngmared to that of polyphenols for both
studied varieties.

Qualitative analysis of two polyphenolixtracts by TLC revealed the presence of
numerous constituents, including oleuropein, tykosatechin, rutin, quercitin, vanillin and
gallic acid.

The antioxidant capacity of this polyphknextract was evaluated vitro by three
different tests: DPPHfree radical scavenging assay, R-carotene blegctést and
reducing power assay. The extract demonstrateéat gapacity to scavenge the DPPH
radical with an IG, equal to 2.585 and 4.625 pg/ml for the varietyu®&wuk extract and
for the variety Knanfes extract, respectively. Tamgioxidant capacity is confirmed by the
[3-carotene bleaching assay and the reducing paserihdeed, theses extracts are also
able to inhibit lipid peroxydation with respectalgercentages of about 97. 27 % for the
extract of Bouchouk variety and 94.45% for the &sttiof Khanfes variety and they have a
great reducing power with an gf®f 5.055 and 6.110 pg/ml respectively.

The anticoagulant activity of olive polypluds was also evaluated vitro by using
two tests: the test of the cephalin-kaolin time dhne test of Quick time.The times of
coagulation obtained on normal plasma in the peseh these polyphenols indicate that
they carry an anticoagulant activity on the twohpatys of coagulation but this activity is

highly marked on the endogenous pathway than oexbgenous pathway.

Key words: Olea europaed., polyphenols , reactive species, thrombosis, aittzoni

activity, anticoagulant activity.
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Introduction

| ntroduction

Durant ceglerniéres années une recrudescence d'intérét@staaqué concernant les
effets biologiques des antioxydants naturels indass la lutte contre le stress oxydatif
impliqué dans le vieillissement et dans le déclenoent et la progression de plusieurs
maladies telles que le cancer, l'athérosclérose,ateidents cardiovasculaires (AVC),
I'ostéoporose, les maladies inflammatoires, etnedadies neurodégénératives...etc. De
nombreuses recherches scientifiques faiteslesicomposés bioactifs notamment sur les
polyphénols qui agissent contre les espéces véadle I'oxygéne (ERO) (molécules pro-
oxydantes trés réactifs causent des endommagemehitaires graves) ,ces métabolites

sont trés utilisés dans les industries alimergacesmeétiques et pharmaceutiques.

La mortalité cardiovasculaire la premiecause de décés dans le monde
(représentant 35% des causes de mortalité chentfteoet 40% chez la femme) selon des
projections de ['Organisation Mondiale de la San@®MS) de lannée 2011.
Principalement, elle constitue la conséquence degolution et de la complication
pathologique des maladies thrombotiques artériadiesveineuses’est la raison pour
laquelle plusieurs études sont focalisées surclaerehe des anticoagulants naturelles pour

traiter ces pathologies vasculaires.

Plusieurs études épidémiologiques et travaux exmitaux ont établi que
I'alimentation méditerranéenne traditionnelleslagneilleur alternative pour une meilleur
santé (Keys,1970; 1995) ,le bénéfice santé dee catimentation est lié a sa
composition principalement d'olive et d’ huile tke, comme source d'au moins de 30
composés phénoliques, dont un bon nombre ontrogsigtés antioxydantes et considérés
comme des éléments clés cardioprotecteurs. Aifsi,pérmettent une baisse de la
cholestérolémie et protege contre la lipoxydatiboaatre d’autres facteurs de risque de
maladies chroniques dégénératives (El-Bousthial,,2004).

Par conséquent, l'incidence des maladies coroma$emotamment des thromboses, et de
certains cancers en particulier de la prostate seln et du célon (Visiokt al.,2005;

Acquaviva,et al., 2012) est plus faible dans la région méditeremne.



Introduction

L’olivier(Olea europae L.,Oléacées) arbre dont la culture millénaire estitionnelle
dans le bassin méditerranéen,il est symboliqueaileet de fécondité.Son fruit ,son huile
et ses feuilles fournissent de innombrables bienfdans la prévention de plusieurs
maladies telles que I'athérothrombose, le candgpértension artérielle . Ses utilisations
sont nombreuses et reconnues :nourriture pourélaapation culinaires des plats délicieux,
antigrippale contre la toux et le rhume, comblstiour I'éclairage, en cosmétologie et en
parfumerie pour le soin de la peau,les chevewe®tdents et aussi pour la décoration

(arbre ornementale , fabrication des produits amages) etc.

Dans le Coran (souret « El Nour »,la Lumiere),D&wque les bienfaits et les

bénéfices de cet arbreAllah est la [umiere des cieux et de [a terre. Sa [umiére 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 : un
olivier ni oriental, ni occidental dont [‘huile semble éclairer sans méme que le feu la
touche. Lumiére sur lumiére. Allah guide vers sa lumiére qui I[ veut. Allah propose aux

hommes des paraboles et Allah est Omniscienty.

Le présent travail consiste a donner un intéréokve algérien et dans ce contexte

s’inscrit cet étude qui vise les objectifs suigant

» La caractérisation pomologique des olives des daungtés choisies permet
I'identification et la classification de ces culins.

» La caractérisation quantitative (contenu en podyyits et les flavonoides)

et qualitative(analyse par CCM) des extraégpulpe d’olive.

» L'évaluationinvitro de I'effet antioxydant des extraits par troigsegenéraux
(DPPH, le systéme Béta- caroténe /acide linoléajue potentiel réducteur).

» L’évaluationin vitro de I'activité anticoagulante de ces mémes extvistai-vis de
la voie exogéne et de la voie endogene de la caagulpar deux tests généraux

(Temps de Quick (TQ) et temps de céphaline kadl®K)) respectivement).
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Revue bibliographique physiologie et physiopathologgel'dxydation
|.L’oxydation dans le corps humain: physiologie et

physiopathologie
I-1. Physiologie de I'oxydation

En condition physiologique, 'oxygene molé&itg est un élément crucial pour la vie
des organismes aérobiques, toutefois il peut foresr especes partiellement réduites et
fortement toxiques appelées les radicaux libresraore les especes oxygénées réactives
(EOR) (ou ROS, pour reactive oxygen species) etelgseces réactives de I'azote (ERN)
(Halliwell, 1994). Aux doses faibles, les EOR stnéis utiles pour I'organisme et jouent
des réles importants dans divers mécanismes pbygsiples tel que la transduction du
signal, I'entretien et le fonctionnement de l'oigare ainsi que dans le processus de la
fécondation, de la maturation et du mouvement legtes(Favier,2003).lls jouent aussi un
rble majeur dans la production de médiateurs cetks, I'élimination des produits
toxiques et la défense contre l'invasion des misadt des virus, de méme que contre les
cellules tumorales (Koechlin-Ramonatxo, 2006). €gseces réactives participent dans de
nombreuses fonctions biologiques. A titre d’exemipldNO' joue un role dans plusieurs
processus physiologiques tel que la protectionliague, la régulation de la pression
artérielle, la neurotransmission et les mécanisdeesiéfense (Pennaf al.2009). Les
especes réactives {Q H,O,, NO') intervient aussi dans la maturation, I'hypenzation
des spermatocytes et la fusion de spermatocyte Ewaucyte. Les espéces réactives
oxygénees et azotées participent aussi dans l|&refiftiation cellulaire I'apoptose,
l'immunité et la défense contre les micro-organisr{iRoberts et Sindhu,2009).
I-2. Physiopathologie de I'oxydation

Les EOR deviennent néfastes et toxiques porganisme a des doses excessives.
Cette surproduction des EOR au dela des capadcitisxgdantes des systémes biologiques
donne lieu au stress oxydant qui est impliqué dlapparition de plusieurs maladies allant
de lartériosclérose au cancer tout en passantlgmrmaladies inflammatoires, les
ischémies et le processus du vieillissement (Kaedddmonatxo,2006).
[-2-1.Radicaux libres et Stress oxydatif
[-2-1. Radicaux libres

Un radical libre est une molécule ou un atome aysnbu plusieurs électrons non

appariés, ce qui le rend extrémement réactif. e'erde des radicaux libres et de leurs



Revue bibliographique physiologie et physiopathologgel'dxydation

précurseurs est souvent appelé espéeces réactiVegsytgne(EAO) (Favier, 2003).

Les radicaux libres sont électriguement neutrescloargés (ioniques) et comprennent
I'atome d'hydrogene, le radical hydroxyle, I'anguperoxyde, le peroxyde d’hydrogene
(eau oxygénée), etc. (Tableau 1).

Les radicaux libres sont des especes chimiqussingables qui jouent un role dans
I'action de certains traitements anticancéreuxméene qu’a l'origine du vieillissement.
Leur structure comprend un électron célibatairelgjgherchent a apparier en attaquant et
en endommageant les molécules voisines. L'appatidtidérivés réactifs de I'oxygene ”
n'est pas restrictive. Elle inclut les radicauxdi® de I'oxygéne proprement dit , mais aussi
certains dérivés oxygénés réactifs non radicalait@st la toxicité est importante tel
peroxyde d’hydrogene @@,), peroxynitrite (ONOO) (Haton,2005).

-l'anion superoxyde O’. La molécule d'oxygene, mise en présence d'unatitgia

d’énergie suffisante, peut acquérir un électronpkmentaire et former ainsi l'anion
superoxyde. Cet anion intervient comme facteur arydians de nombreuses réactions.

-le radical hydroxyle OH". Il est trés réactif vis-a-vis des structures nigaes et joue un

réle initiateur dans l'auto-oxydation lipidique.

-le radical peroxydeROO".

-l'oxygene singulet forme « excitée » de l'oxygéene moléculaire, ssivent assimilé

a un radical libre en raison de sa forte réactivité

Tableau 1:Principaux radicaux libres et leur structure chingég-aton., 200k

Radicaux libres (nomenclature) | Structure chimique
Radical hydroxyle OH"®

Radical hydroperoxyde HOO*

Radical peroxyde ROO’

Radical alkoxyle RO’

Peroxyde d’hydrogérie H-0,

Peroxynitrite ONOO*

Anion superoxyde 0,”

* Espece active de I'oxygene, non radicalaire.
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[-2-2.Stress oxydatif

Le stress oxydatif apparait donc quand un déséqrilse forme dans la balance
anti/pro-oxydants. C’est seulement a ce momentlgeseERO vont exercer leur action
délétére sur I'organisme. Les radicaux libres segponsables de dommages sur toutes les
molécules biologiques comme les lipides, les pneti les acides nucléiques, ou les
hydrates de carbone (Favier, 2003):

Les mécanismes d’oxydation des composés imsatbiologiques (acides gras,
caroténoides, polyphénols...) sont souvent des o#mctradicalaires avec l'oxygéne
moléculaire et présentent trois phases principétsanget al, 2005).

Une phase’initiation qui peut étre due a l'intervention d’un radicatlihgxyle HO® qui
arrache un atom#&hydrogene en position
RH +HO® - R*+ H,0
L’'arrachement du proton est facilité tant par lalehr (agitation moléculaire) que par les
rayonnements ou les catalyseurs (métaux tels quee&;Co, Mn, Ni...).
Une phase dpropagation : en présence d’oxygéne, il se forme un radicebpgle
(ROO) qui déstabilise une deuxiéme molécule d’acids galyinsaturés AGPI et
conduit a un hydroperoxyde lipidique (ROOH) et anoaveau radical, assurant ainsi la
propagation du processus : R* +0,—
ROC*
ROO + RH— ROOH +R*
Une phase di&erminaison, ou se recombinent différents radicaux formés adautir a des
composés stables : R*+R* - RR
ROO + R* - ROOR
ROO+ROO* — ROOR + Q

Des sources importantes de radicaux libres somhé&Emnismes de cycles redox que produit dans
I'organisme l'oxydation de molécules comme les qués. Ce cycle redox a lieu soit
spontanément, soit surtout lors de l'oxydationeeaomposés au niveau du cytochrome P450.
Les rayonnements sont capables de générer deauadilores et les particules inhalées (amiante,
silice) sont aussi des sources de radicaux litkragi¢r, 2003).
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ure 2: Balance radicaux libres /antioxyda®himizu H.,2004).

[-2-3.Conséquences du stress oxydant

Les radicaux libres sont responsables de dommagedostes les molécules
biologiques comme les lipides, les protéines, lgdes nucléiques, ou les hydrates de
carbone (Favier, 2003):
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7 Au niveau de I'ADN, les radicaux libres peuvenduire des effets oxydatifs et
mutagenes ou un arrét des réplications. lls agisserprovoquant des altérations de
bases, des pontages ADN-protéines ou des ruptaresrés(Shimizu H.,2004).

[ Les lipides sont une cible privilégiée des radiclibres. Ceux-ci provoquent en effet
I'oxydation des acides gras poly-insaturés (AGRi¥ gphospholipides membranaires
(principaux constituants des membranes des cellulesis aussi des organites
cellulaires et des noyaux. Ce phénoméne est appeiéxydation lipidique ou
lipopéroxydation aboutissant a la formation de L&dydées qui sont captées par des
macrophages, formeront le dépo6t lipidique de lagyra d'athérome des maladies
cardiovasculaires, I'attaque des phospholipides bremaires modifiant la fluidité de la
membrane et donc le fonctionnement de nombreuxptégess et transporteurs et la
transduction des signaux (Favier, 2003).

1 Les radicaux libres peuvent aussi agir sur lesromolécules en provoquant des
inactivations enzymatiques, des fragmentations d&s anolécules(collagene,
protéoglycannes, acide hyaluronique) et la fornmatie diméres ou d’agrégats
protéiniques dans les membranes cytoplasmiquesi&hiin,2004).

[-2-4.Implications pathologiques du stress oxydatif
En raison de leur réactivité élevée, les espe@axtives interagissent avec toute une

série de substrats biologiques conduisant a latitr de I'homéostasie cellulaire de

'organisme. le dysfonctionnement des systémes de régulatioriodggene et de ses

métabolites est &origine de phénomenes du stress oxydant dontpldrtance dans de

nombreuses pathologiesmme facteur déclenchant ou associé a des coriqtisdors de

leur évolution est maintenant largement démortne fait, de nombreuses études, tant
épidémiologigues que cliniques, indiquent que lesst oxydant est potentiellement
impliqué dans le développement de plus d'une ceatale pathologies humaines
différentes allant de l'athérosclérose au cancer tout en passant parnlaldies

inflammatoires, cardiovasculaires, neurodégénésatiet le diabete(phénomene de
glycosoxydation est trés important chez les digpés et contribue a la fragilité de leurs
parois vasculaires et de leur rétine) . cataraciérose latérale amyotrophique, syndrome
de détresse respiratoire aigu, cedeme pulmonaiedllisgement accélére, la maladie

d'Alzheimer, les rhumatismes et les maladies casediculaires, maladie de Parkinson,
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les inflammations gastro-intestinale, ulceres,cetemes et vieillissement prématuré de la
peau(Roberts et Sindh2009).
|.3Antioxydants

Un antioxydant est défini comme une substance ajoijtée a faible dose a un
produit naturellement oxydable a I'air, est capaideralentir ou d’inhiber le phénomene
d’oxydation. Cette définition peut étre élargie letterme "antioxydant" englobe ainsi
toutes les substances qui protégent les systénodmgiojues contre les effets déléteres
potentiels des processus ou réactions qui engenaineroxydation excessive (Shimizu H,.
2004). lls agissent en formant des produits fima radicaux, d’autres en interrompant la
réaction en chaine de peroxydation, en réagisspidament avec un radical d’acide gras
avant que celui-ci ne puisse réagir avec un nowagidle gras, tandis que d'autres
antioxydants absorbent I'énergie excédentaire aeygjiene singlet pour la transformer en
chaleur. En méme temps, les anti oxydants arréergtaction, la plupart du temps parce

que la structure des antioxydants est relativersigtie (Haton, 2005) .

[-3-1.Antioxydants endogénes
Les défenses antioxydantes de I'organisme peueeditvgsser en systemes antioxydants
enzymatiques (figure 2) :

Un systeme de défense primatemposé d’enzymes et de substances anti oxydantes

-la superoxyde dismutase (SOD) :diminue la €ludé vie de I'anion superoxyde 02
-La catalase : transforme le peroxyde d’hydrogéh©f) en simple molécule d’eau

-La glutathion peroxydase (GPx) : détruit le pgae d’hydrogéne et les peroxydes
lipidiques

-Les molécules piégeurs : le glutathion (GSH),idaaurique, les protéines a groupement
thiols, ubiquinone, .etc.

Un systeme de défense secondaemposé d’enzymes protéolytiques, des

phospholipases, des ADN endonuclease et ligasende®xyprotéinases
[-3-2.Antioxydants naturels

Plusieurs substances peuvent agir en tant qu'gaioxs in vivo ont été proposeé. Elles
incluent le béta carotene, l'albumine, l'acide ugides cestrogénes, les polyamines,
les flavonoides, I'acide ascorbique, les compokérgliques, la vitamine E...etc.

(Koechlin-Ramonatxo0,2006). Elles peuvent stabilissrmembranes en diminuant leur
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perméabilité et elles ont également une capacit@&dkes acides gras libres.

La vitamine E est un antioxydant important qui pg# les cellules contre les dommages
associés aux radicaux libres et par conséquenipnge la vie cellulaire tout en
ralentissant le processus de vieillissement einandition de I'athéroscléroséa vitamine

E joue un roéle important dans l'agrégation d@¢-Emyloide (A3), d'ailleurs, les données
cliniques ont prouvé que les patients d'Alzheimegtiemnent des avantages remarquables
au traitement par la vitamine E.a été déterminé que la vitamine E naturelle, [dendtre
deux fois plus biodisponible que la vitamine E &gtigue Burton et Ingold,1986).

Les Caroténoides sont une classe de composés himyigaes trés importante, trouvés
dans les légumes et fruits, également dans ledaipéchent les dommages génétiques,
protégent contre les dommages oxydants en augméataétabolisme de désintoxication,
empéchent I'expression des oncogenes, augmengaivité de communication des gap
jonctions. Les exemples de caroténoides, incluadphla caroténe, béta carotene,
lycopene, phytofluéne, phytoéne, luteine, neoxamethiviloxanthine, anthéraxanthine,
alpha cryptoxanthine et béta cryptoxanthine. Léwrcsure polyene leur permet d’absorber
la lumiéere et de neutraliser 'oxygéne singulets laaroténoides sont impliqués dans la
prévention de nombreux types de cancer ; cancempdastate ; cancer du poumon (Perez
et al, 1999).

La vitamine C est largement répandue dans lesfruiinfluence sur les dégats protéiques
a été examinée dans des études d’apports de suppiemrincipalement sur des modeles

de rats et il y a eu quelques essais chez 'lhomme.

o - tocophérc

@\/§V/\M/\I/W%§©

o - Caaroterno

B - carotaerno

Figure3 : Structures der la vitamine E (alpha —tocophérotles caroténoides alpha et

béta.
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I'acide alphalipoique fut identifié comme vitamithea depuis été reclassé comme
antioxydant et peut piéger les radicaux libres minneaux intracellulaire et extracellulaire.
Du fait qu’il est aussi bien liposoluble qu’hydragale, il peut accéder a toutes les parties
de nos cellules. L'acide lipoique réduit la glyoatiet favorise le transfert du glucose
sanguin aux cellules en stimulant I'activité inaidue.

Les composés phénoliques leurs prise a été largerapportée pour protéger contre le
développement de maladies coronariennes.De nondgwguesuves existent montrant que
les composés phénoliques peuvent prévenir I'oxgdates LDL.

Les sources alimentaires de ces antioxydants Hiasont présentées dans le tableau 2.
Tableau 2:Principaux antioxydants non enzymatiques et ssualimentaires associéees
(Koechlin-Ramonatxo,2006).

Principaux nutriments Sources alimentaires

Antioxydants

Vitamine C Agrume, melon, brocoli, fraise, kiwi, chou, poivron
Vitamine E Huile de tournesol, de soja, de mais, beurre, crais
p-carotene Légumes et fruits orangés, et vert foncés
Sélénium Poisson, ceufs viandes, céréales, volaille

Zinc Viande, pain complet, Iégumes verts, huitres, ptedaitiers
Flavonoides Fruits, légumes, thé vert

Acides phénoliques Céreéales completes, baies, cerises

Tanins Lentilles, thé, raisins, vin

Métabolisme de Caséine, Lactalbumine (petit-lait), produits lagie
cystéine, glutathion Brocoli, chou Eufs, poissons, viandes

10
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Il. Les thromboses

Une thrombose est un caillot de sang (ou thrombms)se forme dans une artére ou
une veine, de ce fait, on distingue deux typesthemmboses : thromboses artérielles et
thromboses veineuses, deux entités distinctesreliifés entre elles dans les facteurs de
risque, les mécanismes physiopathologiques et &sfestations cliniques (Bautres ,2002
; Corti R,et al,2004). Les conségquences des thromboses sonplesiltomme I'embolie
pulmonaire, au niveau du cerveau les accidentsulaises cérébraux (AVC), il peut

eégalement conduire a un infarctus du myocarde.

[I-1. Thromboses artérielles

La thrombose artérielle est un caillot brotnbus blanc constitué d’amas plaquettaire
consolidé par un réseau fibrineux et elle se folrabituellement apres I'érosion ou la
rupture de la plaque athéromateuse liée a I'évmtudie I'athérosclérose, cette thrombose
est connue sous le nom d’athérothrombose (Lastugl,2008). L’athérothrombose est
considérée actuellement comme la cause principaledadmortalité dans le monde
(Beaudeux,2006)elle est responsable des complications cliniqués tangereuses
regroupées en trois catégories : les syndromesnanens aigus, I'accident vasculaire
cérébral et l'ischémie aigue des membres infési@auters,2002). Avant la description
du meécanisme physiologique qui contribue a la sweedes thromboses artérielles,
I'anatomie de la paroi artérielle est déterminégufe 4). La paroi artérielle est composée

de trois tuniques sont de l'intérieur a I'extérieur

- L'intima est faite d'une couche continue monocellulairealiles endothéliales séparée
du sous endothélium par la membrane basale faitoliiEgéne et joue le rble de "tamis”
moléculaire,.les cellules endothéliales sont dmtirhbotiques . L'intima est séparée de la

média par la limitante élastique interne

.- La médiaest plus ou moins développée suivant le type deseaux elle est riche en
fibres musculaires qui permettent la vasoconsbiicét en fibroblastes. Elle est séparée de

I'adventice par la limitante élastique externe.

- L'adventiceera le lien avec les autres structures tissulguiégsvasculaires et contient les

terminaisons neuronales .

11
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Figure 4: Structure de la paroi artérielléahle,et al, 1990 ;Léoni, 2001).

[I-1-1. Mécanisme physiologique

L’organisation mondiale de la santé (OMS) décriathérosclérose en 1958
comme une association variable de remaniement ceulehe interne des arteres de gros et
moyen calibre .Elle consiste en une accumulatioral® de graisses (les lipides),de
glucides complexes (les sucres), de sang et dalipgsosinguins, de tissu fibreux et de
dépots calcaires.Le tout est accompagné de mattificele la structure interne de l'artére.
Elle est considérée comme le principal générateutacthrombose artérielle, c’est une
atteinte inflammatoire chronique qui affecte legi@s de gros et de moyen calibre qui sont
particulierement les arteres coronaires, périphésg cérébrales, les carotides, et l'aorte
(Davies et Woolf,1993).L artériosclérose a globademn la méme signification mais
concerne uniquement les arteres de petit calibree etontient pas de graisfiauc, et al,
1991).Elle est principalement due au vieillisser(igot, et al,2006). L’'athérosclérose est
donc responsable de la formation de plagues giégeloppent a l'intérieur de I'artére, ces
plagues peuvent boucher I'artére (figure5). Desnph@&nes inflammatoires et sanguins
précipitent les événements car la plaque d’athénpeo rapidement générer la formation
de caillots de sang qui vont obturer I'artere (Lie@001).

Les facteurs de risque de I'athérosclérose sohpsé&iléterminés génétiquement donc non
modifiables (age, sexe, antécédents familiaux caediculaires, maladies métaboliques
familiales comme les dyslipidémies ou autres anmmalgénétiques favorisant la
thrombose) soit acquis au cours de la vie (tabagidmypertension artérielle, obésite,
diabéte de type Il, sédentarité, stress, hyperst@i@émie favorisée par I'alimentation)
(Russelget al,1999).
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Figure 5 Plaque d’athérome ou athéromateuse (Léoni, 2001).

Lors de l'athérogénese, on assiste a une lésidaraitae touchant les arteres. A l'origine,
les lipoprotéines, en particulier les LDL, peuvdatneurer prisonniéres de protéoglycanes
sécrétés par les cellules endothéliales au nivedintima des artéres (figure 6).

Les cellules endothéliales produisent des raditibues qui peuvent venir attaquer I'apo B
des lipoprotéines prisonnieres de l'intima ou Ipsprotéines qui ne font que traverser la
paroi artérielle. La molécule d’apo B ainsi modifisera reconnue par le systéme
immunitaire comme étant une substance étrangdes ehacrophages recrutés au niveau
de la lésion pourront alors les internaligixles récepteurs spécifiques ou le récepteur des
LDL oxydées.

Les macrophages accumulent alors massivement dast&im| et sont ainsi convertis en
cellules spumeuses riches en cholestérol. Cettéabiyn crée une inflammation au niveau
de I'endothélium, déclenchant ainsi le recruteneinfinfiltration de monocyte circulant
dans l'intima et conduisant a la constitution deestgraisseuses, dites stries lipidiques, a la
surface luminale. Les stries lipidigues apparaissam cours de cette étape. Les
macrophages présents sur le site de la |ésion,lawncours des cellules endothéliales,

13
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produisent des cytokines et des molécules qui tirirent I'état inflammatoire au niveau
de la lésion. Une fois que la réaction inflammatogst amorcée, elle a tendance a
s’amplifier d’elle-méme.Une plaque mature d’athélésose est composée de deux
éléments : un cceur lipidique et une matrice. Lerclipidiqgue est composé de cellules
spumeuses, de résidus de cellules spumeuses é@pidies.| La matrice est formée de
cellules musculaires lisses qui migrent de la médies l'intima; elles proliferent et

modifient leur phénotype afin de former une cap$ibleuse sur le coeur lipidique(figures5

et 6).
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Figure 6: Formation d’'une plaque d’athérosclérose (BelkHid).

Mu-c'r-ﬁﬁhﬂge

La stabilité de la plaque est dictée par le voleh&a consistance du cceur lipidique, par
I'épaisseur de la matrice fibreuse et par le delgréa réponse inflammatoire. Une rupture
de la plaque entraine la formation d’un thrombustde but premier est de colmater la
blessure, mais qui est susceptible d’obstruer @dait méme la lumiére de l'artere et de
provoquer un syndrome ischémique. De plus cetiguela’athérome est longtemps fragile
en surface, des fragments peuvent s’en détachainst libérés, aller obstruer des artéres
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plus petites dans le cerveau (hémiplégie), le c@etarctus) ou les poumons (embolie
pulmonaire). Sous I'effet d’'une Iésion endothélidés plaquettes circulantes adherent au
sous-endothélium, sécrétent leur contenu et s'agtegs unes aux autres. La surface de
ces plaquettes devient procoagulante et sert deosiig la génération de thrombine initiée
par le facteur tissulaire. La thrombine généré&vaat’autres plaquettes et polymérise le

fibrinogene en réseaux de fibrine qui consoliderthfombus (Aleilet al.,2004).
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Figure 7 : Roles des plaguettes dans les thromboses arér{@lleil, et al,2004).

AT : antithrombine ; ATP : adénosine triphospha#®pP : adénosine diphosphatp-TG :
B-thromboglobuline ; F1+2 : fragment 1+2 de la prothbine ; Fll : prothrombine ; Fg :
fibrinogene ; FYW : facteur de Willebrand ; GP yagiprotéine ; PF4 : facteur plaquettaire
4; TAT: complexe thrombine-antithrombine ; TXA thromboxane A (liste non
exhaustive). Les principaux marqueurs courammaelisasg pour I'activation plaquettaire
(PF4,B-TG, P-sélectine) et pour la génération de throml§irAT, F1+2) sont encadrés en

rouge.

[1-2. Thromboses veineuses

La phlébite ou thrombose veineuse profonde estdiée formation d’'un caillot de
sang (ou thrombus) qui bouche une veine. Elle satye plus souvent dans une veine des
jambes, mais elle peut survenir sur presque tdesegeines de I'organisme (bras, cerveau,
tube digestif, reins, etc.).Les veines superfierllsous la peau, peuvent aussi étre touchées

par une phlébite, on parle alors de phlébite sigyelte(Léoni,2001).
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[I-2-1. Mécanisme physiologique

Les phlébites commencent souvent dans les veinesiallet au niveau de petites
valves ou valvules qui évitent au sang de fairerchm arriere. Une fois formé, le caillot
peut devenir important, allant jusqu’'a boucher ¢old longueur des veines d’une
jambe(figure 8a).La phlébite porte également le rdemthrombose veineuse. Le caillot
sanguin ou thrombus, va boucher la veine, entieneme partiellement et va empécher le
sang de circuler normalement a l'intérieur de laezdl faut savoir, qu'il y a deux types de
phlébites, la phlébite superficielle, le caillongain se forme dans une veine de surface,
c'est souvent le cas des personnes qui ont déjeadess, la phlébite profonde, Le caillot
dans la veine de la jambe peut se détacher, remdahs les veines jusqu’au cceur, le
traverser et atteindre les artéres au niveau dmpou c’est 'embolie pulmonaire ou la
maladie thromboembolique veineuse (MTEV). L’embgligdmonaire fait toute la gravité
des phlébites, car si les caillots ayant migré dassartéres du poumon sont nombreux
et/ou volumineux, et peut entrainer une asphyxipatient(Belkheiri,2010) (figure 8b ).

Veine Embols qui sont arrétés
profonde au niveau des
arteres pulmonaires
(embolie pulmonaire)
Veine

superficielle
Fragment de caillot
qui s'est détaché (embol)
et qui va entrainer une
, embolie pulmonaire

i /

Phiébite : caillot adhérent
qui obstrue la veine
(thrombose veineuse profonde)

Figure 8: (a)Formation initiale d’'une phlébite au niveaumk valvule des veines de
jambe.
(b)L’embolie pulmonaire atphlébite profonde.
L’hémostase est un phénomene physiologique pemettalimiter les pertes sanguines
provoquées par une lésion vasculaire. La lésiotieshelothélium vasculaire va en effet
provoquer la formation d’'un thrombus plaquettainénjostase primaire) et la formation
d’'un réseau de fibrine insoluble qui va consoliderthrombus (coagulation plasmatique).
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La coagulation est I'aboutissement d’'une cascadeédetions protéolytiques entrainant
I'activation en chaine de facteurs plasmatiquetadmagulation, circulant sous forme de
précurseurs inactifs (zymogenea)jan, et Grant, 2006). C’est un phénomene localisé au
site de la bréeche vasculaire car cette cascadéaitions, malgré son auto-amplification
est limitée et régulée par différents systemeshdiiteurs physiologiques. L'équilibre
entre la coagulation et les mécanismes qui vorimaer est fondamental, une rupture
ayant pour conséquence un risque hémorragiquecitdéf facteurs) ou thrombotique
(exces de facteurs activés ou déficit en inhibgeur

Voie endogéne Dans cette voie de coagulation tous les élémesBtessaire de la
coagulation sont présents dans le plasma sanstapfiérieur. Cette voie est déclenchée
par I'activation du facteur Xll(Hageman) lors de centact aux structures électro-
négatives de la matrice sous-endothéliale (collegéulfatides, glycosaminoglycanes)
(Vogler, et al,2009) une activation qui conduit par la suite a I'activatde pré-kallikréine
en kalikriéne qui a son tour peut activer le F XB.F XlI activé catalyse la transformation
de la forme zymogene du facteur Xl a la forme mpiptéque activée qui active par la suite
le facteur IX (Vogler,et al,2009) Ce dernier se lie a la surface de phogpties
anioniques des plaquettes (F3P) par I'intermédi@d@®ions calcium et forme, en présence
de son co-facteur, le facteur VIII le complexea®ss qui est responsable de I'activation du
facteur X (le facteur Stuart). Ce dernier formee@wson cofacteur, le facteur V (pro-
accélérine), les phospholipides plaquettaires et lji@ermédiaire aussi des ions de
calcium le complexe prothrombinasgui catalyse la transformation de prothrombine
(facteur 1) en thrombine(figure 9 ).

Voie exogeénelLa voie exogenest la voie la plus simple et la plus rapide quedee
endogéne, elle fait intervenir un nombre limitéfaeteurs (Caergt al, 1975) .Cette voie
est activée par un facteur non plasmatique quieeftcteur tissulaire, une glycoprotéine
membranaire exprimée sur la surface des celluldstbéliales et les cellules de la matrice
sou-endothéliale. Lors d’une breche vasculairé&desur tissulaire devient en contact avec
le plasma ce qui permet l'interaction avec le factéll (pro-convertine) pour former un
complexe enzymatique réactif (Facteur tissulaWéhF.Ce complexe est responsable de
I'activation de facteur X et aussi de facteur IXpetr conséquence de prothrombine en

thrombing(Colvin, 2004). La thrombine formée par les dewesaiatalyse la conversion
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de fibrinogéne en monomeres de fibrine qui s'dassbdes unes aux autres grace a des
liaisons hydrogéne pour former un réseau fibrinesgtable, ou le facteur Xllla (le facteur
stabilisateur de fibrine)préalablement activé par thrombine intervient pour la
solidification du caillot fibrineux par I'établisseent de liaisons covalentes entre les
différentes molécules de fibrig&jjan, et Grant,2006)Les différents étapes de coagulation

sont présentées dans la figure 9 .

INTRINSIC SYSTEM EXTRINSIC SYSTEM
Contact activation Tissue injury
Xl ——® Xlla |
VI
X1 ————» Xla
I — IXa Vila

W11
Phospholipids

PROTHROMBINASE
COMPLEX

Xa
Va

Phospholipids

-4

prothrombin thrombin

Figure 9: Schéma simplifié de la cascade de coaguldfijan, et Grant, 2006).

[1-3. Prévention des thromboses

[I-3-1. Role de l'alimentation et de I'activité physique
Le régime méditerranéen, également apgeiéne crétois ou diete méditerranéenne

(mediteranean diet en anglais) est une pratiqueealaire traditionnelle dans plusieurs
pays autour de la mer Méditerranée caractérisédapapnsommation en abondance de
fruits, léegumes, céréales et huile d'olive et umesommation faible de viande et produits
laitiers(OMS,2003)(figurel0).Le régime crétois s'&st remarquer par le grand public

depuis que des scientifiques ont conclu, dansneges 50, que les Crétois avaient une
espérance de vie supérieure et moins de maladieo-aasculaires que le reste de
I'Europe (keys,1970 ;1995).Les mesures diététigueemsettent de ralentir la progression
de l'athérosclérose et de limiter les risques dmplications comme [linfarctus du

myocarde, en agissant sur les facteurs favorisantsggravants (diabéte, obésité ,

tabagisme,...)en fluidifiant le sang, en réduidamtholestérolémie totale et la fraction

18



Revue bibliographique Les thromboses

LDL, et en apportant a travers lalimentation descromutriments protecteurs
(antioxydants):vitamines. Ce régime est caract&sentiellement par la consommation
d'huile d'olive associés a des préparations cuéeaimples faisant un large usage d'épices
et d'aromates, exerce non seulement des effetsatales sur les lipides sanguins mais
protége également contre le stress oxydatif, aansleffets protecteurs contre le stress
oxydatif agissent en synergie. De plus, le réging&literranéen mettant I'accent sur une
consommation élevée d'aliments crus, la quantitédieaux libres créés lors de la cuisson
est forcément moindre, tandis que les substandésxwatiantes que la cuisson aurait pu

détruire sont préservées(Bernard, 2006).

Pyramide mediterraneenne
/\ S\, sEmsmmee

‘/f-.‘___ sUCRE _:h“"\
DEUFS :
. . il . "‘\ Consomunation
l i.u- I @ SRR ﬂ\ HEBDOMADAIRE
/)—-—’h_-mssous -r-!::__"“_‘.':-—-(\
Win awec ——
rmoddraticn /p = B FROMAGE ET YACLRT \
/ L, HLELE DS LWE S ™ .L’ {_,r\

LEGL e S Consormmaticon
. CHIOTIDIENNE

Consormmation
guotidienne de boissons -
6 varres d'eau

o s | o
E a W — @ =
e | % = | S e

AN, FPATES. R, SEMOULE, POLENTA. AUTRES GRANES DE SLE ET

POMMES DE TERRE ‘r
.. e g\

——?-—_ACTIVITE PHYSIQUE QUOTIDIENNE A

Figure 10 : Pyramide alimentaire de la diete méditerranéeneen@d.,2006).

[1-4. Traitement des thromboses

Il existe trois classes d’agents pharmadqglegs antithrombotiques utilisables, les
antiagrégants, les anticoagulants, et les fibrimples (Aubry et al,2010).
[I-4-1. Antiagrégants

Les antiagrégants (aspirine, ticagrelapiclogrel...) représentent a I'heure actuelle
le traitement de référence des thromboses argsiglAubry, et al,2010),mais les
anticoagulants sont aussi recommandés en assaociatiec les antiagrégants et les
fibrinolytiques pour traiter les syndromes coroasiaigus et I'infarctus cérébral (Helft , et
Leger., 2009).
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[1-4-2. Anticoagulants

Les anticoagulants représentent le traitémencipal de la maladie veineuse thrombo
-embolique. De nombreux anticoagulants agissadiféents niveaux de la cascade de la
coagulation sont utilisés et ils sont regroupés tems classes, deux classes des
anticoagulants classiques (les héparines et lévitarhines K) et la classe des nouveaux
anticoagulants (Batty et Smith.,2010).
-Les héparines
Il existe deux types des héparines utilisableslgtimistrées par voie intraveineuse ou sous
cutanée, I'héparine non fractionnée (HNF) et Iépanines de bas poids moléculaire
(HBMP) (Batty et Smith.,2010). L’héparine non fractionreést composée d’un mélange
hétérogéne de chaines polysaccharidiques sulfdidaille et de structures différentes
extraites de la muqueuse intestinale de porc. ligspmoléculaire varie de 5000 a 35000
daltons alors que les héparines de bas poids maiécgont issues de la dépolymérisation
des chaines polysaccharidiques de I'HNF par desédés chimiques ou enzymatiques,
leurs poids moléculaire varient de 3000 a 500@dal L'HNF et les HBPM forment un
complexe avec l'anticoagulant physiologique I'dmimbine Il potentialisant son effet
sur l'inactivation de divers facteurs de coagutatioe complexe HNF-antithrombine Il
inactive le plus notamment les facteurs Xa et tarttbine (facteur Ila), mais a un moindre
degré les facteurs 1Xa, Xla et Xlla, alors quedenplexe HBPM-antithrombine 11l inhibe
particulierement le facteur Xa et a moindre dégfirombine (Batty et Smith.,2010).
-Les anti vitamines K
La vitamine K est un élément nécessaire dans léhéya au niveau du foie de quatre
facteurs de la coagulation, la prothrombine llptaconvertine VII, le facteur stuart X, et
le facteur antihémophilique B (le facteur IX). Eiletervient dans la carboxylation des
molécules d’'acide glutamique de I'extrémité —N+rtrale de la chaine glycoprotéinique
de chacun de ces facteurs. Cette carboxylationéestssaire pour I'activité biologique et la
fixation de ces facteurs sur les surfaces phospldajues plaquettaires.
-Les nouveaux anticoagulants
Des nouveaux anticoagulants sont actuellementsésilia coté des anticoagulants
classiques. Ces anticoagulants sont subdivisés krlo mode d’action en deux catégories,
les inhibiteurs indirects qui agissent en poteis@gait I'activité de I'antithrombine lll, et

parmi les quelles, la fondaparinux et I'idraparirgui sont des inhibiteurs synthétiques
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indirects et sélectifs du facteur Xa et ils somstaués de 5 unités saccharides capables de
modifier la conformation en augmentant l'activibdibitrice naturelle de I'antithrombine |

Il sur le facteur Xa (Girardel, et Samama., 200€3 inhibiteurs directs agissent
directement sur le facteur Xa ou la thrombine,agtrp les quelles, le DX-9065a, I'hirudin,
L’argatroban...etc. Le DX-9065a est un dérivé syntjue de I'acide propanoique qui
inhibe directement le facteur Xa libre et le fact¥a lié dans le complexe prothrombinase
(Girardel, et Samama., 2006) alors djheudin est un peptide de 65 acides aminés extrai
de la glande salivaire d’'une espéce de wrugdo medicinali$ et il inhibe directement et
de facon irréversible la thrombine. L’'argatrobast en dérivé synthétique d’acide
carboxylique qui inhibe directement la thrombinar(amaegt al, 2002).

[1-3-3. Traitement fibrinolytiques

Le but traitement fibrinolytique (streptokinasepkinase, activateur tissulaire de
plasminogéne...) est de lyser le thrombus artétieleneux, ce traitement associé le plus

souvent a un traitement antiagrégant et anticoag(Gxozier et Woimant., 2007).
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lll. Les polyphénols

llI-1. Les polyphénols
Les composés phénoliques ou les polyphénols(PR)Yssrproduits du métabolisme
secondaire des plantes, largement distribués passptlisieurs groupements phénoliques,
avec ou non d’'autres fonctions et comportant ainm®000 structures connues différentes
(Bahorun, 1997), allant de molécules phénoliquespkEs de bas poids moléculaire tels
que, les acides phénoliques a des composés hautpoigmérisés comme les tannins
(Akowauh et al,2004). lls font partie intégrante de I'alimentatihumaine et animale
(Martin et Andriantsitohaina,2002).Ces corps jouant role fondamental car sont des
éléments importants de qualités sensorielles (cout¢ caractéres organoleptiques) et
nutritionnelles des végétaux, tels que les légutessiruits, les céréales ou les fruits secs,
ainsi que dans les boissons, le café, le cacae thél que consomme I'hommaviron un
gramme de polyphénols chaque jour, soit dix foissgue de vitamine C et 100 fois plus
gue decaroténoides ou vitamine E (Scalbest, al,2005).L'activité antioxydante des
polyphénols est reconnue et pourrait expliquer Iéle potentiel dans la prévention de
plusieurs maladies associées au stress oxydaliés tgue le cancer, les maladies
cardiovasculaires et neurodégénératives.
[1I-1-1. Structures chimiques et classification
La structure chimique est identiqueustles polyphénols : un ou plusieurs noyaux

aromatiques hydroxylés. Les polyphénols sont ctasaélifférents groupes en fonction du
nombre de noyaux aromatiques qui les composerse¢léments qui les relient.
On distingue les phénols simples (parmi eux ledemcphénoliques), les flavonoides, les
lignanes et les stilbénes (Boros,2010). En plusette diversité, les phénols sont présents
naturellement sous forme conjuguée : avec dessutes acides organiques, entre eux.
Les polyphénols sont répartit en plusieurs clafsgpsaes 11 et 12)

» Les phénols simples (C6): un seul noyau phénol cempour les acides

phénoliques (C6—-C1).
» Les flavonoides (C6-C3—C6): 2 noyaux aromatiqe&ss par un hétérocycle
OXygéné.

» Les tanins hydrolysable et non-hydrolysable.

Les stilbénes (C6—-C2-C6).

» Les lignanes, les lignines et les coumestanesit@sude phénylpropane.

A\
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» Autres phytoestrogénes

» Les saponines (triterpenoides)
» Les phytostérols et les phytostanols ( Paraskewytdatsou, 2007). Bien qu'ils ne

soient pas des polyphénols, on ajoute ordinaire@estte liste les isothiocyanates,

qui dérivent de I'hydrolyse des glucosinolates (@3ta, 2003).
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Figure 11 :Classification des polyphénols avec exemples pbaguae classe.
(Boroset al, 2010)
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Figurel?2 : Structures chimiques de principaux polyphénols(&aket Williamson2000).
[1I-1-2. Biosynthese
Les polyphénols sont synthétisés par de @eies biosynthétiques :

» celle de I'acide shikimique, qui conduit apres s@mination et désamination, aux
acides cinnamiques et a leurs nombreux dérivéqjtedsles acides benzoiques ou
les phénols simple&naggs, 2003).

» celle issue de l'acétate, qui conduit & des patp&sters (polyacétates) de longueur
variable menant par cyclisation a des composéscypdigues tels que les
dihydroxy-1,8 anthraquinones ou les naphtoquindi#sineton,1999Naczk et
Shahidj2004.

De plus la diversité structurale des composés pégpliques due a cette double origine
biosynthétique, est encore accrue par la possililitne participation simultanée des deux
voies dans ['élaboration de composés d’origingteniles flavonoides(Martin et Andriant-
sitohaina, 2002).

[11-1-3. Effets biologiques des polyphénols

Les composés polyphénoliques sont d’aiflele plus en plus utilisés en
thérapeutique (Crozieet al,2010).De nombreux travaux suggérent que les polyphénols
participent a la prévention des maladies cardi@vages(Manach,et al,2005). Leur
consommation se traduit par une augmentation tareside la capacité antioxydante du
plasma dans les heures qui suivent le repas. Reanniveau des arteres, ils préviennent

I'oxydation des lipoprotéines de faible densitéwLidensity Lipoproteins ou LDL), qui est

24



Revue bibliographique Polyphénols

I'un des facteurs clé du processus physiopathalegae I'athérosclérose( figure 13). En
inhibant I'oxydation des LDLs, ils limitent leurdrustation dans les parois des artéres qui
contribuent a I'épaississement des parois et angtuflux de sang qui parvient au niveau
des tissus. Les polyphénols agiraient aussi efbamhil’agrégation plaguettaire impliquée
dans le phénomene de thrombose qui peut conddioecdusion des artereManach,et
al.,2005). lls sont regroupés dans la catégorieetfetoniques et des vasculo-protecteurs
(Ghoshet al, 2009). Un certain nombre de molécules polyphigunes sont également en
étude clinique comme des antiagrégant plaquetbaiteypotenseur sans résultats probants

(Martin et Andriantsitohaina,2002).

POLYPHENOLS )
l ()
bt aaE apoptose / prolifération
altération de ‘ = perméabilité
I'activité sécrétoire surface procoagulante de I'endothélium

altération du agrégation infiltration des

reldchement plaquettaire monocytes
v L et des LDL
\£+) [=]
A 4 N A4 a3 A 4
hypertension artérielle 5 thrombose () /" athérosclérose
/
~
POLYPHENOLS

Figurel3 : Effets des polyphénols dans le maintien de l'intégte I'endothélium
vasculaire. Les symboles (-) représentent I'effeiliiteur des polyphénols, et les
symboles (+) montrent 'amélioration de la vasddii@n endothéliale par les polyphénols
(Martin et Andriantsitohaina, 2002).

Les polyphénols sont associés a de nombreux mueghysiologiques dans la qualité
alimentaire, impliqués lorsque la plante est soaraisles blessures mécaniques. La
capacité d’'une espéce végétale a résister a liattdgs insectes et des microorganismes
est souvent corrélée avec la teneur en composéslmnés (Bahorun, 1997).

Ces composés montrent des activités antioxyda@tesegz-Caravae al.,2006 ; Xiuzhen

et al,2010),anticarcinogénes,antiinflammatoires,andiayenes,antithrombotiques
analgésiques, antibactériennes, antiviraux (Baliaefal.,2007), anti-allergenes,
vasodilatateurs (Falleft al.,2008 ; Hodgson, 2010 )(figure 14).
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Figure 14Effets biologiques des polyphénols (Martin et Aadtsitohaina, 2002).
l1I-2. Les flavonoides

L'expression flavonoide a été introd@te 1952 par Geissman et Hinreiner pour
designer les pigments ayant un squelette (C6-C34@6yenant du mot latin flavus qui
signifie jaune (Bouakaz,2006).Occupant une plac&gndérante dans le groupe des
phénols, les flavonoides sont des métabolites skad@s ubiquistes des plantes. On estime
qgue 2 % environ du carbone organique photo-symshétar les plantes, soit quelques 109
tonnes par an, est converti en flavonoides (Llawjll2007). Les plusouramment vendus
ou utilisés en tant que compléments alimentair@svanilline et I'acide vanillique, le
resveratrol, I'acide ellagique, les curcumine, bgtile, epigallocatechine gallate et la
quercitine (Ferguson,2001).
L'intérét nutritionnel pour les flavonoides dateld découverte de la vitamine C, a la suite
des travaux de Szent Gyorgyi en 19B8.scorbut expérimental céde a l'ingestion de jus
d’agrumes mais résiste a la seule administratiacide ascorbique. Plus pratiguement, les
symptomes hémorragiques du scorbut liés a lailifeagdes vaisseaux sont guéris par
des extraits de Paprika et du jus de citron salgue l'acide ascorbique seul est
inefficace. Les analyses chimiques ont montré qudrdction active était de nature
flavonoique. Cette action des flavonoides sur lampabilité vasculaire a été appelée
propriété vitaminiqgue P(P étant la premiére letite mot perméabilité). Cette notion de
vitamine P n’existe plus a I'heure actuelle puisti@'ne correspond pas a la définition
classique des vitamines. lls sont considérés comde® micronutriments importants
puisqu’ils peuvent jouer des roles antioxydantsposséeder des propriétés biologiques
diverses (Milane,2004).
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[11-2-1. Structures chimiques et classification

Les flavonoides présentent un squelettease a 15 atomes de carbone(figure 15),
fait de deux cycles benzéniques C6 reliés par bame en C3 (Milane, 2004). Le ponta 3
carbones entre les deux phényles forme généralamemisieme cycle pyrone. La
distinction des sous-classes se fait sur la cordban de cette structure centrale (figure
16).

FLAVONE FLAVONOL FLAV ANONOL
2-phénylchrome#-one 3-hydroxy2-phénylchromer-on  3-hydroxy2,3-dihydre2-
phénylchromén-
=
CI @
@ioj/ng
- ()]
oH OH =
FLAVAN- 3,4-DIOL FLAVAN-3-OL ANTHOCYANIDOL ou

ANTHOCYANIDINE

FLAVANONE AURONE CHALCONE

2,3-dihydre2-phenylchroment-one

(@]

DIHYDROCHALCONE
Figure 16 Structures chimiques de quelques flavonoides (8dadh Williamson2000).
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Tous les flavonoides ont une origine biosynthétiqaeamune et de ce fait possedent le
méme élément structural de base. lls peuvent ég@upés en différentes classes selon le
degré d’oxydation du noyau pyranique central, lgaooB relié a I'hétérocycle C dans
lespositions 2, 3(figure 15).Dans la position 2 :flavonoide est appelé Flavane. Si la
position 4 de la flavane porte un groupement cayblanflavane est appelé Flavanone. Si
la liaison C2-C3 dans le squelette de la flavanesieinsaturée le composé est nommeé
Flavone. Si le squelette est substitué en posBigrar un groupement hydroxyle il est
désigné par le nom de Flavonol. Dans la positiote3lavonoide est désigne par le terme
Isoflavane (Bouakaz, 2006).
[1I-2-2. Biosynthése

Les flavonoides possedent tous le ménmaetié structural de base, car ils dérivent
d’une origine biosynthétigue commune. Le cycle Afesné a partir de trois molécules de
malonyl-coenzyme A (malonyl-CoA), issues du métemoé du glucose. Les cycles B et C
proviennent eux aussi du métabolisme du glucoses, paa la voie du shikimate via la
phénylalanine qui est convertie grtoumarate puis gs-coumaroyl-CoA. Lep-coumaroyl
CoA et les 3 malonyl CoA se condense en uneesgape enzymatique pour former une
chalcone , la 4, 2',4’, 6’-tétrahydroxychalconee tycle C se forme par cyclisation de la
chalcone,réaction catalysée par la chalcone-is@®érqui induit une fermeture
stéréospécifique du cycle conduisant a une se@ef(vanone : la naringénine. Ce cycle
s’hydrate ensuite pour former les différentes @dasde flavonoides (Lhuillier ,2007). Des
étapes ultérieures surtout de glycosylation etadioyl amenent les flavonoides a la forme
définitive dans laquelle elles se trouvantivo (Bouakaz, 2006).
[11-2-3. Effets biologiques des flavonoides
[11-2-3-1. Effets antioxydant et pro-oxydant

Les flavonoides sont des composés avec une @éctwiti-oxydante prononcée
(Hodek, et al,2002). Les flavonoides expriment les propriétas-axydantes par :Le
piégeage direct des espéces réactives de I'oxy@&#R@), La suppression de la formation
des ERO par l'inhibition de quelques enzymes ou greglation des ions métalliques,
impliqués dans leur production, La protection dgst&snes de défense antioxydants de

I'organisme (Boudiaf,2006).
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Les flavonoides sont des antioxydants mais il ng feas négliger leurs propriétés pro-
oxydantes. Parfois les flavonoides jouent un r@epdo-oxydants. En effet, plusieurs
d'entre eux ont été décrits comme responsabletoddaydation et de la génération de
radicaux oxygénés actifs, comme le peroxyde d'lgahe. En définitive, certains
flavonoides pourraient accélérer la survemge |'atteinte oxydative de I'ADN, des
protéines et des glucides in vitro . Alors, le poi pro-oxydant de ces composés ne doit
pas étre négligé dans le mécanisme d'action demftédes (Milane,2004).

I11-2-3-2. Effets cardiovasculaires

De nombreux travaux publiés dans le N¥@Xevue scientifiqudylolecular Aspects
of Medicine pour 'année 2010 suggérent que legoftaides participent a la prévention
des maladies cardiovasculaires (Etudes faites pasieprs auteurs, Crozier,Das, ;
Fraga, ;Hodgsonl,arossa, et Perez viscainet, a,2010). Leur consommation se traduit
par une augmentation transitoire de la capacii®amante du plasma dans les heures qui
suivent le repas. Parvenus au niveau des artélespréviennent l|'oxydation des
lipoprotéines de faible densité (Low Density Lipoj@ins ou LDL), qui est I'un des
facteurs clé du processus physiopathologique dbéfasclérose (épaississement des
artéres qui contribue a réduire le flux sanguirpetit conduire a l'asphyxie des tissus
irrigués). En inhibant I'oxydation des LDLs, ilsnitent leur incrustation dans les parois
des arteres qui contribue a I'épaississement desspet a réduire le flux de sang qui
parvient au niveau des tissus. Les flavonoidesaiggit aussi en inhibant I'agrégation
plaquettaire impliquée dans le phénoméne de threelgoii peut conduire a l'occlusion
des artéres (Scalberf al, 2005).Des études cliniques réalisées aux Royddmnel’
Australie, et I'Europe ont montré que les flavoresid améliorent le fonctionnement de
I'endothéliumla couche cellulaire qui tapisse les surfaces @ssgaux sanguins et qui
joue un réle essentiel dans le contréle du bontiomoement du systeme vasculaire en
réduisant les risques d'athérosclérose (Ped¢ral, 2003 Mulvihill, et Huff., 2010),une
études similaire a été realisé au Arabie Saouditdirment les résultats précédentes
(Hakim, et al, 2003), donc les flavonoides possedent dessefi@ventifs contre les
risques de thrombose limiteraient les risques afatfis du myocarde. Autre études ont
montré que Les flavonoides notamment les coumasnes des agentanticoagulants,

antiagrégants plaquettaifhou, et al,2009),et antiathérogénes ce qui expliques leur
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effet protecteur contre les maladies cardiovasmg@Chang,et al, 2009).La principale
propriété initialement reconnue aux flavonoides @gtre "veino- actifs",c'est-a-dire
capables de diminuer la perméabilité des capiiasenguins et de renforcer leur résistance
(Bruneton, 2009),donds participent a renforcer I'élasticité, I'étarété des vaisseaux
sanguins. lls contribuent également a améliorerdation et la dilatation des artéres et
réguleraient ainsi la tension artérielle. lls paperaient également a lutter enfin contre
I'altération des fibres de collagene, indispensadle maintien de la santé cellulaire
(Mulvihill et Huff ., 2010). Les rapports épidémiologiques ont démontré quegtess
peuvent avoir une incidence plus limitée en makdie cceur, s'ils ont une ingestion
diététique élevée en flavonoides (Bual,2007). Parmi les 17 flavonoides examinés par
Xu et ses collaborateurs (2007), les agents deateten vasculaires les plus efficaces
sont l'apigénine, lutéoline, kaempferol et lagéiree. Cette relaxation est attribuée a
I'action directe des flavonoides sur le muscleslisssculaire.

[11-2-3-3. Autres effets biologiques

Les flavonoides seraient impligués damspiévention des cancers, Ajoutés au
régime de divers animaux de laboratoire, ils limite développement de tumeurs induites
expérimentalement par exposition a des agentsncayenes. lls sont actifs contre de
nombreux cancers (colon, estomac, foie, sein, @i@spoumon, peau, vessie, etc.) a tous
les stades de la cancérogengRetti, et Scully, 2009). Au stade d'initiatiors égissent
comme agents bloquants en empéchant Il'activatioproearcinogenes, en piégeant les
mutagenes électrophiles ou en stimulant la rémeraties ADNs mutés.Au stade de
promotion et de progression, ils agissent commatagauppresseurs de tume(so, et
al.,2007). Les mécanismes impliqués peuvent la enétee trés variés: prévention du
stress oxydant, inhibition du métabolisme de lacatachidonique et des réactions
inflammatoires associées, inhibition de la protdimase C et de la prolifération cellulaire,
induction de l'apoptose (Petti, et Scully, 2008hilition de I'angiogenése. Les preuves de
leurs effets chez 'homme restent cependant emcsuéfisantes.

Une étude clinigue a permis de montrer une actigitéicancéreuse de la quercétine,
administrée par voie intraveineuse chez des patiattéints du cancgHodgson,et al,
2010).Les flavonoides pourraient aussi exercereffess protecteurs contre les maladies
hormonodépendantes telle que I'ostéoporose en arttdalréponse aux oestrogénes
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endogénes. Certaingolyphénols et plus particulierement les isoflawrmil soja trés
étudiées aujourd’hui, ont une affinitmarquable pour les récepteurs des oestrogénes et
sont qualifiés pour cela de phyto-oestrogenes.fiLgs et légumes contiennent aussi des
polyphénols tels la quercétine de l'oignon ou lenkpferol de la chicorégui possedent
également des propriétés pseudo-oestrogéniquedhiient la perte osseuse chez la rate
ovariectomisée (Saleh,2011). La encore, de nowaledes restent nécessaires pour
confirmer ces effets chez 'homme.

Des flavonoides ayant une activité antivirale semdlre associée aux composés non
glycosylés et I'hnydroxylation en position 3 est aggmment nécessaire a cette activité.
(Hodek,et al,2002).Ainsi, une activité microbiennes via [lipition des enzymes
extracellulaires microbiennes, la séquestrationsdbstrat nécessaire a la croissance
microbienne ou la chélation de métaux tels queele Finhibition du métabolisme
microbien(Milane,2004).Lahouel et ses collaboraeu2004) ont évalué l'effet des
flavonoides donnés par voie orale pendant 14 joissy vis la toxicité hématologique

et hépatique du cyclophosphamide et de la vinlblastinsi que la toxicité hépatique du
paracétamol.Chez les rats prétraités par I|evordoides il apparait une nette
amélioration dans les effets toxiqugshouel,et al,2004). La quercétine et la rutine une
fois administré oralement aux souris hyper-uricéreigduits par I'oxonate de potassium,
réduisent les niveaux d'acide urique dans le sékram,cataractes diabétiques. Une étude
clinique pour son utilisation dans le traitement sida.(Martin et Andriantsitohaina,
2002).Les flavonoides soim vitro des inhibiteurs enzymatiques, des élastases st de
collagénases sont de puissants inhibiteurs ddifpkygénase. Quant a (lutéolol, apigénol,
chrysine, etc.) inhibent la cyclo-oxygénase dontaddosynthése des prostaglandines. Ce
qui peut expliquer I'activité anti-inflammatoire sldavonoides (Bruneton,1999).

Cet effet est dO a l'inhibition de certains enzyiftipexygénase,phospholipase,cyclooxygé
nase) impliquées dans leur biosynthéRetapovichet al,2011). L’activité anti-tumorale
de plusieurs flavonoides comme la quercétineatsbuée a leurs efficacité d’inhiber la
topoisomérase | et ll(Hodekt al,2002).Les flavanols (catéchines et procyanidines)
peuvent moduler I'expression de nombreux genedégqar le facteur de transcription
NF-xB (Hodgson et Croft, 2010; Potapovidt,al, 2011).
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V. L'olivier « Olea europaed.. »
IV -1. Description botanique

L'olivier fait partie de la famille desléacées, il était et il est toujours
principalement cultivé pour ses olives bien qu'ib@ourd’hui integre le statut d'arbre
d'ornement. C'est un arbre moyennement trapu (nmeyele 2m) qui peut pour certain
sujet atteindre les 15 metres de hauteur (Wagr@d)19olivier peu vivre plus de 1000
ans, son tronc tourmenté et noueux porte a sadmse®mbreux rejets dans sa condition
mi-sauvage. Le bois d'olivier est brun clair vedgmarbrures sombres, il est apprécié par
les ébénistes et les sculpteurs.

Les feuilles de l'olivier ne tombent jamais, (dudie vie, trois ans) leur situation sur le
rameau est dite "opposée", le pétiole est courtfata supérieure des feuilles est luisante
vert foncé, tandis que la face inférieure présantaspect argenté da a la pruine, ses fleurs
blanches forment des grappes courtes. (figurel?).

Le fruit, I'olive, est une drupe avec une pulperoba riche en matiére grasse. D'abord
vert,

il devient noir a maturité compléte, vers octolm@vembre. Il est constitué de trois
parties :Epicarpe, Mésocarpe (pulpe), Endocarpeoi(pde noyau)dont une section
transversale couplée a la composition physiquéiatique rapportées dans la figure 18 .

Le noyau(amandon) est tres dur, osseux, conti@graine, rarement deux.

Les fleurs blanches (figurel7 ), a corolle en tpbeaant quatre lobes ovales, sont groupées

en grappes dressees et apparaissent a l'aissefleulltes vers mai-juin.
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Fleurs T Feuilles
Figure 17 : Aspect morphologique de la plartidea europaed..et leurs parties.
« http://www.wikiphyto.org/wiki/Oliviers»
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Figurel8:Section transversale(a)(Maymom¢ al,1961 ; Sansoucy, 1984)et compaosition
physique(b)YNefzaoui, 1991).composition chimique de l'olive{Bianchi, 1999).

IV-2. Systématique
L'espéceOlea europaeal. a été nommée par Linné en raison de son aire

géographique. C'est I'unique espéce du bassin enedti€en représentative du geBlea
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On distingue deux sous-espéces , l'olivier cultig olivier commun (Olea europaea
sativa) etl'olivier sauvage ou oléastr®lea europaea sylvestr)s.

-Noms communs de I'oliveen: olive, es: olivo, it : olivo, ar :Zaitounec s i/,
Systématique
Regne Plantae.
Division :Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida.

Ordre :Scrophulariales.

Famille :Oleaceae.

Genre Olea.

La planteOlea europaed..

Espéce :Olea europea.

(Kohler's Medizinal-Pflanzen, 1887)

IV-3. Distribution géographique

Pour les botanistes, l'aire de répartition de Vigi est synonyme de “région
méditerranéenne”. L'olivier Qlea europaed..) est cultivé depuis trés longtemps autour
de la méditerranée et de la mer noire surtoutEspagne, Italie, Gréce, Turquie, France,
Tunisie, Algérie et Croatie (figurel9).Aujourd’hdi I'on trouve des plantations en
Californie, Australie, Afrique du Sud. Cette rétaon géographique est influencée par

des facteurs climatiques et pédologiquy€maussorgues, 2009 ; Carriat,al, 2010).

BBl Olivier sauvage — T .

™

W ;

I Olivier cultivée N/
O TN

Figure 19: Aire de répartition de l'olivier sauvage et oude dans le bassin

meéditerranéer(. Carrion,et al, 2010).
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IV-4. Composition chimique
IV -4- 1. Les acides gras

Les acides gras appartiennent a lalt@rmdes lipides. Ces lipides contiennent une
fraction principale dite saponifiable (phospholgéd triglycérides) et une fraction mineure
insaponifiable (stérols, vitamines liposolubles,ot@noides). Les lipides sont caractérisés
par leur insolubilité dans I'eau et la solubiliténd les solvants organiques. Dans le cas de
I’huile d'olive les triacylglycérides représentaatttre 98% et 99% de la masse totale.

La composition en acide gras est tres variableépend de la variété d'olivédkee, et al
.,2007).La région de production et de l'année deéleolte (influence des conditions
environnementales).
Selon les résultats de Tripoli et ses collaborat€@005),la composition en acides gras
d’une huile d’'olive est la suivante :Acide palmite(C16:0) 7,5-20%,Acide palmitoléique
(C16:1n-7) 0,3-3,5, Acide stéarique (C18:0) 0,5Aéige oléique oywP) (C18:1n-9) 55-
83%, c'est l'acide gras majoritaire qui donne auilé d’olive ses bienfaits sur la santé
humaine(Pontes-Arrug2009),Acide linoléique ou(w6)(C18:2n-6) 3,5-21%,Acidea-
linolénique (u3) (C18:3n-3) <1,5%,Acide arachidonique (C20:0) <Urg{oli, 2005).
IV-4- 2. Les composés phénoliques

Les composés phénoliques dans les olives ont @melgr importance, car de
leur contribution a la couleur, le goQt et la tertdes olives, ainsi que leurs propriétés
(Marsilio, et al,,2001).Les polyphénols (PP) représentent 1 a 3 % du pgradsde I'olive-
drupe a maturité (Boskoet al2006), présents en quantité variable (entre 10ey/kg
d'olives) dans la pulpe de l'olive. Ceci dépencrssllement de la variété et du degré de
maturité a la récolte (Leger, 1999). De plus, lesc@dés technologiques utilisés pour
séparer les margines de la phase huileuse dongalgngent des teneurs différentes en
polyphénols de I'huile d'olive(Gimemd, al,2002). Cette proportion varie de 2 a 50
mg/100 g pour I'huile d'olive. Parmi eux se trouvees formes spécifiques des Oléaceées,
les sécoiridoides phénoliques, principalement doléstde I'oleuropéine (2 % dans le fruit
vert frais) et du ligstroside, ainsi que de leuésivies aglycones, décarboxymeéthylés et
aldéhydiques. L'oleuropéine et le ligstroside sdet esters formés a partir de deux
alcools, respectivement I'lhydroxytyrosol ou 3,4ydifoxyphényléthanol (3,4-DHPE) et le
tyrosol oupara-hydroxyphényléthanol (respectivement DHPE et HIRE}le I'acide
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élénolique. Dans l'olive-drupe se trouvent égalenues formes de PP non spécifiques :
des acides phénols, des flavones, des flavonols, atthocyanes, présents dans de
nombreux fruits, et des lignanes présents dansiceg graines. De facon détaillée, les
composés phénoliques (Besanebml,2000;Tripoliet al,2005) sont:

- des alcools phénoliques : hydroxytyrosol, tyrastaon dérivé estérifié I'oléocanthal

- des acides phénols libres de la série benzoigaeides protocatéchique, gallique,
vanillique et homovanillique, syringique ;

- des acides phénols libres de la série cinnamigaeides p-coumarique, caféique,
sinapique ;

- des dérivés estérifiés de l'acide caféique (tbasroside) et de l'acide élénolique
(oleuropéine glycosylée ou non, en grande parsipaesable de I'amertume), ces deux
acides étant estérifiés par I'hnydroxytyrosol ;

- des flavonoides : des flavones (lutéoline, apiggnet des flavonols (quercétine,
kaempférol) (Servili, 2004) ; - des lignanes (Owaat,al, 200Q).

Les composés phénoliqgues majoritaires de I'huilievd’ sont I'oleuropéine, le tyrosol
I'nydroxytyrosol, I'acide homovanillique et le vadzosideCe sont des éléments essentiels
a la stabilité oxydative des huiles, ils participarteurs caractéristiqgues organoleptiques, et
ils possedent des propriétés nutritionnelles dbbgiques avérées.

les structures chimiques des Polyphénols identifagss les fruits , les feuilles et les huiles

d’olive sont classées par ordre alphabétique reptéss dans la figure 20.

OH
OH
OH
OH
OH HO
Oleuropeine Hydroxytyrosol Tyrosol
tetrahydropyranyl]oxy]-4H- 2-(3,4-Di-hydroxyphenyl)- 2-(4-Hydgphenyl)ethanol

pyran-3-carboxylic acid, methyl ester ethanol (DHPE)

Figure 20 : Structures chimiques des trois principaux comppbkésoliques d’olive
(Tripoli, et a.12005).
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IV-4- 3. Les tocophérols
Les tocophérols sont reconnus pour dEwble action bénéfique. En effet ils ont

tout d’abord I'atout d’étre une vitamine (vitamiB&g et ils ont également une forte activité
antioxygéne (Burton, 1986). La teneur totale empbérols dans les huiles d’olive est tres
variable puisqu’elle a été reportée dans une gamliaat de quelques mg a 450 mg/kg
d’huile (Gutierrez, 1999; Boskou, 2006). L'alphadphérol représente a lui seul 90% de
la totalité des tocophérols (Sherwin,1976), maistronve également un peu de beta et
gamma tocophérols, alors que le delta tocophérestnprésent qu'a I'état de traces
(Psomiadou,2000).Le contenu en tocophérols eserfmmt influencé par la variété
d’olive, le stade de maturation et le processufabacation des olives de table (Sakoahi
al.,2008).
IV -4- 4. Les alcools triterpéniques

Les alcools triterpéniques sont présaria concentration de 100 a 300 mg pour
100 g, a I'état libre ou estérifié avec des acgtas (Soler-Rivast al,2007). Parmi ces
composants, le cycloarténol est intéressant degaaction favorisant I'excrétion fécale
du cholestérol, grace a une augmentation de l'éditiin des acides biliaires. Sont
également présentsttamirine, lef-amyrine, et I'érythrodiol et l'uvaol, deux tritérnes
rarement rencontrés ailleurs (Jacotot, 1993; Sonei\al,2003 ).
IV -4- 5. Les acides triterpéniques

Les acides oléanolique, maslinique,ligsel et butilinique sont présents en petite
guantités dans l'olive et son huile(Perez et C889) , leur contenu dans I'huile
d’olive extra vierge est compris entre 40 -185 g (Gul,2006).
IV -4- 6. Le squaléne et les stérols

Les phytostérols sont des dérivés dalgge, qui est un terpene insaturé, il est
présent en petite quantité dans I'huile d’olive 21@0-7500mg/kg, environ S6de la partie
insaponifiable de celui-ci (Soler-Rivasal, 2000 ; Boskoet al, 2006), et de 300-
700mg/100g d'olive (Perez-Camino et Cert, 1999).témeur en stérols dans I'huile
d’olive est de I'ordre de70-90mg/100g (Owehal,2000) principalement , les sétostérols
et les avenastérols (Tsimidou, 2006).
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IV -4-7. Les caroténoides

La béta-caroténe et la lutéine sont les principsamténoides dans I'huile d’olive
vierge (Perezet al, 1999),leurs teneur totale est comprise selotrd@sux de Léon et ces
collaborateurs en 2004 entre 1 a 20 mg/Kg (Lébr).,2004).
IV -5. Activités biologiques et propriétés pharmactogiques

L'olivier possede des facultés thérapees exceptionnelles. Depuis les siecles que

I'nomme cultive lolivier,il a découvert de multgd pouvoirs de guérison et de
préventions contre certaines maladies. Toutes desep de l'arbre servent a guérir : le

fruit, la feuille, la fleur , I'écorce et I'huile’dlive.

L’huile d’olive présente essentiellement des préigs antioxydantes, antihypertensives,
antiagrégants plaquettaires responsables d’efféieptifs des maladies cardiovasculaires.
La consommation réguliere de cette huile a dessefffénéfiques dans certains troubles de
I'appareil digestif et hépatobiliaire, dans I'og@oose,dans la prévention du vieillissement
et dans le renforcement du systeme immunitairexérce un effet protecteur vis-a-vis de
certaines tumeurs malignes et diminue l'incideneecdrtains types de can@@hedira,
2008)Les feuilles d'olivier ont été largement utilisétans les reméedes traditionnels dans
les pays européens et meéditerranéens .lls onttiis&sidans I'alimentation humaine sous
forme d'extrait, de poudre et de tisane(Karakay@)92,Elles exercent des activités
antioxydantes, hypotensives, spasmolytiques, hygégiiantes, anti inflammatoires,
hypocholestérolémiantes et antiseptiques, outrgidepriétés diurétiques pour lesquelles
elle est utilisée sous forme de spécialité phytageutigugGhedira K,2008)Des études
cliniques ont en effet montré qu’ils étaient capabile diminuer la fonction plaquettaire
chez des diabétiques et d’accroitre le cholestéRil- plasmatique chez des sujets sains,
ce qui est clairement en faveur d'une diminution rikgque athéro-thrombotique.Des
modéles cellulaires ont permis de mettre en évigleles propriétés anti-prolifératives et
pro-apoptotiques, ce qui pourrait suggeérer un pdéventif dans certains cancesmme

le colorectal et le cancer du se€fiRki, et al,2005).Une activité signalée Anti-HIV des
extraits préparés a base de feuille d’olive et uhatcbn de I’ expression des géne par
I'infection par le virus du Sida (Lee-Huang, al,2003). Une activité antifongique, anti-
élastase des aldéhydes aliphatiques (Hexanal, abnhaptanal) contre les infection
cutanées (les dermatomycoses) (Battinadti, al,2006).Les chercheurs ont également

démontré chez I'animal des propriétés ostéopratestde I'oleuropéine, polyphénol
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majeur des produits de l'olivier, en condition d&sporose sénile, via ses propriétés anti-
inflammatoires (figure21). En effet, la consommatiboleuropéine a la dose de 0,015%
dans le régime permet de protéger le squeletteaepsus de vieilissement mimé par une
castration couplée a un processus inflammatoire.@elyphénols aux propriétés
spécifiqgues ouvrent des perspectives tres inténessaour la prévention de I'ostéoporose,
tant postménopausiq@8aleh, N.K. et Saleh, H.A.,2011).

frfluence de 3 mois de consommarion
" oleuropdine sur la qualite du_fSrmr
de rares ovariectomisées présernfanl
verve irgflamimation, modéle expérimerntal
o Tosreoporose semife

Raréfaction des
fravées osseuses

Animal en situation
d'ostéoporose (castration)

Pré&wvention
partielle de fa
perte osseuse

Animal en situation
d'ostéoporose {castration)
ais ayant regu une alimentation
enrichie en oleuropéine

Figure2l :Effet préventif de I'oleuropéine contre I'ostéopse¢Saleh, N.K. et Saleh,
H.A.,2011).

IV-6. Mécanisme d’action
Malgreé le nombre d'études qui contribuentraodele représenté a la figure 22
(Peronagt al.,2006 ), plusieurs lacunes qui doivent étre renmlisc d'autres enquétes

sont toujours présents.
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Figure 22 : Modele proposé pour les mécanismes d'actiotadielé oléique et des
composés mineurs de khdiblive (Peronagt al.,2006 ).
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Le principal mécanisme par lequel les composantihdele d'olive influencent I'activation
endothéliales implique l'inhibition et/ou I'élimiian des especes réactives oxygénées
(ROS).

L'acide oléique, l'oleuropéine et b-sitostérol peétuire la production des ROS
intracellulaire. le b-sitostérol peut également Eonér ['activité de I'enzyme, le
superoxyde dismutase (SOD).Cette réduction a égalendté observé pour l'acide
oléanolique terpénoides, bien que le mécanismepdssonnue actuellement.

Les tocophérols et les composés phénoliques sanactioxydants puissants qui peuvent
aider a réduire la peroxydation des lipides etrtalpction des (ROS) intracellulaires, aussi
a réduire la formation dgperoxynitrite OQONO).

Les polyphénols peuvent activer le facteur de tmapson, nuclear factor-kappa B(NF-
kB),qui est ensuite transporté dans le noyau, @e ilie aux séquences de I'ADN pour
induire I'expression des génes. Cette mobilisalies) NFkB est bloqué par un tocophérol
succinate-mais pas paa-focophérol. Les composés phénoliques ont été pagsopour
agir en bloquant la formation de complexes ADN/ RB=-Le NF-kB module I'expression
de cytokines, la lipooxygénase (LOX) et cyclooxyasm (COX) ce qui affecte les niveaux
de molécules d'adhésion et d'eicosanoides.

Ces enzymes lipoxygénase et cyclo-oxygénase etyxines sont inhibées par les
phénols et triterpénoides a des points différeatsrs que I'expression du cytokine
I'Interleukin-1 beta (IL-18 )est inhibée par les composés phénoliques ebdephérols.
L'oleuropéine et l'acide oléanolique provoquent amgmentation de la production de
monoxyde d’azote (NO) contribuant a protéger I'¢hdilum contre la vasoconstriction,
Par conséquent, le renforcement de la vasodilatdtagrégation plaquettaire et I'adhésion
des monocytes(Peroret, al.,2006).
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. Matériel et méthodes

-1 . Matériel

| -1-1 . Matériel végétal

Les échantillons d'olive utilisés dansteettude ont été collectés durant le mois de
décembre 2009 au niveau de la commune de Bénit@nhet{wilaya de Sétif) connue pour
sa vocation oléicole .Selon les données de latdirecles services agricoles (D.S.A) de
Sétif, notre choix a été orienté vers deux variété@dives les plus prépondérantes, les
variétés BouchouKVB), et Khanfes ou AkhenfegvK) (figure 23 ).Ces variétés sont

utilisées ou bien pour la préparation des olivetatie ou pour I'extraction d’huile.

Figure 23 : Fruits et feuilles des variétés d'oliBBOUCHOUK(a) et KHANFES (b) .

| -1-2 .Produits et réactifs chimiques

Les solvants organiques utilisés dansliiésrents compartiments de cette étude sont
de grade analytique ( Le méthanol, I'éthanol, léodforme, I'éther de pétrole ont été
fournis par Sigma- Aldrich, I' hexane par Prolalst I'acétate d’éthyle par Fisher
Laboratory). Les différents acides sont: L'acideétajue (Co.H40,) ,l'acide sulfurique
(H2SOy), I'acide formique(CH0O,) du Biochem ,l'acide linoléique 1gH300, du Merk,
I'acide trichloracétique (TCA) de Fluka, et I'acidallique de Sigma.
Les réactifs chimiques sont le DPPH diphénylpigsyhydrazyl (GsHi:NsOs) et le
trichlorure d’aluminium(ALCL) ont été fournis par Fluka, le Folin-Ciocalteu(BQbar
Prolabo. Les sels sont : Bicarbonate de sodiunaG®g, Citrate de SodiunCsHsNazOy) ,
Chlorure de Sodium (Nacl) par Prolabo, Chlorureaeium (Cagl) de Sigma-Aldrich,
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Sodium Phosphate dibasique ¢{N&Oy ,Phosphate de sodium monobasique (NPaBd)

de Sigma. D’autres produits chimiques utilisés rutne , la vanilline, la catéchine et la
quercétine ont été fournis par Sigma, le Chlorwded (Fedl), Ferricyanide de Potassium
K3Fe(CN) ,Polyoxyethylene (20) sorbitan monolaurate (Tw2@npar Aldrich, le tyrosol
(2-4 hydroxy phényl éthanol ) et I'oleuropéine gagma-Aldrich, I Carotene(GoHse) et

le butylhydroxytoluene (BHT) par Fluka, et le gel 8lilice par Prolabo.

Pour l'évaluation de l'activité anticoagulante onutlisés les produits suivants: La
thromboplastine(BIO-TP), le tampon de reconstitutite la thromboplastine, la céphaline
kaolin(BIO-CK), la thrombine (BIO-Fibri) ont étédionis du Biolabo de France,I’ héparine
ou la Fraxiparine (une héparine de 2850 Ul, camstiine solution injectable dans des

seringues pré-remplies a usage thérapeutique)éectat pharmacie.
-2 . Méthodes

Les différentes étapes réalisées dans odeé&ton : la caractérisation pomologique,
I'extraction des polyphénols et leurs caractémsatguantitative et qualitative, puis
I’évaluation in vitro des activités antioxydante et anticoagulante tleeso(figure 23 )

I-2-1 .Caractérisation physique ou pomologique

L’étude des parameétres pomologiques degedlia été réalisée dans le but de
I'identification variétale, elle consiste a la dénation des moyennes du poids , de
largeur et de longueur, le taux d’humidité, le tadex matiére grasse, la teneur en
polyphénols de la fraction huileuse des pulpes\ales deux cultivars étudiés.

Ces deux derniers ont été caractériseés a partihdiéillons homogénes d’olives noires.
traitement de I'olive dans laboratoire se ferafoonément au protocoleeprésenté a la
figure 24 . Des échantillons aléatoires de 50 fruits quisiepesés pour déterminer le poids
frais moyen du fruit, la largeur et la longueur rapges ont été réalisé a I'aide d’un pieds -
coulisse. Ces fruits seront ensuite congelés jasguhoment ou ils pourront étre

dénoyautés.
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Olive de deux variétés algériennes

Matériel végétal
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Figure 24 : Représentation schématique des étapes réatiadsxette étude.
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Figure 25: Schéma de caractérisation des fruits d'olivedi#érentes variétés VB et VK.
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[-2-1-1 .Taux d'humidité ou teneur en eau
La méthode utilisée est connue sous le nem*dessiccation par évaporation*ou
méthode gravimétrique ou pondérale. On procededadaiccation du matériel végétal a la
température de 103°C = 2°C dans une étuve verjtisi'a poids constant. La teneur en
eau est définie comme étant la perte de poids BuBitde la dessiccation (Audigét al,
1978). A partir du méme échantillon de pulpe d®lion séparera également deux sous-
échantillons que I'on déposera sur des plaques [réalablement pesées et recouvertes
d’'un film de papier d’aluminium résistant a des peématures élevées. Les fruits seront
séchés dans une étuve a 105°C pendant 42 heuleRiD&omero et Caballero., 1998).
Une fois que l'olive sera seche, on pésera de raaules deux plateaux pour déterminer le
poids sec de l'olive et donc, son humidité. La tenen eau est calculée par la formule
suivante :
H% = M1-M2/Pe x 100
H% : Teneur en eau.
M1 : Poids de la capsule + échantillon avant desseta
M2 : Poids de la capsule + échantillon apres dessiccat
PE : La prise d’essai.
Nous avons déterminé la moyenne des pourcentagas de 3 essais dans les mémes
conditions. La matiére seche (MS) est obtenue cosuite
MS % = 100- H%

[-2-1-2 .Taux de matiére grasse ou teneur en huile

L'huile de pulpe d'olive est extraite parsysteme Soxhlet (figure 26 ) a l'aide de I' n-
hexane selon la méthode de Virot et ces collaborstg2002) avec certaines
modifications.Pour 20g de pulpes dolive broyéegromuite dans une cartouche de
cellulose, on a besoin de 200 ml de n-hexane. Agréeures, on récupere le solvant
organique par une évaporation sous vide , port@eatempérature voisine de celle de
I'ébullition du solvant, soit 60 °C environ (figug6 ). Cette technique est utilisée pour

donner une estimation exacte de la teneur en Hadelives(Abaza et al.,2002).
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La masse d'huile est déterminée par double pesdes eendements en matiére gre
(MG%) de pulpe pour les deux variétés étudiées ainsi calculés.

— i . LI - e
3 . il & y ‘ ; -

Fre 26: Extraction des huiles de pulpe d’olive par Sei(A gauh) et Evaporatic

sous vide par rotavapor de type Heidolph (A djo
[-2-1-3 Teneur en polyphénols d’huile de pulpe d'olive

Pour I'extraction des polyphén de la fraction apolaire on précéde a la méthod
(Vassiliki et al.,2009)1g d’huile est dissoudre dans 5ml d’hexane, puis dimmélange
méthanol/ eau (60 :40v/v) est ajouté puis l'agitatiorpar un vortex, ain qu’une
centrifugation a 3500 r jn pendant 10 minutes est effect. On obtient deux fractior
une couche apolaireet I'extrait polairc a été utilisédans I'analyse principalement
dosage des polyphénols dans I'huile d’'c par la méthode colorimétrique du F-
Ciocalteu
I-2-2. Extraction des polyphénols de pulpe d'oliv

La préparation des échantillc est d'une importance capitale pour toute ane
fiable. Les procédures de préparation des échamgillpour I'analyse des compo
phénoliques varient beaucoup en fonction de lareatles composés a analy La
préparation de I'échantillon de cet ét les fruits d’olive des deux variétés sont sourr
un dénoyautage et a un séchage a I'étuve®° C, puis une étape de Broyage a l'aide d
Moulinex (un moulin a caf pour obtenir un échantillon grossierement m (figure 27 ).
Le matériel végétal até conservé dans des flacons ombrés, dans |&leteg pour le

analyse ultérieures.
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Fruits d'olive Dénoyautage Séchage a Broyage a l'aide Echantillon
I'étuve a 40°C d'un moulin a grossierement
café moulu

Figure 27: Schéma qui représente la procédure suivie pquelgaration de I'échantillon
d'olive destiné a I'extraction.

Dans une premiére extraction on ajoute a 25g dbdiétillon préparée (comme mentionné
précédemment) 175ml du mélange MeOH-Eau : 80%,(\l¢wnélange a été soumis a une
maceération avec agitation a I'aide d’un Osill, pamid12 heures , apres une filtration sous
vide a été effectuée a travers un entonnoir de,Ng flltratl a été évaporé sous pression a
I'aide d’'un rotavapor de type Heidolph(figure) paure élimination totale du méthanol ,et

I'obtention d’'un extrait aqueux 1. le premier résda été récupéré pour une deuxieéme
extraction hydrométhanolique (MeOH-Eau 96Qv/v), puis le mélange a été agité par un
Osill, pour une durée de 6 heures, le mélange abte®té centrifugé a une vitesse

de3000g ,pourl0 minutes .le surnageant a été évaopms pression tout comme pour le

filtratl. A la fin les deux extraits combinés oid oumis a une délipidation par I’hexane.
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25g de pulpes des olives séchées et grossier
moulues

Extraction | : Met OH/HOD 80% v/v (volume 250ml)
(Macération avedatipn 12h)
Filtration sous vide : Entonnoir N°4

1 1

Filtrat 1 Résidu
-Evaporation Extraction 2 : Met OH/HOD 50% v/v
Sous pression : (volume 250ml) (Macéoatiavec
Rotavapor agitation ,6h)
Centrifugation : 3000g 10min
de type Heidolph

tempétature 40° v

Extrait 1 Surnageant culot

-Evaporation sous pression :

Rotavapor Heidolph a température
40°C

Extrait prgt Extrait 2
combiné

1

[ Extrait brut déshuilé ]

Figure 28 : Schéma qui représente la procédure suivie pourrdietion des polyphénols
d’olive.
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I-2-3. Caractérisations quantitative et qualitativedes polyphénols

[-2-3-1.Caractérisation quantitative des extraits
[-2-3-1-1.Dosage des polyphénols totaux par colorétrie(méthode de FolinCiocalteu)

Le dosage des polyphénols totaux par la odéthitilisant le réactif de Folin-Ciocalteu
a été décrite en 1965 par Singleton et Rossi. Bemon utilisation s'est largement
répandue pour caractériser les extraits végétauigities plus diverses.
Le réactif de Folin Ciocalteu est un acide de amul@aune constitué par un mélange
d'acide phosphotungstique #MV;,040) et d'acide phosphomolybdique s@M0;2040). I
est réduit lors de I'oxydation des phénols, en elange d'oxydes bleus de tungsténe et de
molybdéne (Ribéreau , 1968). La coloration produltent I'absorption maximum a 765nm
est proportionnelle a la quantité de polyphénoésents dans les extraits végétaux (Boizot
et Charpentier,2006 ;Ghazi et Sahraoui, 2005).
Les polyphénols (PP) ont été déterminés par spsuitométrie, suivant le protocole
appliqué en 2007 par Li et ses collaborateurs. g@aDextrait végétal dilué est mélangé
avec 1 ml de réactif de Folin Ciocalteu (FCR) dilltfois dans de I'eau distillée. Aprés 4
minutes, 80Qul de carbonate de sodium (}&D3) a concentration de7,5¢g/l sont ajoutés .
Apres une incubation du mélange réactionnel per2ldngure a température ambiante et a
I'obscurité, L'absorbance est mesurée a 765 nm.
La courbe d'étalonnage est effectuée par I'acidégga a différentes concentrations(0-
250ug/ml), dans les mémes conditions et les mémes £@palosage. Les résultats sont
ainsi exprimés en mg d’équivalent d’acide galligae 100 g poids sec de la pulpe
(mg EAG/100g). Toutes les mesures sont répétées.3 f
I-2-3-1-2.Dosage des flavonoides totaux par la méttie de trichlorure d’Aluminium

La détermination de la teneur en flavongides extraits de pulpes dolive est
effectuée par la méthode de trichlorure d’alumini(diCl3) (Djeridane,et al,2006 ;
Bahorum T., 1997). Brievement, un millilitre d’eaitr dilué dans le méthanol ,ainsi que le
flavonoide standard la rutine aussi préparé danmélihanol est ajouté a 1ml de AICI
(Solution méthanolique de 2%) . Aprés 10 minuteséaetion , 'absorbance est lue a 430

nm.
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La courbe d'étalonnage est effectuée parla rutnadifférentes concentrations(0-
10ug/ml), dans les mémes conditions et les mémes ft@dpalosage. Les résultats sont
ainsi exprimés en mg d’équivalent de rutine par ¢ @@ids sec de la pulpe
(mg ER/100g). Toutes les mesures sont répétéds.3 fo
|-2-3-2.Caractérisation qualitative par chromatographie sur couche

mince (CCM)

La chromatographie sur couche mince (CQigpose principalement sur des
phénomenes d'adsorption : la phase mobile estlvardmu un mélange de solvants, qui
progresse le long d'une phase stationnaire fixéeirsel plaque de verre ou sur une feuille
semi-rigide de matiere plastique ou d'aluminiumrespque I'échantillon ait été déposé sur
la phase stationnaire, les substances migrent &itesse qui dépend de leur nature et de
celle du solvant. Lorsque la plaque sur laquell@a@®@posé I'échantillon est placée dans la
cuve, I'éluant monte a travers la phase statioana&ssentiellement par capillarité. En
outre, chaque composant de I'échantillon se déglazepropre vitesse derriére le front du
solvant. Cette vitesse dépend d'une part, desd@leetrostatiques retenant le composant
sur la plague stationnaire et, d'autre part, desdabilité dans la phase mobile. Les
composé se déplacent donc alternativement de ketationnaire a la phase mobile.

Pour caractériser les deux extraits VB et VK deppuli’'olive, une CCM a été utilisée.
Dans un premier temps, des plagues pour CCM admsdice d'une épaisseur de 0,25
mm ont été préparé par étalement de 5g de siéios d0 ml de I'eau sur une plaque de
20x20 cm (figure 29). Apres activation des coucklesant 10 minutes du front de
migration (15cm), les témoins ou standards (OleeirgpTyrosol , Rutine, Quercitine,
Catéchine, Vanilline, Acide gallique) de concettra de 5mg/ml , les échantillons
concentrés de sont déposeés sous un faible volnte|{l). La chromatographie est alors
développée dans une cuve de migration préalablesatiotée par une phase mobile
constituée de trois solvan{€hloroforme :Acétate d’éthyl :Acide formique,5®:4L0)
(Riov, J., Gottlieb, H.E. 2006) Apres développetnéas plaques sont séchées sous hotte
puis visualiser par deux révélateurs, Le bleu des#spécifigues aux polyphénols a été
préparé selon la méthode de (Merghetral,1996),deux solutions aqueuses fraiches de
0,02M de Feg| et 0,016M
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de KgFe(CN), Le mélang de ces solutions se fa#t part égale au moment de I'utilisati
1:1 (viv).

Et le deuxieme révélateur, Vanilline- acide sulfurique (b60,) préparée de la manie
suivante :1g vanilline dans 100ml d’'une solut de 20% de’acide sulfurique dilué dar
I'éthanol. Aprés pulvérisation de la solution préparée suplagues CCM il est nécessa
de les chauffées a I'étuve a une température dedgndant 1-15min

La nature des composeés constituants des expolyphénolique est déterminée pai
comparaison des rapports frontaux (RF) des téreiec les rapports frcaux des spots
des échantillons.

La distances parcourue par le composé(mesuré au centre de la tache)

RF =

La distance parcourue par le front du solvant

Figure 29: Instrument pour laroduction manuel des plaque de silice de (.
[-2-4. Activité antioxydante in vitro
Afin d’évaluer I'activité antioxydan des extraits d@olyphénol de pulpes d'olive
pour les deux variété étudis, trois testin vitro ont été utilisés pouie test de DPPI du
béta carotene/ acide linoléic et du pouvoir réducteur) .
[-2-4-1. Le test de piégeage du radical DPF

Le test DPPH, qui utilise une réaction d'oxydoréuc avec le 2,-diphényl-1-

pikrylhydrazyl radicale, a été utilisé pour déterminardpacité an-oxydante des extrait
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Le radical a une couleur violette en raison deed®bn non apparié d'azote et, apres
réaction avec l'atome d'oxygéene d'un piégeur dieaar de la réduction de DPPH-H (2,2-
diphényl-1-picrylhydrazin) est forme, qui est jagMlano, et al,2007). Le changement
de couleur peut étre suivie par spectrophotométdd7nm et de cette facon le potentiel
antioxydant d'une substance ou un extrait de plpetd étre déterminée (Cristina, P.,
2009; Molyneux, P., 2004).

.4

Q _I_.:- oM,
e 'J—r‘.%—_}llﬂ_ + AD—H —3= - A
- Q oM
L]

2] L ZED 420 450 S0=0 Sy 580 &0 SED
Ve lenl&@mnge [nmj

Figure 30 Principe du test de DPPH.
Dans notre étude on a suivi la procédure faite (Bartal et al,2007) comme elle est
décrite ici,5@l de chaque extrait (VB ,VK) et de différents dituts de ce dernier :1/2 ,1/4,
1/8 1/16, 1/32, 1/64 et 1/128,ainsi que les stadede BHT et la rutine (10mg/ml),et le
controle sont ajoutées a196@'une solution méthanolique du DPPH( 6,086 h8ole/l).

Absorption

| Absorptionsmessung bel §17 nm

Ce mélange a été incubé 30 minutes, puis on a snéabsorbance a 517nm. Les résultats
sont exprimés comme étant le pourcentage de kigeanti radicalaire.

L’activité anti radicalaire est estimée en pouraget grace a la formule suivante :
%AAR= D.O contrble — D.O échantillon/ D.O contrdlex100

La réalisation de la cinétique de cette activipiamis de déterminer les concentrations qui
correspondent a 50 % d'inhibition {§; la valeur de Ig, la plus faible correspond a
I'efficacité de I'extrait la plus élevée. La valede IGest exprimée epng. mit
(3 répétitions pour chaque concentration).
[-2-4-2. Le test de blanchissement ou de décolorati du béta-carotene
(Systemgs-crotene /Acide linoléique)
L’oxydation de I'acide linoléique génére daslicaux peroxydes, ces radicaux libres

vont par la suite oxyder [gcaroténe entrainant ainsi la disparition de saetwuouge, qui
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est suivie spectrophotometriquement a 490 nm. Qigperia présence d’'un antioxydant
pourrait neutraliser les radicaux libres dérivés I'deide linoléique et donc prévenir
I'oxydation et le blanchissement @carotene.
Dans ce test, (Barras al, 2007)on a préparé une émulsion composée de 0,5mgfe la
caroténe, 1ml chloroforme,gbacide linoléique,200mg Tween 20et 100ml eau lthsti
saturée en oxygene. 2,5ml de cette émulsion , joantea 0,5ml des extraits EB et
EK ,standards ou contréles positifs BHT et Rutinatsncubés 2heures a 50 °C dans un
bain-marie. L'absorbance & €st mesurée dés I'ajout de I'émulsion sur I'échiamtia
490nm, puis on lit I'absorbance a chaque fois aremtervalle de 20 min, le blanc utilisé
est san$ carotene. Finalement on calcule le pourcentagenthébition de la péroxydation
lipidique IPL.
% IPL= p carotene apres 2hp carotene initial x 100
[-2-4-3.le test du pouvoir réducteur ou ( potentietéducteur)
Le pouvoir réducteur des échantillons a été déetegselon le procédé d’Oyaizu, 1986
dont le principe de ce test est basé sur la @gractiimique suivante :
Fe (1) => Fe (1)
Fe;'-ferricyanide + E— Fe,'-ferricyanide +E (E : Extrait)

L'absorbance du mélange réactionnel a été lue &aM0®Plus grande est I'absorbance plus
grand est le pouvoir réducteur .On précede a taodé d’Oyaizu et ces collaborateurs, on
ajoute 1,25ml du tampon phosphate saline PBS (0@@M6 ,6) a 0,5ml d’extrait des
variétés VB ,VK et les standards BHT et Rutinel,@bml du ferrycianide ¥e(CN;) 1 %
.Ce mélange est incuber 30 min a 50 °C, aprésbaimn on additionne 1,25ml de
trichloracétique acide TCA 10% pour faire une déugation 10 minutes 1000g .
Le surnageant de volume 1,25ml avec 1,25ml daul@iatillée et 0,5ml de FecD,1%
Sont mélangés, I'absorbance est lue a 700nm, eamirblanc sans I'antioxydant, les
résultats sont traités statiquement .Legd0nt calculés a partir du graphe.
[-2-5. Activité anticoagulantein vitro

L’activité anticoagulante de deux extraislyphénoliques de pulpe d'olive a été
évaluéein vitro vis-a-vis des deux voies de la coagulation (la \endogéne et la voie
exogene) sur un pool des plasmas normaux déplaquet I'aide de deux tests globaux

chronométriques ; le temps du chéphaline-kaolin)l€t le temps de Quick (TQ).
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Le pool plasmatique pauvre en plaquette est unngélae plasmas déplaquettés de 10
jeunes adultes comme volontaires sains non tradést les TCK et les TQ sont normaux
et comparables. Le sang de chaque volontaire ékvgr par ponction veineuse dans un
tube en plastique sur une solution anticoagulaateitate de sodium a 3,2 % et a raison
de 1 volume pour 9 volumes du sang (1 : 9, vid.sang est ensuite centrifugé pendant 10
minutes a 3000 rpm pour obtenir un plasma pauvr@laquettes. Le plasma standard
obtenu est conservé a basse température (-10&§)’'a son utilisation (Athukoral&t
al., 2007).
[-2-5-1. Temps de Quick ou taux de prothrombine (TP

Le test de Temps de Quick (TQ) permet expdoration de la voie extrinséque de la
coagulation. Le TQ, converti en "taux de prothrometi(TP) permet d'évaluer l'activité des

facteurs du complexe prothrombinique en référenae plasma normal a 100%.

Cet examen consiste a mesurer le temps que metoanser un caillot de fibrine a 37°C

lorsqu’'on ajoute dans le plasma un exces de thrplagtone ou facteur tissulaire en

présence de calcium. Normalement le caillot se éoem 12 a 13 sec ce qui représente le
temps de Quick. Le TQ explore les facteurs de Ia eaogéne de la coagulation: facteur
VII, facteur X, facteur V, facteur Il, fibrinogén€aquet, R.,2004).

Un temps de coagulation allongé par rapport a odluicontrole négatif explique que
I’échantillon exerce un effet anticoagulant visia-de cette voie de coagulation.

L’effet des polyphénols d’olive sur la voie exage de la coagulation a été évalué selon
le protocole décrit par Athukorala et ses cafakeurs avec modification (Athukorak,
al.,2007).Dans un premiers temps, nous avons déterminétl@fféeemps d’incubation des
extraits phénoliques avec le plasma sur leur peousiicoagulant, pour cela 50 ul des
extraits et des standards (Oleuropéine, Tyrosotlijués sont additionnées a 90ul du
plasma standard qui est ensuite incubé a 37C° ddemntemps différents (1, 5, 10 et 15
minutes). Aprés l'incubation, la coagulation a ééclenchée par I'addition de 200ul de
thromboplastine préincubé a 37C° pendant 15 minytess le mélange constitué de DO
Plasma et 50ul Extrait/Standard (Oleuropéine, Tyrosol), a dedumnes différents
(10,20 ,50 et 100) estincubé a 37°C a un seompimal d’incubation de 15 minutes,
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pour étudier I'effet de volume d’extrait sur I'effanticoagulant. et le temps qui s’écoule
jusqu’a la formation du caillot fibrineux est aomesuré automatiqguement a l'aide du
coagulométre de type Biomérieux, les résultats sgptimés par le temps de coagulation
en seconde (S).

[-2-5-2. Temps de céphaline Kaolin (TCK)

Cet examen consiste a activer la voie indgue de la coagulation par différentes
substances : le Kaolin (TCK = Temps de Céphalinelidfg ou plus souvent la silice
micronisée ou l'acide ellagique. Dans ce test, dphaline est un phospholipide qui
remplace les plaquettes. Le TCA n'est donc pas fiaoein cas de thrombopénie ou de
thrombopathie. Chez l'adulte, la valeur normale emoye du TCK est de 30 a 34 sec
habituellementUn laboratoire doit donc toujours rendre un tengmdin pour permettre
I'interprétation du test.

Pour que le Temps de Céphaline Activé soit norintdut que les facteurs de coagulation
de la voie intrinseque soient normaux : facthu systeme contact (facteur Xll et X,
kininogene de haut poids moléculaire, prékallicegimomplexe anti hémophilique (facteur
IX, facteur VIII), complexe de la prothrombinaseadfeur X, facteur V) prothrombine
(facteur II), fibrinogene (facteur I). a I'exceptiades plaquettes. La mesure du TCA est
utilisée principalement pour la surveillance deg@ments par I'héparine.

Le réactif BIO CK permet la recalcification du gaa en présence d’une quantité
standardisée de céphaline (substitut des plaqueattesl’un activateur du facteur XIl
(Kaolin). Le kaolin présente le double avantageellecture aisée et d'un temps de lecture
plus court

La procédure suivie dans la réalisation de ceesistelle pratiquée par Athukorala et ses
collaborateurs avec modification. Le mélange plOBlasma +50ul Extrait/Standard
(Oleuropéine, Tyrosol et Héparine), est incub&7¥C a 15 minutes, puis on ajoute DO
du réactif le céphaline, on laisse le mélange 3utes) suivi d’'une addition de 10i0de
Cacb pour une reclassification du plasma. Ainsi le teijoscubation est mesuré a l'aide
d'un coagulomeétre de type Biomérieux, les résulsdat exprimés par le temps de

coagulation en seconde (S).
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I-2-6. Analyse statistique

Les courbes et les histogrammes sont trpeésle Microsoft Excel 2007, et les
analyses statistiques ont été réalisées par leidbgbPSS (version 11).Les résultats des
tests effectués sont exprimés en moyenne * éqaet-t8D. Les valeurs d’IC50
(concentration inhibitrice a 50%) sont calculées lpaméthode de régression linéaire a
partir de la courbe [% inhibition £(concentration)]. La différence entre le contriides
différents tests, est déterminée par le test ddeBtupour les comparaisons simples ou
ANOVA univariée suivie du test de Dunnett/Tukey ptes comparaisons multiples et la
détermination des taux de signification. Les vaeute 0.05 sont considérées

statistiqguement significatives.
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Il. Résultats et discussion

lI-1. caractérisation pomologique des olives
[I-1-1. Caractérisation physique des variétés d’'olie

La caractérisation pomologiqgue de l'olive est d'ugeande importance pour
I'identification des différentes variétés et leudassification selon l'usage en
agroalimentaire (Variété d'olive pour I'extractiafihuile, variété d'olive de table ou
variété a double fin).Les résultats de la carazaéon des deux variétés d'olive étudiées
sont mentionnés dans le tableau3

Tableau 3 Caractérisation des olives des variétés Bouckblithanfes d’origine de Sétif.

Variété Couleur et Forme | Poids moyen (g) | Longueur Largeur
D'olive (cm) (cm)
Variété Noire, Arrondie
Bouchouk (VB) | qui se termine paf 4,27+0,36 2,61+0,07 2,50+0,4%
une épine
Variété Khanfes | Noire, Ovoide 4,78+1,08 2,86+0,03 2,30+0,98
(VK) allongée

2: La moyenne des résultats réalisés sur un édoandie 50 fruits d’olive +SD.

Les deux variétés ou cultivars d'olive Bouchouk V& Khanfes (VK) sont noirs a
maturité, avec une légere difféerence morphologidt@ive de la variété Khanfes VK est
caractérisée par un poids de 4,78g supérieur a delula variété Bouchouk ( 4,279g) .
Concernant la longueur, la VK avec une longueu?2 86 cm supérieur a celle d'olive de
VB ( 2,61cm) ,a I'opposé la VB présente la largeuplus élevée (2,50 cm) par rapport a
la VK (2,30 cm). Ces différences entre le poits Jongueur et la largeur qui paraissent
faibles entre les deux variétés dolive sont cofrgids comme significatives selon
'analyse statistique au seuil de 5% .D’aprés kssification de Del Rio et Caballero
(1998), les variétés VB et VK appartiennent a dégorie des variétés d’'olive dont le fruit
est de poids moyen entre 4 et 6 g. Les deux eariétgériennes VB et VK sont
caractérisées par un poids moyens de fruit d’olélesé par rapport aux deux principales
variétés de l'oléiculture tunisienne, Chetoui ee@itali Sfax qui ont des poids moyens de

fruit de l'ordre de 29 et de 1g respectivement feaet al.,2008).
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[1-1-2. Taux d’humidité

Les taux d’humidité (H%) et de matiére séche %) sont calculéet rapportés dans

les histogrammes dessous ( figurel).

50 5904 5:41% ,
45,07

(=)

W Taux d'humidité
H%

Taux de matiere seche
MS%

VR

VK

Figure 31 : Taux d’humidité et de matiere séche des variétive'@ouchouk et Khanfe

Au regard des résultats obtenus, il ressort qabuvé de la VB est constitué de presqu
moitié de son poids d’ eau ( 50,5) alors que l'autre moitié’est de la matiére séc
(49,41%) . L'olive de VK est caractérisée par tanx d’humidité moindre de I'ordre ¢
45,07% ,et par conséquant un pourcentage de maééhe MS% supérieur de 54,9
Ces résultats pouvant etre comparer avec des dsmgdifférents travaux réalisés de
le méme contexte, la caractérisation des olivelendeurs taux d’humidité, par exemy
les olives de la Gréce présentent un taux d’hugnidé 48%, inferieur a celui de VB
superieur a celui de la VK (Boskoet al,2006). Les olives de table du Portu
« alcaparras sont caractérisées par une teneur trés élevéeueenti@ 7-72% (Sousaet
al.,2011 ; Malheircet al,2017).Un taux d’humidité élevé constitue un problemeeuapu
sein du secteur oléicole lors I'extraction d’huile bs eaux résiduelles de ‘étation de
I'olive (margines owléchet liquide de I'huilerie d'olive)considérés comme polluants pe
I'environnement et leur évacuation est colte Ainsi, ces margines sont aussi une sot
d’agents antioxgants trés recherct pour leurs propriétés bénéfiques pour la ¢, et cela
fait appellation a la valorisation de ses eaux esclen polyphénols et en prodt
organiques fertilisants, combustibles de ['énergie utilisés dans I'alimentation d
animaux (Nefzaoui,1991Sayadi, et al.,2008).

57



Partie Expérimentale Résultats et Discussion

11-1-3. Teneur en huile

L’extraction des huiles des olives des deantétés a permet d’obtenir un produit de
couleur jaunatre tres clair pour la VK et peu idebpour la VB (figure 32 ).L’'odeur des
deux huiles obtenues est piquante et caractérestijune huile d’olive traditionnelle ou
industrielle. La moyenne du rendement en huilen¢dde la matiére grasse) des deux
variétés d’'olive varient entre 48,75% pour VK @%b de la VB (figure 33). Ainsi, il
apparait que VB est plus riche en huile par rappda VK.

56% mVB mVK
54%

54% -

52% -

50% -

48,75%

Figure 32:Huile de pulpe doliveéFigure 33: Teneur en matiere grasse MG% des olives
VB, VK VB, VK

48% -

D’apres différents auteurs qui ont étudiés lexten en huile de différents variétés
d’olive, il a été établi que les rendements vdrgans une large gamme de 58% pour les
variétés italiennes selon (Ryan, 1998), et ent@% a 71% pour des variétés d'olive
grecque (Boskoet al, 2006). Ces grandes fluctuations dans les rendgledieuile entre
les variétés et méme au sein de la méme variétéepeétre expliquer par I'influence des
facteurs climatique, pédologique et le site géphique.

Romero et ses collaborateurs ont proposé en 2062classification variétale selon le
contenu en matiére grasse des olives , une vawei® un rendement supérieur a 46% est
considérée comme variété a rendement élevé , detite caractéristique rend la variété
beaucoup plus recherchée pour I'huile et non pas [@s préparation d'olive de table.
Lorsque le rendement est compris entre 38 et 46%ferieur a 46% la variété posséde
un rendement moyen ou faible respectivement (Ronatral, 2002). Par projection des

résultats de notre étude sur ce modele de clestsifh, les deux variétés sont considérées
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comme variétés a un rendement élevé en huile. €wements peuvent varier selon la
méthode d’extraction qui a une influence sur cexatare. Les rendements seront plus
élevés dans le cas de l'extraction physique passion que ceux dans le cas de
I'extraction chimique a l'aide de solvants (Bogaetial,2007; Vassilikiget al,2009 ).

A la lumiére des résultats obtenus a partir deétuade et ceux rapportées en littérature, les
caractéres pomologiques des fruits d’olive sonuerfcés par le patrimoine génétique et
par le site géographique (Cimato,1990 ; Ben Temmaneal,2006 ). Chaque individu,
dans son milieu, exprime differemment ses potiétsagenétiques ce qui se traduit par
une importante variabilité intra-variétale (Hannaeh al,2008). Des fluctuations du
pourcentage de pulpe, du poids moyen du fruit,adéeheur en huile par rapport a la
matiere fraiche et a la matiére séche en fonctien la variabilité des sites
géographiques(Ryan Bobards,.1998; Boskoet al,2006 ; Hannachét al,2006 ). Ainsi,
chaque individu d’'un méme cultivar montre des piddités qui se répercutent sur les
caractéres pomologiques et technologiques des fiiative (Hannachet al,2007).

[I-1-4. Teneur en polyphénols dans 'huile

Le contenu en polyphénols dans 'huildidéest parmi les caracteres pomologiques
les plus importants, car cette caractérisatiormpede faire une identification et /ou une
distinction entre les différents variétés vue piontance de ses composés de métabolites
secondaires de la plante dans la stabilité etdeeption des huiles contre I'auto-oxydation,
et aussi ils sont responsables a la qualité ruiniglle et aux bénéfiques santé d’huile
d’olive .

Dans le cas des huiles des variétés VB et VK lesncentrations des polyphénols
calculées a partir de la droite d’étalonnage deida gallique sont de I'ordre de 6 ug
EAG /ml et 4,375 pg EAG /ml d’extrait polaire respeement. Ainsi , les pourcentages
des polyphénols d’huile d'olive sont 0,107%. et/8®%, ces résultats sont en conformité
avec ceux d'Ollivier et al.,(2004)La teneur enlypbénols dans I'huile d’olive représente

une fraction mineur inferieur ou égal a 2%.
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[I-2. Caractérisation quantitative et qualitatives des extraits d'olive
[I-2-1. Teneurs des olives en polyphénols et en flanoides

L’extraction des polyphénols a partir du broyat mldpe séchée d'olive a permet
d’obtenir des extraits de couleur marron foncé,squit conservés au frais dans des flacons
ombrés jusqu’ a leur utilisation.

Le dosage des polyphénols dans les extraits deetWHE réalisé par la méthode du Folin-
Ciocalteu (Liet al,2007) a l'aide d'une gamme d’étalonnage établiecadifférentes
concentrations d’acide gallique (figure 36). Lesuttats obtenus sont exprimés en mg
équivalant d’acide gallique par 100g de matierénadmg EAG/100g MS).

Le contenu en flavonoides est également estimén sklométhode de trichlorure
d’aluminium (Bahorum T., 1997; Djeridar al,2006 ) En utilisant la rutine pour établir
la gamme d’étalonnage (figure 37 ). Les résultatg exprimés en mg équivalent de rutine
par 100g de matiere séche (mg ER /100g MS).
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Figure 34 Droite d’étalonnage de I'Acide Galligue (Moyenn&B detrois essais).
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Figure 35: Droite d’étalonnage de la Rutine (Moyenne + SDrdestessai:.
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A la lumiere des résultats des teneurs en polyghésicen flavonoides rappcs dans le
tableau 5 il ressort que ldgux cultivars algériens d’olive sont riches enypbEnols et el

flavonoides. En effet, les deux variétés possediesiteneurs en fyphénol de I'ordre de
3,939 et391g pourl00g de matiere seches d'olive desteéariB et VK respectivemer

Concernant les teneurs en flavonoides il appargt lg VK posséde un taux supérie
(422 mg ER /1009 18) par rapport a celui de la VB doe taux est d317 mg ER /100g
MS. Le rapport lavonoides polyphénols est de I'ordre de 8,07 €610,79% pour les
variétés VB et |[&/K respectivemen Ces rapports permettent de dire que la variatiar

flavonoides n’est pas relative a celle polyphénols, cela peut étre expliquer pa

prépondérance des polyphénols non flavonoidiquaddgs phénoliques, phénols, iridoic

et ligstrosides ...).
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Figure 36 : Teneurs en polyphénols et en flavonoides des extiailive.
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Plusieurs études se sont intéressées a la quatitificdes polyphénols dans les extraits
d’olive du nord -ouest (olives Sigoise) dont le o varie entre 431,6 et 2288 mg/100g
de matiere seche. La quantité en flavonoides \aniee 214 et 260 mg/100g de matiere
séche (Benlarbi,2004).Une étude similaire réalse (Bisset, 2011) a montré que trois
variétés d'olive de I'Est Algérien (Batna) possatden contenu en polyphénols de
1919,29 ; 2664,88 et 2931,86 mg/100g, et en flaidw®w de 29,62 ; 30,62 et 35,47
mg/100g des variétés Chemlali, Farhi,et Beskri eespement. Par ailleurs, les variétés
d’'olive de Grece et du Portugal sont caractériggesdes teneurs en polyphénols variant
dans un intervalle de 82-171mg /100g de pulpev@dBoskouet al, 2006) et de 165,76
mg/Kg de poids frais d'olive (Malheiret al, 2011) respectivement. Au regard de ces
données les extraits d'olive des variétés VB et pdlvent étre considérées comme tres
riches en polyphénols et en flavonoides.

Le profil polyphénolique des olives peut varier sdiinfluence de divers facteurs parmi
lesquels la variété , le climat, le degré de madimn (I'olive vert possede plus de
polyphénols que l'olive noire) (Ryaat al, 1999 ; Benlarbi, 2004), la température et le
solvant d’extraction (la température élevée etoleat constitué de 80% méthanol : eau
permet d’obtenir un grand rendement en polyphérn@slsaet al, 2008 ; Condeet al,
2009). Le phénomene de la fermentation surtoutdesspréparations des olives de dosage
table aussi considéré comme un facteur inductbume réduction du contenu phénolique
de 32-58% expliquée par leur diffusion dans la saenfBen Othmaret al,2009) avec
une diminution des quantités de l'oleuropéine et lécide procatéchique et une
augmentation en hydroxytyrosol et de I'acide caféiq

A lissue de ces résultats de la caractérisatioangtative, l'olive a travers ces
constituants en polyphénols et en flavonoides stitoe une source prometteuse en

composeés bioactives bénéfiques a la santé humaine.
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[I-2-2. Caractérisation qualitative des extraits

L’analyse qualitative des extraits polypbkégues d'olive par la chromatographie sur
couche mince a révélée que les deux extraits asgpe la méme composition qualitative
et contiennent un nombre considérable de constguasibles sur les profiles chromato-

graphiquegfigure 37).

1 2 34 5 6 78 1 2 3 4 5 6 78 9

Figure 37: ProfilesChromatographiques des extraits polyphénoliquevaestés d'olive ;

(VB) et (VK) dans un systeme de développement : CEFH40/ 10,v/viv. La révélation
chimique a été réalisée par La vanilline-acidewsigfie (A) et le bleu de Pruss (B).

-1-: VB, -2-: VK, -3- : Oleuropéine, -4- : Tyrose5-Rutine, -6-Quercétine, -7-Catéchine,
-8-Vanilline, -9- : Acide gallique.
Les rapports frontaux des spots issus de la sémpardes extraits ainsi que ceux des

témoins rapportés dans le tableau 6 montrent egi@xtraits polyphénoliques des deux
variétés d'olive ont donné lieu a des spots consriepoints de vue coloration , position
et méme dans le nombre , donc on suppose que les aldraits possedent une

composition presque identique.
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Tableau 4 : Rapports frontaux (Rf) des spots des extraitesttémoins dans le systeme

CHCI3 / CH-COO-CH-CH3z / H-COOH : 50/40/10, v/viv).

Révélation
Extraits et Vanilline sulfurique Bleu de Pruss
Standards Spots Rfs Spots Rfs
1 bleu foncé | Ligne de dépét 1 bleu _0,148
2 bleu 0,149 2 bleu 0,29
3 violet 0,223 3 bleu 0,32
4 violet 0,32 4 bleu 0,44
5 violet 0,447 5 bleu 0,659
VB 6 violet 0,66 6 bleu 0,80
7 violet 0,791 7 bleu 0,82
8 violet 0.800 8 bleu 0,84
9 violet 0,082 9 bleu 0,89
10 violet 0,084 10 bleu 0,91
11 violet 0,953
1 bleu foncé | Ligne de dépét 1 bleu 0,148
2 bleu 0,149 2 bleu 0,32
3 violet 0,223 3 bleu 0,446
4 violet 0,32 4 bleu 0,659
5 violet 0,40 5 bleu 0,80
VK 6 violet 0,52 6 bleu 0,82
7 violet 0,66 7 bleu 0,84
8 violet 0,80 8 bleu 0,91
9 violet 0,82 9 bleu 0,950
10 violet 0,84 10 bleu 0,955
11 violet 0,955
Oleuropéine Bleu noir 0,32 bleu 0,32
Tyrosol Violet 0,8 bleu 038
Rutine Jaune vert 0,149 bleu _0,149
Quercétine Jaune 0,84 bleu _0,84
Catéchine Rouge 0,66 bleu 0,66
orangé
Vanilline Jaune vert 0,82 bleu 0,82
Tres clair
Acide gallique - - bleu 0,91
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Au visible et apres développement dans le systéomstitcué du chloroforme, acétate
d’éthyle et de I'acide formique (CEF), avec la Hétén chimique par la vanilline-acide
sulfurique donnent des spots de difféerentes cosl¢bleu et violet), dont les rapports
frontaux sont calculés. Ces taches corresponddah deurs Rf a la rutine (0,149),
I'oleuropeine (0,32),la catéchine (0,66), le tylo€p8), la quercétine (0,82) et la vanilline
(0,84).

Par ailleurs, la révélation chimique par le bleu Rieiss a permet de visualiser les
composés phénoliques issus de la séparation desitaants des extraits sous forme de
taches bleues. Cette coloration bleue est due@nglexion du FeGlavec les ions ferreux
résultants de I'oxydation du ferricyanide de patasspar les composés phénoliques (Price
et Butler, 1977) et dans le méme systeme de dgveinent (CEF) donnent les mémes
spots mais de couleur bleue avec les mémes canrgtteorrespondant aux mémes Rf,
avec l'apparition de I'acide gallique, ce derniel g'a pas été visualisé en utilisant le
révélateur de la vanilline-Acide sulfurique, Le @imatogramme obtenu montre que les
deux extraits (VB et VK) sont riches en composéénpliques. Ces résultats confirment
ceux du dosage des polyphénols par la méthodelaeGocalteu.

Ainsi, il ressort que les deux variétés possedert ecomposition variée en polyphénols
constitué de tyrosol et de I'oleuropéine (ligsilesmajeur). Les flavonoides tels que la
rutine, la catéchine, la quercétine et la vanillieeun acide phénolique, l'acide gallique
sont d’autres constituants pour des extraits déoliv

Ces résultats concordent avec ceux de la littaratji ont montré que les extraits
polyphénoliques de l'olive sont caractérisés pagprizsence de I'oleuropéine et la tyrosol
(Boskou, et al,2005 ; Biancogt al,2006 ), Ces polyphénols identifiés constituenécav
I'nydroxytyrosol les polyphénols les plus préporadés dans I'olive ou I'oleuropéine
représente entre 5-10%, le tyrosol 0,3% des pohylkédes extraits aqueux de pulpe
d’olive (Soni, 2006). Ces compposés conferent dive® plusieurs activités biologiques,
principalement l'activité antioxydante pour la peétion des maladies provoquées par le

stress oxydant telles que I'athérosclérose (OntdrQR
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lI-3. Activité antioxydante

L’activité antioxydante des extraits de polyphérditdive a été évaluée par trois

testsin vitro, le DPPH, le blanchissement de la béta-carotene et lenpeteéducteur.

[I-3-1. Effet de piégeage du radical DPPH

Le test de DPPH est un des tests les uiilisés pour déterminer [l'activité anti-
radicalaire des extraits de plantes (Lagueted.,2007) .
Les résultats de I'activité antioxydante a révéjae les deux extraits d’olive possédent
une activité anti-radicalaire (AAR) significativep<0,05) dose-dépendante (figure 38),
quand la concentration des polyphénols augmentamis de milieu réactionnel, le
pourcentage d’inhibition augmente proportionnellatn@squ'a arriver a un plateau qui
correspond a I'inhibition presque totale du DPR}ésent dans ce milieu.
L'effet scavenger des extraits vis-a-vis du rad@BIPH est exprimé par la concentration
inhibitrice a 50 % (Gl) qui correspond a la concentration des polyphémétessaire pour
inhiber ou réduire 50% de la concentration initidleDPPHUne Ckg faible représentent
I'activité anti-radicalaire la plus élevée (Molyneu2004).Tous les G4 sont calculés a
partir de la partie linéaire des courbes de poudacgn d'inhibition en fonction de la
concentration des différents composés a tester mveoefficient de corrélation supérieur
& 0,95 (R>0,95).
La figure 41 représente les valeurs des concémnigat responsables de 50% de I'activité
de piégeage du radical le DPREIso) des extraits polyphénoliques des variétés VB et
VK, de BHT et de la rutine (Références ou starslard

67



Partie Expérimentale Résultats et Discussion

150 VB
100 —5

0 T T T 1
20 40 60 80

Concentration (ug/ml)

150 VK

50 100 150

Concentration (ug/ml)

150 BHT

AAR (%)
s

o

50 100 150 200 250 300

o
o

Concentration (ug/ml)

Rutine

Concentreation (ug/ml)

Figure 38 : Activité anti-radicalaire en pourcentage (AAR%) @asraits polyphénoliques
des variétés d'olive Bouchouk, Khanfes, et desdestedsBHT et Rutine (Chaque valeur

représente la moyenne de deux essais).
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Figure 39 :Concentrations responsables a 50%d’ inhibitionadiical DPPH(Cls).
(Chaque valeur représentadgenne de deux essais+ SD).

Les résultats obtenus (figure 39 ) montrent quedksx variétés présentent desg QGle
'ordre de 2,585+ 0,09%ug/ml et 4,625+ 0,06ug/ml pour les variétés VB et VK
respectivemensignificativement inferieurs (p<0,05) a celle dantioxydant naturel (la
rutine) (Cko=12,513+ 0,09ug/ml) et a celle de Il'antioxydant synthétique (BHT)
(Cls0=20,334+ 0,109ug/ml). Il apparait ainsi que les deux variétés enésnt I'activité
antioxydante la plus élevée, dix fois et six faipérieur a celle du BHT et de rutine pour
I'extrait de la VB respectivement et pour I'extrde la VK cet activité est supérieur cing
fois et trois fois a celle du BHT et de la rutimspectivement. Ces résultats permettent de
classer les extraits par rapport aux standard®ndelr pouvoir antioxydant par ordre
décroissant (VB> VK >Rutine>BHT).
Ces variation dans la capacité antioxydante désiex polyphénoliques de ces deux
variétés d'olive pourraient étre dues a la présateeertains composés potentiellement
actifs (les polyphénols) tel que I'oleuropéine dianClk, est tres appréciable de I'ordre de
7,59+ 1,29%g/ml deux fois plus active gu’au BHT. Le tyrosal autre polyphénol d'olive
(produit de I'hydrolyse de I'oleuropéine) sembléfament actif avec G tres élevée de
I'ordre de 1201,8 + 64,31g/ml (Bisset, 2011).
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Ces résultats sont en conformité avec ceux obteau®érez-Bonill@t al (2006) qui ont
montré dans leurs travaux que I'’hydroxytyrosol,ldigopéine, et le tyrosol, trois
polyphénols prépondérants dans l'olive possédeataativité antioxydante vis-a-vis du
DPPH de l'ordre de 76,7 %, 20,4 %, et 3,7 %, respentat. Ainsi, I'activité
antioxydante de la VB et VK est probablement doepartie a la présence élevée des
deux polyphénols (hydroxytyrosol et oleuropéin@ralque le faible effet anti-radicalaire
du tyrosol peut s’interpréter soit parce que cgmoénol est faiblement antioxydant, soit
parce qu'il exerce son effet de facon synergétauer d’autres polyphénols ou d’autres
composeés présents dans l'olive.

Les travaux sur l'activité antioxydante des ait¢rde pulpe d'olive brute par rapport aux
huiles d’olive et aux olives de table (produits smmmables des olives) sont peu traités
par les chercheurs dans ce domaine. En 2006 Baetksrs collaborateurs ont conclu que
cing variétés d’ olives de tables de Gréce présemntes Co de I'ordre de 30 - 587 pg/mi
plus élevées et des capacités anti-radicalaire dnesnque celles des variétés d'olive de
I'Algérie avant saumurage, cette difference e piincipalement a la perte importante et
a la dégradation de certains polyphénols notammeetyrosol et I’hydroxytyrosol lors de
la fermentation des olives. Ces résultats sonfiroés par Ben Othmaet al, (2009), qui
ont montré une perte importante en composés plygresi sous l'influence de la
fermentation avec un taux de réduction de 32-5&#@mant une diminution de l'activité
antioxydante de 50-72 %, due essentiellemeant diffusion de ces composés dans la
saumure particulierement I" hydroxytyrosol (pradasus de I'hydrolyse du principe amer
I'oleuropeine). De ce fait, il devient plus que essaire d'utiliser un processus contrélé
pour minimiser la perte en composés phénoliquas préserver la qualité et I'effet
antioxydant des olives de table, (Ben Othraaal, 2009).

La détermination des coefficients de corrélatiotieeles Cig et le contenu en polyphénols,
et en flavonoides a montré I'existence d’une catigh négative trés significative {R-1)
pour les deux cas ,cette relation inverse fait tpge valeurs de G4 diminuent avec
'augmentation du contenu de polyphénols et deoftaides, ce qui traduit par des activités
antioxydantes tres élevées qui peuvent atteindrk00% de cette capacité anti-radicalaire.
On outre, un tres bon coefficient de corrélaBoire les Gb et le rapport flavonoides par

rapport aux polyphénols totauxR0,9905) est obtenu.
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A travers la recherche bibliographique, de trésdea différence de points de vue sont
notées a propos de cette corrélation .Certaingausawnt montré une bonne corrélation
entre les G}, et la teneur en polyphénols et en flavonoidesppbsé d’autre études n’ont
pas établie cette corrélation (Athameetal,2010;Mariod, et al,2010).Par ailleurs, il est
bien établi que l'activité antioxydante est coreélgositivement avec la structure des
polyphénols. Généralement, les polyphénols avecnombre élevé du groupements
hydroxyles présentent I'activité antioxydante lagpélevée (Heimet al,2002) due a leur
pouvoir de donner plus d’atomes pour stabiliserréegBcaux libres (Torres de pinedst,
al.,2007), ce qui peut expliquer en partie la faddtivité antioxydante du tyrosol qui ne
posseéde qu'un seul groupement hydroxyle (-OH) dsasstructure. Ainsi, I'effet
antioxydant n'est pas seulement dose-dépendant magglement structure-
dépendant(Rodriguez-Bernalda,al, 2009).

[I-3-2. Test de blanchissement d-carotene

La cinétique du blanchissement ou de a#atbn de la R-carotene en présence et
absence des deux extraits et des deux référedid$ €t Rutine), ainsi que les
pourcentages d’inhibition de la peroxydation lipuge (%IPL)sont présentés dans les

figures (40) et (41) respectivement.

71



Partie Expérimentale Résultats et Discussion

i
3
7

e
g ——n
(@]
Q 05 —————
S

0,4
(D)
S
@ 0,3
2
O 0,2
0
o]
< 01

0
0 20 40 60 80 100 120 140
Temps (min)
=—DO contrdle -#-DO EB DO EK =>=BHT =s#=Rutine

Figure 40 : Cinétique de blanchissement du béta carotene andb@n absence et en
présence des extraits de pulpe d'olive VB et VKBIIT et de la rutine fonction du temps

(Chaque valeur représente la moyenne de deux £&ajs

A partir des courbes de cinétique de blanchissemhe-carotene on remarque que les
deux extraits VB et VK ainsi que le BHT et la raiexercent un grand effet préventif
significatif (p < 0,05) contre I'oxydation df-carotene par les radicaux peroxydes, en
comparaison avec le contrble négatif qui a produg décoloration et une diminution

rapide de I'absorbance durant 120 minutes d’inagabat
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Figure 41 : Pourcentages d’inhibition de la peroxydation ligiei (%IPL) par les extraits
d’olive VB et VK, lesstandard: BHT et Rutine (Chaque valetgprésente la moyenne
deux essais).

D’aprés les pourcentages de linhibition de la peroxydatlgmdique (figure 43 ), i
apparait évident que les extraits des variétés ¥BKeont un tres grand effet inhibite
vis-avis de radical peroxyde avedes pourcentages de l'ordre de 97,27
94,45%respectivement, supérieur a celui du BHT(89,57%ledh rutine (88,66%

Le pouvoir antioxydant de I’ extraits VB est |égaent superieur a celui de la var
Chemlali (IPL=96,75%) et plus élevé a ceLes variétédarhi (IPL=94,82% ) Besk
(IPL=87,3% ). Concernant I'extrait VK ce pouvostdégerement inferieur a ceux (
variétés Chemlali étarhi, et supérieur a celui de Beskri (Bisset,2(

L’oleuropéine et le tyrosol ne possédent pas daétiinhibitrice de la peroxydatio
lipidique dans le systemp-caroténdAcide linoléique, ils partagent presque la mé
cinétique de blanchissement B-caroteneavec celle du contréle négatif. Ce résultat
probablement expliqué par la grande spécifice ce test pour les composés apole
donc lipophiles (Gachkaat al.,2007). Ainsi I'extrait qui contient la quantité plus élevée

en polyphénols ou d’autres composés hydrophobds phis actit
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Par contre I'apparition de I'activité antioxydansggnificative de l'oleuropéine et du
tyrosol dans le test de DPPH car ce test est imdigpe de la polarité des échantillons
(Kartal et al,2007) ce qui confirme en grand partie que chagakphénol répond
differemment dans I'essai mis en ceuvre.

Des études récentes ont mis en évidence que laitpota I'hydrophobicité des agents
antioxydants sont deux facteurs importants dansysgemes de biomembranes (Terpinc,
et al,2009). C’est la raison par laquelle beaucouphsaheurs de I'activité antioxydante
choisissent le test d’inhibition de I'oxydatioe tdacide linoléique couplés a celle fAu
carotene comme modéle mimétique de la peroxydatem lipides dans les membranes
biologiques (Ferrerizet al,2006 ).

A la lumiere de ces résultats, les extraits polytiques de I'olive ont un effet inhibiteur
contre la peroxydation lipidique par clivage deact®dns de peroxydation lipidique en
chaines par piégeage du radical peroxyl LOH ,qeaséquent ils constituent une source

prometteuse de potentiel thérapeutique .

[1-3-3. Test du potentiel réducteur

L’activité antioxydante des extraits desndeariétés d'olive par le test de potentiel
réducteur a révélé que ces derniers exercent uperiamte activité dose dépendante
(figure 42).

Le potentiel réducteur des extraits et des stasdaBHT et rutine) est exprimé par les
valeurs des concentrations effectives a 50%{Qli correspondent a la concentration des
polyphénols nécessaire pour donner une absorbayate & 0,5 a 700 nm Les CE50 des
extraits ,du BHT et de la rutine rapportés suidare 45 montre que que les deux extraits
d’olive VB et VK présentent un potentiel réductetfiicace avec des Ggde 5,055ug/ml,
6,110 pg/ml respectivement. Ce pouvoir réducteaster supérieure a ceux du BHT et de

la rutine dont les Cfg sont de 8,66ag/ml, 10,828ug/ml respectivement.
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Figure 42:Pouvoir réducteur des extraits de pulpe des éridblive VB,VK, du BHT

et de la rutine (Les valeurs sont la moyenne d& dssais £SD).

75



Partie Expérimentale Résultats et Discussion

12 - 1O,T828
@10 . 8,667 3
D 8- 6.110 -
= 6. 5,055 5
o =
0 4 -
L
O 2
O T T T 1
> & S ¥

Figure 43:.Concentrations effectrices (gferesponsables du pouvoir réducteur des
extraits d’olive VB et VK, les standards BHT ettRe.(Chaque valeur représente la

moyenne de deux essaiszSD).

La comparaison du pouvoir réducteur de ces detigtea montre qu’elles possedent un
effet tres élevé par rapport a d’autres variétegad@gion Tras-Os-Montes (Nord-est du
Portugal) dont les Gigvarient entre 42Qig/ml et 2,41x10ug/ml, cette variabilité due aux
différents solvants et températures d’extractioouéd et al,2008 ; Malheirogt al,2011).

Il aussi supérieur par rapport a d’autres varid@geriennes (Chemlali, Farhi et Beskri)
cultivées dans la wilaya de Batna dont lesd¥arient entre 7,16ig/ml et 9,22ug/ml,
(Bisset, 2011).

L’oleuropéine un polyphénols majoritaire de l'oljverésente une activité antioxydante
plus élevée (CE50=5,88g/ml) que celle de BHT(CE50= 8,66¥y/ml) tandis que le
tyrosol semble moins avec une CE50 de 17q@hBnl comme dans le test de DPPH
(Bisset,2011).

En générale, le potentiel réducteur des extraiggteadix est du a la présence de molécules
capables de donner des électrons qui peuvent réagyrles radicaux libres et les convertir
en produits stables, terminant de ce fait les i@actn chaines parmi lesquelles les
polyphénols (Ferreirat al,2007),ce qui explique le potentiel réducteur eddsaits d’olive

riches en polyphénols.
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A la lumiéere de tous les résultats obtenus conogrfactivité antioxydante des extraits
des deux variétés dolive étudiées évaluevitro par les trois tests dans un systeme
chimique, soit dans des milieux réactionnels petaifDPPH et du potentiel réducteur),
soit apolaire (Décoloration de [&caroténe), il ressort que les deux extraits d@lde
différents cultivars possédent un pouvoir antioxydmportant plus élevé a celle du BHT
antioxydant synthétique utilisé dans lindustriecagimentaire comme conservateur des
aliments, et cela a travers leur composition qtetnte et qualitative surtout en
polyphénols qui conférent a l'olive (huile doliveu olive de table) un potentiel
thérapeutique notable pour la lutte contre lesadiak d’origine liées au stress oxydatif.
[I-4. Activité anticoagulante

L’ensemble des activités anticoagulantes des iextl@live de différents cultivars
a été évaludn vitro vis-a-vis de la voie exogene et la voie endogendéactoagulation a
I'aide de deux tests chronométriques générauxexpiorent la coagulation d’'une maniére
non spécifique, le TQ et le TCK respectivement.

[I-4-1. Test de temps de Quick (TQ)

On a utilisé ce test classigque communément ceoos le nomde taux de
prothrombine (TP), qui explore la voie extrinsedv#) et la voie commune (X, V, I,
fibrinogene) de la coagulation sanguine ou le factessulaire (thromboplastine) est le
déclencheur de cette voie (Tripodi,2009). Le réaxintient le polybrene ( inhibiteur de
I'héparine), ce qui explique que le TQ n’est pdsragé par un traitement par héparine, de
ce fait elle n’a pas été utilisée comme anticomgustandard.

Dans le but de rechercher d’ un allongement auvanivelu temps de coagulation qui se
définie par une activité anticoagulante des etstrdiolive vis -a-vis de la cascade de cet
voie ce test est réalisé selon la méthddathukoralaet al, (2007) .Un TQ normal est
compris entre 12 et 14 secondes selon les réatilitgs (Caquet, 2004).

Dans un premier temps, le facteur de temps d’'inboiaes deux extraits polyphénoliques
d’olive des deux variétés étudiees avec le plasstdesté a fin de déterminer le temps
d’incubation optimal qui permet d’obtenir une aitévanticoagulante élevée .Les résultats
obtenus ont révélé que le temps d’'incubation désiéx polyphénoliques avec le plasma
influe significativement (R0,05) sur leurs pouvoir anticoagulant (figure 44).
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Figure 44: Effet du temps d’incubation des extraits polypHiues avec le plasma sur le

TQ (Chaque valeur représente la moyenne de tssa®+ SD).
En effet, I'incubation du contrdle négatif duraes ldifférents temps (5, 10, 15 et 20

minutes) n’influe pas sur le temps de coagulataors qu’en présence des extraits d’olive
I'allongement du TQ est remarquable et temps déptifigure 44).
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L’incubation pendant 20 minutes est le temps qupeamis d’obtenir une activité
anticoagulante significative (p<0,05) et élevée gelée de l'incubation & 5 et a10 minutes,
et tres proche a celle induite par les différemtsaits lors de I'incubation a 15 minutes , ce
qui peut expliquer de loin le choix de 15 minutesnme un temps d’incubation standard
dans la réalisation du test de TQ pour l'invesiaratdes propriétés anticoagulantes de
différentes substances biologiques et synthétiguesage thérapeutique.

Dans le temps d’incubation de 15 minutes il allangement de TQ de l'ordre de 40,1s
(presque 4 fois éleveé) et 34,6 s (3 fois éleva f@mparant a celui du contrble négatif
(13,6 s)en présence d’extraits polyphénoliques des variéigst VK, respectivement.
L’extrait polyphénolique d'olive de la VB présentactivité anticoagulante la plus élevée
par rapport a celle de la VK quelque soit le terdjincubation (5,10,15 et 20 minutes)
avec des différences correspondantes de 2,8 s55 s et 5,8 s respectivement.

Lors de la deuxieme étape, le capacité anticoaguldes différents extraits de polyphénols
d’olive vis-a-vis de la voie exogene de la coagalrapar le test TQ a été évaluée au temps
d’'incubation optimal fixé del5 minutes préalablemétabli, avec changement des
volumes des extraits incubé avec un volume coneygatma de 1Q0.

D’aprés les résultats obtenus, il ressort que &s< cextraits (VB et VK ) sont capables
d’allonger de maniere significative{®,05) et volume dépendant le TQ (figure 47 ).

par ailleurs, le contrble négatif qui est compdaémélange plasma/ eau physiologique
(solution de NaCl a 0,9 % de poids/volume , soif/lp de différents volumes n’influe pas
sur le temps de coagulation par contre les diftdresolumes des extraits d’olive
(10,20,50et 10@l) I'allongement du TQ est significatif (figure 47)
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Figure 45 : Effet du volumes des extraits polyphénolique dequasma sur le TQ
(Chaque valeur représente la moyenne de troisses§&D).

Par comparaison des temps de coagulation ( TQs) Isimfluence de différents volumes
(10, 20, 50 et 100l), il ressort que le volume de 1p0d’extrait est capable d’exercer
une activité anticoagulante significative (p<0,@5)lus élevée estimée par un temps de
coagulation de 85,9 s donc un allongement par §28de 82,8 s par un allongement de
69,2 s par rapport a celui du contréle négatifgt3,09 s). Ce volume d’extrait est utilisé
dans La procédure suivie dans la présente étudeneo volume optimal (Athukoral&t
al.,2007). L'extrait polyphénolique Bouchouk exerce ugrand effet anticoagulant en
comparant avec celui de I'extrait Khanfes quelgoé ses volumes utilisés allant de
10,20,50 jusqu'a 100 ul par des difféerencesaeps d’allongement pour chaque volume

2,8s,3,2s, 8,3s et 3,1 s respectivement.
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En outre, le pouvoir anticoagulant des différertt@scentrations des extraits d'olive a été

évalué a un volume de 1Q0, et au temps d’incubation optimal (15 minutasgc le
plasma a été étudié .

D’aprés les résultats obtenus, il ressort que Esxdxtraits des variétés Bouchouk et
Khanfes sont capables d’allonger de maniéere sagive (P< 0,05) et dose dépendante
le TQ avec des coefficients de corrélation linéalee 0,98 + 0,0031 et 0,99 + 0,006
respectivement (figure 46 ).
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Figure 46:Temps de Quick (TQ) en fonction des concentratd@ssextraits de
polyphénols de variétés d’olive VB et VK (Chamadeur représente la moyenne de trois

essaistSD).
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Dans le présent travail le pouvoir anticoagulant Ipatest de I'allongement de TQ des
polyphénols les plus dominants dans I'olive, I'alEpgine et le tyrosol d’'une concentration
de 50 mg/ml est ainsi testées . Les résultats imwintque I'allongement du temps de
coagulation provoqué par ses composés séparéntidaibds par rapport a celui exercé par
les deux extraitgapporté précédemment , et il est a égale a 19,5 s) et 12,7s (26,3s)

par rapport au contréle négatif( 13,6 s) a 15 nasukincubation, respectivement.

A lissus de cette étude ,on suppose que lactiatdéicoagulante des extraits poly-
phénoliques d'olive peut étre due a l'effet synége des différentes classes de
polyphénols et des autres composeés présents dapstcaits.

[I-3-1-2. Test de céphaline Kaolin (TCK)

L’évaluation de la capacité anticoagulante desaéxtfolive vis-a-vis de la voie
endogéne de la coagulation a été réalisée a l@udeest de temps de céphaline-Kaolin
(TCK).

Dans ce test, cette voie de coagulation est acpaéde contact entre le facteur Xll et la
surface électronégative de I'activateur qui edtdelin (substitut du collagéne et de tissu
conjonctif in vivg. Cette interaction induit I'activation du factedHt et par conséquence
I'activation séquentielle des facteurs Xl, IX, Xlatthrombine (facteur IlJAthukorala,et
al.,2007).

Un temps de coagulation allongé par rapport aurglntnégatif ou I'échantillon est
remplacé par I'eau physiologigtm@aduit une activité anticoagulante du matérieiétes
L’héparine qu’ on a utilisé comme référence dandest , pour comparer sa capacité
anticoagulante a celle exercé par nos extraitivd)o est une héparine de bas poids
moléculaire (HBPM)sous forme de solution injectable préte a 'emplmiactérisée par
une activité anti-Xa élevée et une faible actiwitdi-lla ou antithrombinique(Fraxiparifie
Nadroparine calcique 2 850 Ul anti-Xa/ ml) .Ainsiegl'oleuropéine et I'hydroxytyrosol,
ces deux polyphénols spécifigues a l'olive sontdiéws pour tester leurs activités

anticoagulates vis-a vis de la voie endogene dedgulation.
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La figure 47 représente les temps de céphaliobrk@l CK) des extraits d'olive VB et

VK et des standards ( Oleuropéine , Tyrosol , iHépg par rapporte au contréle négatif.
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Figure 47 : Temps de céphaline kaolin (TCK) des extraits VB/Iétet des standards
Oleuropéine, Tyrosol et I'Héparine (Chaque valeprésente la moyenne de trois
essaistSD).

A la lumiere des résultats obtenus, il ressortlgaaleux extraits ( VB,VK ) sont capables
d’allonger significativement le temps de coagulat{f<0,05) avec des valeurs de l'ordre
de 134,43 s (160,25 s) et 132,8 s (158,6 s) mguora a celui du contréle négatif (25,8 s),
respectivement. La prolongation du temps de cadigal induite par les deux extraits
d'olive fait que I'extrait de la VB est le premigqui posséde I'activité anti-coagulante la
plus grande que le second extrait de la VK pardifiéence minimale de 1,63 s.
Les extraits d'olive ont un effet anticoagulant nube que celui de I'héparine
(Anticoagulant commerciale) dont le temps de coatgui est de 294,95s donc elle
provogue un allongement du TCK de l'ordre de 26%Jfar rapport au contrble négatif,
presque le double par comparaison aux pouvoir @adigant exercé par les deux extraits
VB et VK .Par ailleurs, les polyphénols prédomisadtolive, I'oleuropéine et le tyrosol
ont été étudiés pour I'évaluation de leurs pouamiticoagulant, et selon les résultats
obtenus il est apparu faible avec des allongesrdunfTCK de 29,5 s (55,3 s) et 33,5
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(59,3 s) par rapport a celui du contréle negatif,§2s). De ce fait pour avoir une activité
anticoagulante efficace, il est probablement négesgue les polyphénols d’olive agissent
d’'une maniére synergétique entre eux et/ou entagtils composés présents dans les
extrait d’olive.

L’analyse statistique a montré ['existence d’undatien linéaire entre [lactivité
anticoagulante et les différents concentrations dggaits, ou les coefficients de
corrélation sont de l'ordre de a 0,86 et 0,94 plagr variétés bouchouk et Khanfes
respectivement. Par conséquent, il ressort queldes extraits phénoliques d’olive des
variétés Bouchouk et Khanfes sont capables d’allbsgynificativement (P<0,05) le TCK

de maniére dose-dépendante (figure 48) .

Variété Bouchouk Variété Khanfes
50 - 45
45 - 40 -
40 - 35 -
35 - 30 -
@ 30 - @25
= 15 . 15 -
10 y =1,3825x + 33,006 10 - y = 1,5312x + 25,545
c | R2=0,8651 c | R2 = 0,947
0 . . . 0 . : .
0 5 10 15 0 5 10 15
Concentration (ug/ml) Concentration (pg/ml)

Figure 48 : Temps de céphaline kaolin (TCK) en fonction desceotrations des extraits
d'olive des variétés Bouchouk et Khanfes (Chaguewaeprésente la moyenne de trois
essaistSD).

Des études expérimentaux sont intéresseées a ltigaden des activités anticoagulantes de
divers extraits naturels, elles sont focaliséeprmier rang sur I'étude des propriétés
anticoagulantes des algues marines brunes gésqPereirat al,2005; Athukoralaet

al.,2007 ; Pushpamadit al,2008 ) .Les composés responsables de I'effet@agulantsont
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les polysaccharides (Yoat al,2002; Pawlaczylet al,2009 ), ces composés sont les plus
étudiés pour leurs activité anticoagulante gracéa gprésence dans leurs structures
chimiques du groupement hydroxyle (-OH), ainsi sabissant des modifications de type
carboxylation ou sulfatation en synergie peuverdvpgquer | inhibition de la voie
endogene de la coagulation (Yaeg,al,2005) .Parmi les composés doués de cet activité,
les peptides (Mieszczanek al,2004), les glycoprotéines, et les polyphénolsBezyk

et al, 2011) notamment les coumaringsou et al,2009) et quelques tannins (Bae, J-
S,2011).

une étude récente réalisée par Bijak et al.,(2@bbrernant I'évaluation de I' activité
anticoagulantan vitro des extraits d’'une plant&ronia melanocarpaet les graines de
raisin (Vitis vinifera) a montrée que ces deux extraits riches en péhglk peuvent

provoquer un prolongement au niveau du temps dgutaton, de ce fait I'étude donne
espoir pour le développent des suppléments alairestqui contribuent a la prévention
des thromboses.

Malgré gu’ il existe de plusieurs projets de reche axés sur l'activité anticoagulante de
divers extraits végétaux , cette activité n’a pigsatudié pour les extraits polyphénoliques
d'olive, de ce fait le sujet de ce mémoire est @@ré comme étant le premier de son
genre qui s’inscrit dans le cadre des étudeseass@es a la prévention et la thérapie des
maladies thrombotiques, et cela par la rechercheedéventuelle activité anticoagulante
des polyphénols l'olive.

D'une maniere globale, I'évaluation de la capaaitécoagulante des extraits phénoliques
d’olive établi par les deux tests chronométriquegmloration de la coagulation, le TCK et
le TQ démontre que ces extraits exercent une get@nticoagulante importante vis-a-vis
des deux voies de la coagulation, mais cette &&test plus marquée vis-a-vis de la voie
endogene gque vis-a-vis de la voie exogéne de lgutat#on et que les constituants qui
possedent des groupements fonctionnels particaigmé les polyphénols plus
particulierement les coumarines grace a leurs @t inhibitrices vis-a-vis des sérines
protéases et les polyphénols glycosylés pour fomhesrpolyméres mimique l'action des
héparines (Yanget al,2005) pouvant étre les composés responsablestte activité

anticoagulante.
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Conclusion et perspectives

Ce travall s’inscrit dans le cadre de ld&uwes caracteres pomologiques, le contenu
ou la teneur en polyphénols, et en flavonoidesi @ue 'estimatiorin vitro des activités
antioxydante et anticoagulante des polyphénolsaiar de pulpe d'olive. Ce couple
d’activités biologiques a été choisis pour formulere hypothése qui explique I'effet
antiathrombogene de ces molécules et leurs rolmopdial dans la prévention et le
traitement des maladies cardiovasculaires et sewlamations graves qui menacent la
santé publique, et constituent la premiere causkdes a travers le monde.

La description pomologique des fruits d'olive mentdes différences entre les deux
variétés étudiées de point de vue morphologiqued@al, ainsi que en taux d’humidité et
en rendement d’huile, ces différences sont la apreséce du patrimoine génétique et par
le site géographique. Généralement, les deux eardB et VK ont des fruits relativement
possédent des poids moyens entre 4et 69, et yrdtawile élevé( >45%), de ce fait elles
sont considérées comme des variétés a I'huile.

La caractérisation quantitative des extraits phignek d’'olive a réveélée un contenu riche
des olives par les polyphénols et les flavonqgidesa trouvé que les variétés Bouchouk et
Khanfes sont caractérisées par des teneurs ypphgolols de I'ordre de 3930 et 3910 mg
EAG /1009 respectivement, et pour les flavonoidedeneurs sont de 317 et 422 mg ER
/100g ce qui nous ameéne a dire que le contenlaeonioides est faible par rapport a celui
des polyphénols pour les deux variétés étudiéesré3ailtats indiquent que le fruit d’olive
apparait comme un réservoir d’antioxydant suscgstiti’etre utilisés dans la lutte contre
les radicaux libres.

Une caractérisation qualitative des deux extraitdyghéenoliques d’olive par une
chromatographie sur couche mince (CCM) a révepdaence de nombreux constituants,
parmi lesquels I'oleuropéine , la catéchine, lanaut la vanilline et I'acide gallique.
L’'activité antioxydante de ces extraits a été édaim vitro par le test du DPPHqui
affirme que ces polyphénols ont une grande capdeitpiéger le radical DPP&alvec des
concentrations inhibitrices responsables de 50%adgvite antiradicalaire (Ghy de 2,585

et 4,625 pg/ml pour I'extrait de la VB et I'extraé la VK respectivement, la comparaiso
des IGonous a permate conclure que les deux extrais présentent upélenrs activité

antiradicalaire que les antioxydants utilisés constaedards , le BHT et la rutine.
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Autres testsn vitro, les test blanchissement de R-caroténe et du pordducteur. Des
résultats obtenus, Cette capacité antioxydanteoedirmée par les tests du blanchissement
de R-caroténe et du pouvoir réducteur. En effed, prdyphénols des extraits d’olive des
VB et VK, respectivement sont aussi capables ddehla peroxydation lipidique avec des
pourcentages appréciables de I'ordre de 97,27 % @5% .Ainsi, ils possedent un tres
grand pouvoir réducteur avec dessgite 5,055 pg/ml et 6,110 pg/ml.

L’activité anticoagulante des polyphénols d'olive été également évaluée vitro en
utilisant les tests du temps de céphaline-kadli@GK) et du temps de Quick (TQ). Les
temps de coagulation obtenus sur un plasma normgrésence des ces polyphénols
indiquent qu’elles exercent une grande activitdcaagulante sur les deux voies de la
coagulation et cette activité est plus observée [@ovoie endogéene de la coagulation .En
effet, les VB et VKsont capables d’allonger le TQ presque 4 fois ptu3 fois plus élevée
par rapport au contrle négatif respectivement.sihiils permettent d’allonger le TCK
6,21 et 6,14 fois plus que le contréle négatif.

L'olive et ses drivés (huile et olive de table) ggdent de innombrables propriétés
biologiques parmi lesquelles les activités antdayte et anticoagulante, étudiées dans ce
mémoire donnant des résultats préliminaires et gsffee des études complémentaires

approfondies. Ainsi, de nombreuses perspectiveggmetre envisagées :

% Caractérisation quantitative des composés polydligres issus de différentes
sources : de pulpe, de feuilles, d’écorce, de ngrg de margine et d’huile d’olive
par des méthodes de séparation plus performante{@L/SM, CG/SM...).

« Evaluationin vivo des activités anticoagulante et antiplaquettaites extraits
phénoliques d'olive.

% Application des tests spécifiques pour I'estimatie I'activité anticoagulante par
ciblage des facteurs clés de la coagulation :Htb(hbine)et FX(prothrmbine).

« Purification des polyphénols et détermination derdeactivités anioxydante, et
anticoagulante séparément et combinés pour fasorér I'effet synergique entre

ces molécules.
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Les différentes variétés d’olive cultivées en Almésource du document COI : conseil oléicole

internationale)

N° Code Variété d’'olive N° Code Variété d’olive
1 SAA000155 Bouchouk 33 SAA000117 Abani
2 SAA000157 Souidi 34 SAA000119 Aaleh
3 SAA000159 Ferkani 35 SAA000153 Bouchouk lafayette
4 | SAAO00191  Sigoise 36 SAA000591 Aharoun
5 SAA000193 Akerma 38 SAA000603
Taliani

6 | SAAD00195  Aghenfas 39 SAA000605 Blanquette
7 SAA000197 Boughenfous 40 SAAQ00607 Gerboua
8 SAAD00199 Mekki 41 SAA000608 Olive De Guelma
9 SAA000229 Bouchouk guergour 42 SAAQ00615 lesauE
10 | SAA000231 Aghchren d'el ousseur 43 SAA000616 Selti
11 | SAA000234 Aguenaou 45 SAA000617 Balbale
12 | SAAQD0237  Zeletn 46 SAA000618 Bouchoukra
13 | SAA000239 Neb Djemel 47

SAA000619 Derdi
14 | SAA000274 Aghchren de titest 48

SAA000552 Abeskri
15 | SAA000543 Chemlal 49 SAA000553 Azeboudj
16 | SAA000035 Takesrit 50 SAAQ00554 Khadraya
17 | SAA000036 Grosse du hamma 51 SAAQ00555 Azougagh
18 | SAA000075 Boukaila 52 SAAD00558 Akenane
19 | SAAD00076  Bouricha 53 SAA000578 Ahia ousbaa
20 | SAA000115 Bouichret 54 SAA000579 Zeboudj

boudoudane

21 | SAA000116  Aime 55 SAA000580 Azeboud
22 | SAA000269 Agrarez 56 SAA000581 Biskri
23 | SAA000270  Azerad - . Zitoun
24 SAA000271 Aberkane 58 SAA000583 Blanquette de gastu
25 | SAA000013 Blanquette de guelma 59 SAAQ00584 Rougette
26 SAA000017 Ronde de miliana 60 SAA000548 Agrarez (Setif)
27 | SAA000019 Longue de miliana 61 SAA000550 Atounsi (Setif)
28 | SAA000033 Tabelout 62 SAA000551 Aghchren (Setif)
29 | SAA000037 Rougette de mitidja 63 SAA000559 Aguenaou (Setif)
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Les différentes variétés d'olive cultivées en Aléource du document COI : conseil oléicole
internationale)

30 | SAA000077 Limli 64 SAA000549 Aimel (Setif)

31 | SAA000073 Hamra 65 SAA000560 Altifane 72

32 | SAA000113 Tefah 66 SAA000561 Abouchouk
(Setif)73

N Code Variété d'olive

67 | SAA000562 Tabouchoukt (Setif) 67
68 | SAA000563 Aghenfas (Tamokra) 68
69 | SAA000565 Azeradj (Tamokra)

96
70 | SAA000566 Abouchouk (Tamokra) 70

Source de docurent : COI

71 | SAA000567 Akerma (Tamokra) 71
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Structures chimiques des Polyphénols identifiés desfruits |, les feuilles et les huiles d'olive

classées par ordre alphabétiqu@fmar, S.H.,2010).
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Aaxes
Les effets bénéfiques des composés phénoliquefivdessur la santé (Cicerale, Conlan, Sinclair, &
Keast, 2009; Cicerale, Lucas, & Keast, 2010).
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Les principaux activités biologiques exercées par l'olive

Activités biologiques

Références bibliographiques

Antioxydante directe

(Owenet al., 2000)
(Amro, et al.,2003
(Somovagt al.,2003)
(Turner, 2005)
(Jemaiet al, 2008)

Activité anti-inflammatoire

Inhibition de la phospholipase A2
Inhibition de la libération de I'acide
arachidonique

Inhibition de la lipooxygénase et de la
cyclooxygénase

(Petroniet al,1995)
(Fehri,et al., 1996)
(De la Puerta, 1999)
(Miles, et al., 2005)

Activité cardioprotectrice
Inhibition de I'agrégation plaquettaire
Activité antiathérogénique
Inhibition de I'oxydation des LDL

(Circostaet al.,1990)
(Andrikopouloset al, 2003
(Somovagt al, 2003)
(Ferroni,et al., 2004)
(Manna,et al., 2004)
(Turner,2005)
(Haralabost al.,2006)
(Singh,et al.,2008)

Activité hypolipidimique
Réduction du taux du cholestérol
plasmatique

Activité hypocholestérolémiante

(Andreadouet al., 2006
(Jemaiet al., 2008)
(Omar, S.H.,2010)

Stimulation du systéme immunitaire,
Activité antimicrobienne

Activité antiviral

activité antiallergique

(Fleming,et al., 1973)
(Bisignano.et al.,1999)
(Lee-Huanget al., 2003)

Protection de la peau

(Battinelli, et al.,2006)
(Viola, et Viola,2009)

Activité anticancéreuse, antitumorale
antiproliférative

(Owen, RW., Giocosa, A.,2000)
(Fki, et al.,2005)
(Hamdi, et Castellon,2005)

Activité antidiabétique
Activité hypoglycémiante

(Gonzalezgt al.,1992)
(Trovato,et al.,1993)
(Al-Azzawie, et al.,2006)
(Omar, S.H.,2010)

Activié antihypertensive, hypotensive

(Cherif, et al ,1996)
(Ferraragt al., 2000)
(Khayyal, et al., 2002)
(Somovagt al., 2003)




Résumé
L'objectif de cette étude est I'évaluation des\ats antioxydante et anticoagulante des polypleabtenus a partir des extraits de
pulpe d'olive Qlea europaea L.)de deux variétés cultivées a Sétif . La carddéion pomologique des deux variétés étudiéesatnd
une différence inter-variétale en terme de poidsgdur, longueur, taux d’humidité et de la tenenrheile et son contenu en
polyphénols. L'analyse quantitative des extraité\&lée une richesse des olives par les polypbé&ides flavonoides mais le contenu
en flavonoides est faible par rapport a celui delgphénols pour les deux variétés étudiées.L’amalysalitative des deux extraits
polyphénoliques par CCM a révélé la présence de reumbonstituants, parmi lesquels I'oleuropéindytesol, la catéchine, la rutine
Jla quercitine, la vanilline et I'acide gallique.lppuvoir antioxydant de ces extraits a été évaftuéitro par les tests du DPPHlu
blanchissement de 3-caroténe et du pouvoir réduddms résultats obtenus, il ressort que ces pélypls ont une grande capacité de
piéger le radical DPPHavec des G} de 2,585 et 4,625 pug/ml pour I'extrait de la viriBouchouk et I'extrait de la variété Khanfes
respectivement. Cette capacité antioxydante esirooéd par les tests du blanchissement de [3-caretéhepouvoir réducteur. En effet,
ces polyphénols sont aussi capables d’inhiberrdaxgdation lipidique avec des pourcentages appoéesade 'ordre de 97,27% et 94,45
% et elles possédent un trés grand pouvoir rédueteec des Cfg de 5,055 et 6,110 pg/ml pour les extraits desttésiBouchouk et
Khanfes respectivement. L'activité anticoagulanés éxtraits de polyphénols d'olive a été égalendeatuéein vitro en utilisant les
tests du temps de Quick (TQ) et du temps de céphiéholin(TCK). Les temps de coagulation obtenuswsuplasma normal en
présence des ces polyphénols indiquent qu'ils ex¢ngne grande activité anticoagulante sur les @eies de la coagulation mais cette
activité est plus marquée sur la voie endogénesyuda voie exogene.
Mots clés:Olea europaea L , polyphénols , espéeces réactives , thrombose, @ctintioxydante ,activité anticoagulante.
Abstract
The objective of this study is the evaluatioranfioxidant and anticoagulant activities of polgpbls obtained from extracts of olive
pulp(©lea europaea L.) of two varieties cultivated in Setif. The rRological characterization for the two varietidésdsed showed a
difference between them in terms of weight, widéimgth, humidity and oil content and its polypheoohtent. Quantitative analysis of
extracts revealed a wealth of olives by polyphemold flavonoids, but the content in flavonoidso lcompared to that of polyphenols
for both studied varieties.Qualitative analysistwb polyphenolic extracts by TLC revealed the preseaf numerous constituents,
including oleuropein, tyrosol, catechin, rutin, cgign, vanillin and gallic acid. The antioxidantpzecity of this polyphenolic extract was
evaluatedn vitro by three different tests: DPPHee radical scavenging assay, R-carotene bleg¢b@t and reducing power assay. The
extract demonstrated a great capacity to scaveige DPPHradical with an 1G, equal to 2.585 and 4.625 pg/ml for the variety
Bouchouk extract and for the variety Knanfes exireespectively. This antioxidant capacity is comfied by the [3-carotene bleaching
assay and the reducing power test. Indeed, thesests are also able to inhibit lipid peroxydatisith respectable percentages of about
97. 27 % for the extract of Bouchouk variety and4946 for the extract of Khanfes variety and theyeha great reducing power with
an EG, of 5.055 and 6.110 pg/ml respectively.The anticdeg activity of olive polyphenols was also evaédhin vitro by using two
tests: the test of the cephalin-kaolin time andtést of Quick time.The times of coagulation obtgiron normal plasma in the presence
of these polyphenols indicate that they carry aticaagulant activity on the two pathways of coagiola but this activity is highly
marked on the endogenous pathway than on the ezoggathway.
Key words: Olea europaea L , polyphenols , reactive species , thrombosis paittant activity, anticoagulant activity.
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