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Glossaire

Espeéces radicalaires : sont des molécules possédant un électron célibataire.

Espeéces non-radicalaires : sont des molécules ne possédant pas d'électron célibataire.
Hypertension artérielle(HTA) : est un trouble cardiovasculaire se manifestant par une
tension artérielle élevée.

Hypertrophie : I’augmentation du volume des adipocytes.
Hyperplasie : I’augmentation du nombre d’adipocytes qui le compose.

Les maladies neurodégénératives : c’est une pathologie progressive qui affecte le cerveau
ou plus globalement le systeme nerveux, entrainant la mort des cellules nerveuses comme la

maladie d'Alzheimer.

Masse grasse : est la graisse située entre la peau et les muscles. Elle est aussi présente a
I’intérieur des cellules.

Peroxydation lipidique : est une réaction en chaine provoqué par les dérivés de 1’oxygene
qui conduit & la formation d'un peroxyde.

Tocophérol : Composé organique de forte activité biologique entrant dans la composition de

la vitamine E.
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Résumé

L’¢épidémie actuelle d’obésité est un probléme de santé publique majeur de trés
nombreux pays a travers le monde. Cette épidémie s’explique en partie par une abondance de
nourriture a haute densité énergétique associée a une sédentarisation de la population. C’est
une maladie multifactorielle complexe qui expose 1’organisme a des complications
métaboliques.

L’objectif de notre travail est d’évaluer la composition physicochimique de 1’huile
d’oléastre, ensuite de vérifier I’efficacité d’un régime expérimental enrichi en huile d’oléastre
par la correction des altérations métaboliques associées a 1’obésité nutritionnelle, chez le rat

Wistar.

Nos résultats révélent que notre huile est riche en polyphénols et que le régime cafétéria
provoque une augmentation du poids corporel associée a une élévation du poids relatif du
foie ainsi que de nombreuses altérations du métabolisme glucidique, des lipides plasmatiques
et des lipoprotéines. Rajoutant la perturbation du statut oxydant/antioxydant et la
déstructuration de tissu hépatique. Cependant, la consommation du régime enrichi en huile
d’oléastre pendant 4 semaines, entraine une réduction du poids corporel accompagnée d’une
diminution du poids du foie, une diminution de la glycémie, des teneurs en triglycérides et en
cholestérol au niveau du plasma et des lipoprotéines. L’enrichissement du régime en huile
d’oléastre peut également protéger contre la stéatose hépatique et améliore le statut
oxydant/antioxydant. En effet, on note une réduction des teneurs plasmatiques en
malondialdéhyde, en diénes conjugués et une augmentation de pouvoir antioxydant total de
plasma. En conclusion, les altérations du métabolisme et de la balance redox associées a
I’obésité nutritionnelle peuvent étre corrigées par la consommation réguliére en huile

d’oléastre.

Mots clés : obésité, huile d’oléastre, régime cafétéria, métabolisme et le statut

oxydant/antioxydant



Abstract

The current epidemic of obesity is a major public health problem in many countries
worldwide. This epidemic is partly explained by an abundance of energy-dense food
associated with a sedentary lifestyle. It is a complex multifactorial disease that exposes the

body to metabolic complications.

The aim of our work is to evaluate the physicochemical composition of oleaster oil.
Then, to verify the effectiveness of an experimental diet enriched with oleaster oil by the
correction of the metabolic alterations associated with nutritional obesity in the rat wistar.

Our results reveal that the cafeteria diet causes an increase in body weight associated
with an increase in the relative weight of the liver as well as numerous alterations in
carbohydrate metabolism, plasma lipids and lipoproteins. Adding the disruption of the oxidant
/ antioxidant balance and the destructuring of liver tissue.However, consumption of the
oleaster oil-enriched diet for two months results a reduction in body weight accompanied by
a decrease in liver weight, a decrease in blood glucose, triglyceride and cholesterol levels in
the plasma and lipoproteins. The enrichment of the oleaster oil diet can also protect against
fatty liver and improves the oxidant / antioxidant status. Indeed, there is a reduction in
malondialdehyde, conjugated dienes plasma levels and an increase in total plasma antioxidant
potency. In conclusion, alterations in metabolism and redox balance associated with

nutritional obesity can be corrected by regular consumption of oleaster oil.

Key words: obesity, oleaster oil, cafeteria diet, metabolism, oxidant / antioxidant status
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Introduction générale

La surcharge pondérale est aujourd’hui reconnue comme un réel fléau, a tel point que
I’organisation mondiale de la sant¢é (OMS) la déclare comme premiére épidémie non-
infectieuse de I’histoire, et un probléme majeur du siécle qui frappe aussi bien les pays

industrialisés que les pays en voie de développement (OMS, 2012).

En plein essor dans le monde, l'obésité touche aujourd'hui prés de 650 millions d'adultes,
soit 13% de la population mondiale adulte, un pourcentage qui pourrait atteindre 20% d'ici

2025 si le rythme de progression actuelle de cette épidémie se maintient (Lefigaro, 2016).

L’obésité est généralement le résultat d’un déséquilibre entre les calories consommées et
les calories dépensées. Les conséquences sociales, personnelles et psychologiques sont bien
connues, c¢’est une source d’inconfort physique et un facteur de rejet social, et une espérance
de vie moindre, et plus le surpoids est important, plus le risque de décés précoce est grand
(OMS, 2004). 1l s’agit de I’épidémie du siecle ; C’est d’une part en raison de sa rapide
progression, et d’autre part, de son énorme impact sur la santé des populations. Les maladies
liées a I'obésité comprennent les maladies cardiovasculaires, le diabete de type 2,

dyslipidémie, I'apnée du sommeil, des problémes respiratoires (Ailhaud et Guesnet, 2004).

Généralement, l'obésité est associée au stress oxydant qui joue un réle important dans le
développement des cancers et des autres maladies (Reaven, 2005). Le stress oxydant est
défini comme un débalancement entre la production d'oxydants et les molécules antioxydants
en faveur des oxydants. Ce stress est caractérisé par un déséquilibre provoqué essentiellement
par une production exagérée des especes réactives oxygénées (ROS). Qui sont responsable
des altérations biologiques, telles que la peroxydation lipidique et un déficit des défenses

antioxydantes (Berger, 2006).

Face aux effets secondaires de la chirurgie et aux effets indésirables des drogues de
synthéses pour la perte de poids, les recherches actuelles dans le traitement de I'obésité se
préoccupent de l'utilisation des produits naturels (Nyahnjike et al, 2005). Beaucoup d’entre
eux contiennent des vitamines, des minéraux, des fibres, des polyphénols, des stérols et
alcaloides qui peuvent augmenter les dépenses énergétiques, diminuer 1’apport des calories et
agissent comme régulateur de métabolisme des graisses dans le corps (James, 2017). Parmi

ces produits Olea europaea oeastre dont son utilisation est trés fréquente dans nos traditions.

L'huile d'oléastre est une huile thérapeutique efficace contre plusieurs maladies, la richesse

en composés phénoliques de cette huile réduit le stress oxydatif (Belarbi et al, 2011).
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Afin de comprendre la physiopathologie du développement d’une obésité nutritionnelle et
sa correction nutritive, et d’avoir une définition plus précise de ses effets sur le métabolisme

et le statut redox, ce travaille a plusieurs objectifs:

1. Déterminer la composition physico-chimique de I’huile d’oléastre (indices physico-

chimiques, tocophérols et polyphénols)

2. determiner les effets du régime hypergras (cafétéria) sur le métabolisme lipidique et le

statut oxydant/antioxydant chez le rat Wistar.

3. Voir les effets de la consommation de I’huile d’oléastre en analysant les modifications
lipidiques, glucidiques, du statut oxydant/antioxydant (malondialdéhyde, oxydation in vitro
des lipoprotéines, pouvoir antioxydant total du plasma et vitamine C), et de son effet

correcteur du tissu hépatique endommagé par 1’obésité chez les rates obeses.
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1.1. Généralités sur I’obésité

L'obésité est une maladie multifactorielle qui se caractérise par un exces de masse grasse avec
des conséquences négatives pour la santé physique, psychique et des conséquences sociales
(Berdah, 2008). A I’échelle mondiale, plus de 1,9 milliard d’adultes étaient en surpoids en
2016. Sur ce total, plus de 650 millions étaient obéses. Le hombre de personnes en surpoids
devrait atteindre 3,3 milliards d’ici 2030 selon 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS)
avec un taux d’obésité avoisinant les 20%. De plus, la prévalence du surpoids et de 1’obésité
chez les enfants et les adolescents ages de 5 a 19 ans a augmenté de facon spectaculaire,
passant d’a peine 4% en 1975 a un peu plus de 18% en 2016. L.’augmentation a été la méme
chez les garcons que chez les filles: en 2016, 18% des filles et 19% des garcons étaient en
surpoids (OMS, 2017).

En effet, chez I'homme la graisse s'accumule généralement sur 1'abdomen et le thorax ou I’on
parle d’obésité androide (en forme de pomme) tandis que la masse de graisse se répartit
préférentiellement sur les hanches et les cuisses chez la femme qui présente alors une obésité

gynoide (en forme de poire) (Blouin et al., 2008) (Figure 01).

Obésité ganoide Obésité androide

(En forme de poire) (En forme de pomme)

& S

Figure 01:La répartition de la masse grasse chez la femme et chez ’homme (Blouin et al., 2008)

En pratique clinique courante, I’estimation de la masse grasse est basée sur des mesures

anthropométriques telles que le poids et la taille. Chez I’adulte, ’OMS définit I’obésité en

fonction de I’Indice de Masse Corporelle (IMC). Celui-ci est calculé par la formule suivante

IMC(kg/m?) = Poids (kg) / Taille2 (m?), cet indice est considéré comme la référence internationale

pour le diagnostic positif de 1’obésité (Wémeau et al., 2014) (Tableau ).
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Tableau | : Indice de masse corporelle (en kg/m?) (Héléne et al., 2016).

IMC Classification

<16 Maigreur extréme

<185 Maigreur

18,5-24,9 Poids normal

25-29,9 Bon poids

30-34,9 Obésité classe | (modérée)
35-39,9 Obésité classe Il (sévére)
> 40 Obésité classe Il (morbide)

I.1. 1.Facteurs de risque de I'obésité

Le niveau de consommation d’un individu d’une part, et sa dépense énergétique d’autre part,
sont les deux grands facteurs traditionnellement reconnus dont les niveaux relatifs peuvent
conduire au développement de I'obésité. Lorsque I'organisme regoit plus qu'il ne dépense, il

stocke une partie de I'apport sous forme de graisses dans le tissu adipeux.

L’épidémie d’obésité¢ implique des perturbations des mécanismes neuronaux et humoraux qui
controlent la satiété et I’appétit (Djohan, 2017). Ces perturbations sont influencées en grande
partie par les mauvaises habitudes alimentaires de 1’individu, s’est récemment surajoutée la
sédentarité des populations qui provoque la réduction de I’activité physique. Néanmoins, nous
ne sommes pas tous égaux face a 1’obésité et il est maintenant établi que la surcharge
pondérale est influencée par 1’hérédité (Reggio, 2016).De plus, plusieurs autres facteurs tels
que le stress et les états dépressifs emmenent I’individu a se réfugier dans la nourriture, celle-
ci servant ainsi d’outil de réconfort, la prise de certains médicaments (les antipsychotiques, les
glucocorticoides antidépresseurs, antiépileptiques ou encore antidiabétiques) et 1’arrét de sport

sont des facteurs déterminants de I’obésité (Ceppo, 2014 ; Amar et al., 2016).
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1.2. Obésité et organes
1.2.1 Tissu adipeux

Le tissu adipeux (masse grasse) est un tissu conjonctif spécial contenant des cellules
graisseuses, appelées adipocytes. L’adipocyte est le siege principal de 1’activité métabolique

dont le stockage des graisses, riches en énergie (Djohan, 2017).

On distingue deux formes de tissu adipeux chez les mammiféres : tissu adipeux blanc et le

tissu adipeux brun (figure02).

e Le tissu adipeux brun : dont la principale fonction est d’assurer le maintien de la
temperature corporelle : il est donc capable de thermogenese. (Caér, 2016).
e Letissu adipeux blanc : est reparti en différent endroits de I’organisme .On distingue

principalement le tissu adipeux sous cutané et le tissu adipeux viscéral (Caér, 2016).
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Figure02 : Dépots de tissus adipeux (Ouchi, 2011).
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Le stade initial I’adipogénése est caractérisé par une prise de poids, au cours du quel les
adipocytes s’hypertrophient (augmentent de volume) (Faucher et Poitou, 2016). Lorsqu’ils
ont atteint leur volume maximal, ils ont la capacité de recruter de nouvelles cellules, le pré
adipocytes, qui se différencient en adipocytes matures capables de se charger de triglycérides,

ce que 1’on appelle I’adipogénése (Faucher et Poitou, 2016) (figure 3).
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Détermination et différenciation de I'adipocyte
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Figure03 : Les différentes étapes de la différenciation adipocytaire (Elyoubi, 2017).

Apres une phase d’aggravation de la maladie aboutit au stade d’obésité caractérisée par
I’apparition de comorbidités a la fois métaboliques (diabéte de type 2, hypertension,
dyslipidémie), mécaniques (apnées du sommeil et insuffisance veineuse) et aussi par des

fluctuations pondérales (Faucher et Poitou, 2016).
1.2.2 Le foie

Le foie, un des organes les plus importants de 1’organisme, puisqu'il assure de nombreuses
fonctions, en particulier la synthése et sécrétion de la bile. D'autre part cette glande joue un
role de premier plan dans le métabolisme des sucres et des lipides (corps gras comme le
cholestérol entre autres), la synthése du glycogéne et le stockage de la vitamine B12 ainsi que
celui du fer (Quilliot et al., 2011).

Dans le foie, les acides gras libres excédentaires provoguent une hausse de la production de
glucose, de triglycerides et la sécrétion de lipoprotéines de tres basse densité (VLDL). Les
troubles des lipoprotéines incluent des réductions du cholestérol- HDL et une hausse de la
densité des lipoprotéines de basse densité (LDL) (Robert et Scott, 2007).

1.3.Modé¢les d’obésité nutritionnelle

L’induction de I’obésité par intervention nutritionnelle permet de se rapprocher des
pathologies humaines. La plupart des régimes utilisés sont hypercaloriques et enrichis en

lipides, en glucides ou en lipides et glucides. Ils varient donc par la nature des nutriments
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apportés, mais également par le pourcentage de calories apportées (Henri, 2011). Parmi ces

régimesona:
a) Le régime cafétéria

Le régime cafétéria est composé d’aliments consommés quotidiennement par 1’homme. Il
permet de reproduire 1’alimentation occidentale: il est hypercalorique avec une haute teneur
en sel et un faible apport en fibres. Ce régime induit une hyperphagie, une augmentation de
I’énergie absorbée et de prise de poids et conduit a une hyper-insulinémie et une

hyperglycémie avec une diminution de la tolérance au glucose (Brandt, 2010).
b) Le régime hyper gras

Un grand nombre de protocoles basés sur la modification du régime alimentaire dans le but
d’étudier I’obésité utilisent des régimes enrichis en graisses, également appelés régimes High-
Fat (Hf).Classiquement ces régimes contiennent un pourcentage de calories apportées par les
lipides compris entre 35% et 60%. Les lipides utilisés sont généralement d’origine animale
par exemple la graisse du mouton (riche en acides gras saturés) et conduisent a

I’augmentation de la masse corporelle avec une hyper insulinémie (Henri, 2011).
I. 4. Obésité et complication

L’obésité est associée a un taux élevé de mortalité d’autant plus qu’elle survient plus tot dans
la vie adulte. Elle expose 1’organisme a des complications métaboliques qui se traduisent par
des pathologies chroniques qui sont loin d’étre bénignes (Héléne Salalin et al., 2016).

Le diabéte de type 2, via I’insulino-résistance, est une complication fréquente de 1’obésité, le
mécanisme initial serait une faible capacité de stockage des graisses dans le compartiment
sous-cutané abdominal, entrainant une accumulation des graisses. Ceci s’accompagne d’une
augmentation des acides gras libres circulants dans le sang qui vont agir par inhibition directe
du transport musculaire du glucose, une diminution de la synthese de glycogene dans le
muscle ainsi qu’une désensibilisation des récepteurs membranaires a 1’insuline dans les tissus
cibles ce qui favorise une augmentation de production du glucose par le foie conduisant a une
hyperglycémie ( Karamoko,2006 ; Allam et Ndoul, 2017).

Une production accrue d’insuline ayant pour but de palier a ’hyperglycémie est alors lancée,
cette progression continue méne a un défaut de fonctionnement des cellules B pancréatiques et
a leur éventuelle apoptose. Les complications de I’insulino-résistance ne se quittent pas

seulement au diabete de type 2 mais provoque aussi des dyslipidémies en conduisant vers



I’augmentation de la production des acides gras libres au niveau hépatique qui stimulent la
synthése de triglycérides sous La forme de VLDL, ainsi que la diminution des HDL
cholestérol (Bruckert, 2011) (Figure 04)

Anomalies métaboliques et

endocriniennes
Diabete de type 2 (16%)
Dyslipidémie (26%)

Maladies cardiovasculaires

HTA (35%)

Complications
ostéoarticulaires

Arthrose (genoux, hanches) (8.8%)
Lombalgies chroniques

Limitation de |a mobilité et de
I'activité physique

nsuffisance cardiaque (2.9%)

nsutfisance coronarienne (2.3%)

Hyperuricemie
" Maladie thromboemboligue

Dystrophie ovarienne avec
velineuse

dysovulation
Accidents vasculaires cerebraux
Hypogonadisme

Autres

Pathologies digestives Pathologies respiratoires
Lithiase biliaire Syndrome d'apnees du sommeil
Steatose, hépatite stéatosique non (6%)

alcoolique (NASH) Hypoventilation

Reflux gastro-oesophagien Asthme

Hypertension intra cranienne
Protéinurie

Incontinence urinaire (femme 35%)
Mycoses, hypersudation

Figure 04 : les principales complications observées par localisation de I’obésité (Hélene
Salaiin et al., 2016)
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11.1. Définition de stress oxydatif

Le stress oxydant est défini comme un débalancement entre la production d’oxydants, ou ERS
(Espéces Réactives d’Oxygéne), et les molécules antioxydantes en faveur des oxydants. Le
terme ROS fait référence a plusieurs types de métabolites réactifs a I’oxygene tels que les
radicaux libres et d’autres non-radicalaires tel que le peroxyde d’hydrogéne (H,O;). Les
radicaux libres sont des molécules hautement réactives possédant un ou plusieurs électrons
non appariés sur leur couche externe tels que I’anion superoxyde (O,¢) ; Radical hydroxyle
(OHe*); Monoxyde d'azote (NO¢); Radical peroxyle (ROO¢); Radical alkoxyle (RO*) (Figure
05).

Systéme de défense
par les antioxydants

T —————

Radicauxlibres
ERO & ERN

e —

Figure 05 : Déséquilibre de la balance des espéces pro oxydants et des systémes de
défense antioxydants (Belaich et Boujraf, 2016).

Il .2 . Espéces réactives

Les principales especes réactives oxydantes sont dérivées de 1’0xygene et de 1’azote, et
peuvent étre produites par le métabolisme cellulaire normal tout comme pathologique ou par
exposition environnementale (ex : tabagisme, ozone, rayons UV...) (Bloomer et al., 2008 ;
Robertson et al., 2007).

Les espéces réactives se divisent en deux familles: les espéces réactives de 1’oxygene (ERO)

et les especes réactives de 1’azote (ERN) (Sosa et al., 2013).
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II .2.1. Espéces réactives de I’oxygeéne

En effet, lors du métabolisme normal, la réduction tétravalente de I’oxygeéne en eau se fait en
plusieurs étapes successives qui donnent naissance a des intermédiaires potentiellement
réduits, appelés especes réactives de 1’oxygéne (ERO) (tableau I1). Parmi ces espéces,
certaines appelées radicaux a électron libre ou radicaux libres qui se caractérisent par un ou
plusieurs éelectrons non appariés sur leur couche externe ce qui leur confére une certaine
instabilité ,en arrachant donc des électrons a d'autres molécules. Les plus connus de ces
radicaux libres de I’oxygene sont I’anion Superoxyde (O2¢) et le radical hydroxyle (OHe)
(Migdal et Serres, 2011).

Bien que les espéces radicalaires soient généralement tenues pour responsables d’effets
déléteres dans la cellule, certaines molécules non-radicalaires présentent également une
activité oxydante significative, parmi lesquelles le peroxyde d'hydrogéne (H,0,), et l'acide
hypochloreux (HCIO) (Habbout, 2012).

Tableau I1: Les espéces réactives de I'oxygene (Migdal et Serres, 2011).

Radicaux libres (RL) Espéces réactives non radicalaires
Anion superoxyde (027) Peroxyde d’hydrogene (H202)
Hydroxyle (OH") Acide hypochlorique (HOCI)
Hydroperoxyle (HO2") Oxygeéne singulet (102)

Peroxyle (RO2") Ozone (03)

Alkoxyle (RO") Hydroperoxyde (ROOH)

Dioxyde de carbone (CO27) Peroxynitrite (ONOQ")

IT .2.2. Espéces réactives de I’azote

Le monoxyde d’azote radicalaire ou NOe est un composé important; il est notamment
synthétisé par les cellules endothéliales via 1’action de NO synthétases(NOS) sur la
L-arginine, toutefois le NOe< peut étre converti en ion nitrosium (NO+), en anion nitroxyl

(NO-) ou en peroxynitrite (ONOO-) (Hare, 2004).

10
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11 .3. Origine des especes réactives oxygenees

Les ERO peuvent avoir diverses origines, tel que des facteurs environnementaux comme:
I’exposition prolongée au soleil, la lumiére UV, la consommation excessive de médicaments,
le contact avec des agents cancérigenes, la pollution, ou méme des facteurs endogénes comme
la chaine de transport des électrons dans les mitochondries, les phénomenes inflammatoires

chroniques ou aigus et la mauvaise alimentation (Thanan et al., 2014)(figure6).

(-Chaine respiratoire \ (-Irradiations. \

mitochondriale.
-Métaux lourds.
-Inflammation. -

-Médicaments.

-Stress.

emi : acti -Polluants
-Hyperglycémie et Espéces réactives s
atmosphériques

\hyperlipidémie. j \ j

endogenes exogenes

Figure 06 : Origines des espéces réactives (Djohan, 2017)

11 .4. Cibles biologiques des especes réactives

Si a faible quantité les ERO jouent un réle physiologique a divers niveaux du fonctionnement
de T’organisme : régulation le phénoméne de 1’apoptose ou d’activer des facteurs de
transcription, la neurotransmission et le fonctionnement rénal,...) (Hare, 2004). Mais, s’ils
sont formés en grande quantité elles deviennent pathologiques. Du fait de leur nature instable,
elles sont tres réactives vis-a-vis de substrats biologiques tels que les protéines, les acides

nucléiques, les lipides et lipoprotéines (Djohan, 2017).
11.4.1. Acide désoxyribonucléique ou ADN

Les acides nucléiques sont particulierement sensibles a l'action des radicaux libres. L’attaque
de I’ADN va entrainer la modification des bases puriques et pyrimidiques ou des cassures au
niveau de la double hélice donc des mutations, qui peuvent avoir de graves conségquences sur
la synthese des protéines et sur la transmission de l'intégrité du patrimoine génétique
(Thanan et al., 2014) .

11
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I1.4.2. Lipides et lipoprotéines

Les radicaux libres peuvent attaquer les lipides et notamment les acides gras mono- et
polyinsaturés (AGPI) car la présence d’un groupement méthyléne entre deux doubles liaisons
les rend particulierement sensibles a 1’oxydation.

Ce phénomene appelé peroxydation lipidique qui est une réaction qui se déroule en trois
étapes : initialisation , propagation et réaction de terminaison au cour de laquelle un radical
hydroxyle arrache un hydrogene sur les carbones situés entre deux doubles liaisons des AGPI
pour former un radical diéne conjugué qui sera oxydé en radical peroxyde (ROQOe¢),c’est la
phase d’initiation . Le radical peroxyde formé se transforme en peroxyde au contact d'un autre
acide gras qui forme un nouveau radical diene conjugué propageant ainsi la réaction. Et Parmi
les produits finaux formés au cours de ce processus d’oxydation lipidique: le

Malondialdéhyde(MDA) et le 4-hydroxynonenal (4- HNE) (Djohan, 2017).
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Figure 07 : Peroxydation lipidique (Chan et al., 2012)

11.4.3. Protéines

L’oxydation des protéines implique des acides aminés spécifiques. Ce sont des acides aminés
qui  possedent des susceptibilités différentes vis-a-vis des ER, Les plus réactifs sont
I’histidine, la proline, le tryptophane, la cystéine et la tyrosine (Haleng et al., 2007). Leur
oxydation affecte la fonction des proteines qui peuvent se fragmenter ou former des
agglomeérats les rendant susceptibles a la protéolyse, et résulte en la formation de protéines

carbonylées (Fisher-Wellman et al., 2009).

12
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11.5. Défenses cellulaires contre le stress oxydant

Compte tenu de la toxicité des EOR I’organisme dispose de systémes de défense, regroupés

sous le terme d’antioxydants. Un antioxydant correspond a une substance qui peut, a faible

concentration comparée aux substrats oxydables, supprimer ou empécher 1’oxydation de ceux-

ci (Halliwell et Gutteridge, 1990). Comme le montre le (tableau I11), I’organisme dispose

d’un vaste réseau d’antioxydants et peuvent étre non enzymatiques ou enzymatiques,

synthétisés par I’organisme ou apportés par notre alimentation (Powers et Jackson ,2008).

Tableau I11: Tableau récapitulatif des principaux antioxydants et de leurs modes d'action

(Powers et Jackson ,2008).

Catégorie d’antioxydants | Nom

Enzymatiques SOD
GPX
CAT
PON1
Non enzymatiques VitE
liposolubles

Caroténoides

CoQ10
Non enzymatiques Vit C
hydrosolubles
GSH
Acide urique
Bilirubine

Acide a —lipoique

Métaux de transition

Modes d’action principaux
Piege O,:-

Inactive H,O, et ROOH
Inactive H,0,

Répare lipides oxydés des LDL
Piege O,:- et OHe, lutte contre
lipoperoxydation (piege ROO-)
Inactivent ‘O,, pigent ROO-
Lutte contre lipoperoxydation,
recycle vit E

Piege certaines ERON, recycle
Vit E

Cofacteur de GPX, protection
des protéines thiols par
s-glutathioxylation

Piege certaines ERO (donne )
Inactive H,0,, lutte contre
lipoperoxydation (piege ROO-)
Piege certaines ERON, chélate
métaux libres, recycle vit E et
vit C

Cofacteursde SOD (Cu,Zn,Mn)

13
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et CAT (Se, Fe)

Protéines de transport Chélatent les métaux de
transition libres

Flavonoides Luttent contre la
lipoperoxydation, piégent OH',
NO3 ", HCIO

11.6. Relation entre le stress oxydatif et I’obésité

L'obésité est associée a un état de stress oxydant, mais elle-méme peut induire un stress
oxydant. Celui-ci a pu alors contribuer a I'obésité d'un certain nombre de différentes voies. Il
pourrait entrainer une augmentation du nombre d'adipocytes, en augmentant leurs tarifs de
production. D'autre part, il pourrait changer le comportement des adipocytes, en affectant leur
capacité de décomposer la graisse pour l'usage comme essence, tandis qu’il existe plusieurs
sources du stress oxydatif dans I'obésité (Bonnefont et Rousselot, 2014). Certaines d'entre
elles sont intrinsequement liées a l'adiposité accrue et la distribution des graisses, alors que
d'autres sont le résultat de comorbidités ou des changements métaboliques liés a I'obésité
(Holguin et Fitzpatrick, 2010) ; car il a était montré que le stress oxydatif dérive d'une
augmentation de la concentration plasmatique en acides gras libres, et I'augmentation de
niveau de leptine, une réactivité vasculaire inférieure a la normale, et une résistance a

I'insuline (Demarchi et al., 2013).

14
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111 .1.Définition de ’oléastre

L'oléastre est un arbre appartenant a la famille des oléacées dont la matiere de base est I'oléine
(Sidi Mammar, 2012). C’est un arbre trés rameux et épineux a branches quadrangulaires et a

feuilles tres petites (Beddiar et al., 2007).

L’Olea europaea, est la principale espece produisant suffisamment de fruits pour étre
comestible (Vossen, 2007). Elle comporte six sous-especes dont la sous-espéce europaea qui
est cultivée en méditerranée. Cette derniere comprend deux formes qui coexistent : la forme
sauvage « oléastre », également appelée « Sylvestris » ou « variété sylvestris » et la forme
cultivée, appelée sous-espece « europaea » OuU « variété europaea /sativa» (Chiappetta et
Muzzalupo, 2012 ; Kailis, 2017) (Tableau V).

Tableau 1V: Critéres morphologiques de classement des oliviers en olivier cultivé et sauvage
(Hannachi et al., 2013)

Critere Olivier cultivé Oléastre
Architecture de Arbre allant jusqu'a Arbuste souvent dense,
I’arbre 15 metres de haut ramifié et épineux ou

avec un a plusieurs arbre jusqua 15 m de

troncs. haut.
Taille du fruit (cm) | 1,2a4 <15
Mésocarpe Epais et charnu Charnu
Ecosysteme Agro Naturel
Teneur en huile (%) >10 <15

I11.2. Noms vernaculaires
Il existe plusieurs noms vernaculaires permet lesquels :

e Azzemmour, désigné sous cette appellation en Kabylie et dans le haut Atlas au Maroc
(Boudribila, 2004).

e Arabe : zebbouj, berbere : Azemmour (Jacques et Meunié, 1982).

e Arabe. : zenbotidje, berbére : Tazebboujt (De Candolle, 1883).

e L’olivier greffé : arabe : zitoun, berbére : Tazemmourt (De Candolle, 1883).

15
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111.3. Taxonomie
Selon Chiappetta et Muzzalupo (2012), la taxonomie de 1’oléastre est :
Régne: Plantae
Embranchement : Magnoliophyta
Sous/embranchement : Magnoliophitina
Classe: Magnoliopsida
Sous /classe : Dialypétales
Ordre: Lamiales
Famille: Oleaceae
Genre: Olea
Espéce: Olea europaea
Sous espéce : Olea europaea europaea
Variété 1: europaea sativa
Variété 2 : europaea oléastre/sylvestris

111.4. Description botanique

L'olivier est un arbre a feuillage persistant de longue vie, généralement plus de 500 ans, mais
des arbres plus agés de 2000 ans ont été enregistrés. Les feuilles matures sont elliptiques et

caractérisées par une couleur grise-verte (Kailis, 2017) (Figure 08).
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Figure 08 : Description botanique de 1’oléastre (Original, 2019).

Structuralement, 1’olive peut étre divisée en trois composantes différentes : 1’épicarpe (peau),
mésocarpe (pulpe ou chaire) et I'endocarpe ligneux (noyau) contenant la graine (Bianchi,
2003) (Figure 09).

L’épicarpe est un tissu protecteur qui représente environ 1 a 3% du poids de la drupe
(Bianchi, 2003). Le changement de couleur de I’épicarpe lors de la maturation est di aux
différents niveaux de pigments chlorophylles, caroténoides et anthocyane qui le composent
(Bianchi, 2003 ; Kailis, 2017).

Le mésocarpe, encore appelée pulpe ou chaire, il est constitué de cellules parenchymateuses
contenant des sucres dissous, des acides, des polyphénols, des colorants hydrosolubles, des

substances et composés inorganiques, ainsi que des gouttelettes d’huile (Kailis, 2017).

L’endocarpe de l'olive consiste en un noyau dur entourant la graine. L'hémicellulose, la

cellulose et la lignine en sont les principaux constituants (Kailis, 2017).

17
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Figure 09 : Schéma d’une coupe transversale d’une olive (Bianchi, 2003)
111.5.Répartition géographique

L'olivier avait été domestiqué au début du Néolithique au Proche-Orient et plus de 1 000
cultivars différents ont été identifiés a ce jour. Cependant, des exemples d'oliviers sauvages
Olea europaea oleaster se trouvent toujours dans le bassin méditerranéen occidental : Maroc,

Algérie, Tunisie, Espagne, France et oriental : Turquie, Chypre et Palestine (Belarbi et al,

2011) (Figurel0).

'
oy

=1 subsp. europea
1

i: subsp. cuspidata

Figure 10: Répartition des sous-espéces d’Olea europaea (Rubio de Casas et al., 2006).
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111.6. Extraction

En Algérie seule la méthode artisanale est utilisée pour 1’extraction de 1’huile de 1’oléastre.
Cette méthode consiste a écraser le fruit entier entre deux pierres puis malaxer manuellement
dans le but de faire sortir I’huile des cellules. Cette pate est mise dans une terrine ou on lui
ajoute de 1’eau bouillante, aprés mélange, on enleve les résidus (tourteau) et le liquide obtenu
est port¢ a ébullition (environ 10 min). L’huile surnage est récupérée a 1’aide d’une louche

(Djeziri, 2012).
I11. 7. Composition chimique d’huile d’oléastre

La composition de I’huile d’olive caractérise sa qualité ; elle varie en fonction de plusieurs
facteurs, en particulier la variété la maturité, la qualité des olives triturées et le procédé

d’extraction, la latitude, le climat et I’origine géographique (Purcaro et al., 2014).

Les composés qu’elle renferme peuvent étre subdivisés en deux grandes catégories (Boskou,

2015) :

- Les substances saponifiables (triglycérides, acides gras) (environ 98% de 1’huile)
- Les substances insaponifiables (environ 2 % de I’huile)

I11. 7.1. Les substances saponifiables

a. Les acides gras

L’abondance de I’acide oléique, un acide gras mono insaturé, est la caractéristique qui définit
I’huile d’olive et surtout celle d’oléastre en dehors des autres huiles végétales. La variabilité
en acides gras est relativement importante, mais en moyenne, 1’huile d’oléastre vierge se
compose de72% d’acides gras monoinsaturés (AGMI), 14% d’acides gras polyinsaturés
(AGPI), représentés majoritairement par 1’acide linoléique et 14% d’acides gras saturés
(AGS) ( Benlemij et Ghaman ,2012) (Tableau V).
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Tableau V: la composition en acides gras de I’huile d’olive selon les normes du Codex

Acides gras

Acide myristique
Acide palmitique
Acide palmitoléique
Acide stéarique
Acide oléique

Acide vaccinique
Acide linoléique
Acide a-linolénique
Acide arachidonique
Acide gadoléique
Acide béhénique

Acide lignocérique

b. Les triglycérides

Formule brute

C14:0
C16:0
Cl6:1
C18:0
C18:1n-9
C18:1n-7
C18:2n-6
C18:3n-3
C20:0
C20:1n-9
C22:0
C24:0

Alimentarius (2003) et du COI (2015).

Codex Conseil oléicole
Alimentarius, 2003 | international, 2015

(%) (%)
<0,1 <0,03
7,5-20 7,5- 20
0,3-3,5 0,3-3,5
0,5-5 0,5-5
55-83 55-83
/ /
3,5-21 2,5-21
<15 <1
<0,8 <0,6

/ <04
<0,2 <02
<1 <0,2

La plupart des acides gras de I'huile d'olive sont présents sous forme de triglycérides, le

triglycéride majoritaire se présente sous forme de trioléine (Purcaro et al., 2014) (Tableau

VI).

Tableau VI: Les principaux triglycérides retrouvés dans 1’huile d’olive (Boskou, 2000).

Triglycéride

C18:1n-9 C18:1n-9 C18:1n-9

C16:0 C18:1n-9 C18:1n-9

C18:1n-9 C18:1n-9 C18:2n-6

C16:0 C18:1n-9 C18:2n-6

C18:0 C18:1n-9 C18:1n-9

Teneurs en %
40 a 59
12420
125420
55a75

3a7
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C16:0 : Acide palmitique. C18:0 : Acide stéarique.
C18:2n-6 : Acide linoléique. C18:1n-9 : Acide oleique.

111.7.2. les substances insaponifiables

L’étude menée par (Hannachi et al .,2013), montre qu’il existe un équilibre qualitatif en

acides gras, de stérols, de chlorophylles et de polyphénols entre oléastre et olivier cultivé.

Une variation quantitative apparait par la richesse en acide oléique et en polyphénols pour les
huiles d’oléastre (Hannachi et al., 2013). La richesse en composés actifs est appuyée par
I’étude de (Bouarroudj et al., 2016) qui confirme des teneurs plus élevées en phénols,
orthophénols, tocophérols, et révéle la présence de deux composés non décrits habituellement

dans les huiles d’olive a savoir : eriodictyol et la naringénine (Tableau VII).

Tableau VII : Teneur en antioxydants (mg/Kg d’huile) de I’huile d’oléastre comparée a
I’huile d’olive cultivé (Dabbou et al., 2011).

Antioxidants huile d’olive cultivé huile d’oléastre
a-Tocophérol 279,56 +1,51 312,95 + 2,67
Chlorophylles 4,69 +0,16 10,00 £ 0,25
Carotenes 1,64 0,03 3,92+0,0
3,4-DHPEA-EA 272,53+1,90 309,08 + 0,87
Phénols totaux 825,42 + 30,12 832,95+ 12,69

I11. 8.Intérét pharmacologique et effet sur la santé

L'huile d'oléastre est une huile thérapeutique qui a fait ses preuves d'efficacité contre plusieurs
maladies, a-t-il ajouté. Selon Sidi Mammar (2011, 2012) les vertus médicinales de ce produit

sont :

e L’¢élimination des mauvais cholestérols LDL.

e Les solutions aux maladies cardiovasculaires.

e L'onction par I'huile d'oléastre des articulations osseuses a donné de bons résultats
dans les affections liées aux rhumatismes et a l'arthrose.

e L'administration par voie rectale suivie d'absorption par voie orale a révélé des

résultats probants dans les maladies hémorroidales.
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e Régule la circulation du sang.

¢ Diminue les douleurs musculaires et le relachement des tissus et des tendons.

La richesse en composés phénoliques de I’huile d’oléastre fournit une protection contre le
processus inflammatoire, réduit le stress oxydatif et préserve d’une dysfonction endothéliale

dans le processus de I'athérosclérose (Claro et al., 2014 ; Nasopoulou et al., 2014).

Selon Ghazghazi et al (2015), I’huile d’oléastre a montré de fortes activités antiradicalaire,
antibactérienne ( Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa , antifongique contre deux
moisissures (Aspergillus niger et Aspergillus flavus) et une levure (Candida albicans)dont les

diametres des zones d’inhibition sont compris entre 13 et 18 mm.
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Notre étude a été réalisée sur une période de 4 mois, s’étalant du mois de Février au mois de
Mai, au niveau de plusieurs endroits : Centre de Recherche scientifique et techniques en
Analyse Physico-Chimiques (CRAPC) Bousmail Tipaza, I’animalerie de Centre de Recherche
et de Développement (CRD) de I'unité antibioticale SAIDAL de Gue de Constantine, Alger,
laboratoire de Biotechnologie Environnement et Santé de la faculté de science de la nature et
de la vie, université de Blida 1, et le laboratoire d’anatomie et cytologie pathologiques de
Blida.

Notre travail expérimental est subdivisé en deux parties :

Une partie in vitro concerne 1’étude physicochimique de 1’huile d olea europea oleastre.

Une partie in vivo a été réalisée sur des rates femelles de souche Wistar, dgées d’un mois et
demi, dont le poids est entre 132g et 135g (au début de I’expérimentation), chez lesquelles nous
avons déterminé certains parametres biochimiques et du stress oxydatif ainsi que 1’étude
histologique du foie aprés les avoir soumis & un régime cafétéria supplémenté ou non en huile

d’oléastre.

I. Matériel
I.1. Matériel biologique
I.1. 1. Matériel végétal

Dans notre étude on a utilisé une huile typiquement méditerranéenne issue des fruits de
I’oléastre ou I’olivier sauvage connu sous le nom vernaculaire « Zebbouj ». Les fruits ont été
récoltés en pleine maturité en mois de décembre 2018, de la région de Merad, située dans la
commune de Hadjout, wilaya de Tipaza .L’extraction de I’huile d’oléastre a été réalisée par une

méthode traditionnelle artisanale dans sa région de production (Figure 01 en annexe 1).

I.1.2. Matériel animal

20 rates femelles adultes ont été utilisées pour notre étude, elles sont réparties en 4 lots
suivant le régime consommeé, et maintenues dans des cages collectives par cing (figure 02 en
annexe 1). Les différents lots sont soumis a différents régimes, le régime standard ONAB
(régime témoin) enrichis ou non en huile d’oléastre, et le régime cafétéria enrichis ou non en
huile d’oléastre ,ce régime cafétéria est composé de 50% de régime standard et 50% d’un
mélange de paté- biscuits secs - fromage - chips - chocolat - cacahuétes dans les proportions 2-
2-2-1-1-1 selon le protocole de (Darimont et al., 2004). (Figure 03 en annexe 1)
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Tableau VIII : préparation des régimes.

Lot Le régime consomme Preparation
Témoin standard (TS) régime standard 100g régime standard
(ONAB)
Témoin +huile d’oléastre régime standard enrichi en 100g régime standard +5g
(TH) huile d’oléastre huile d’oléastre
Obése standard (OS) régime cafétéria 100g régime cafétéria

Obése + huile d’oléastre régime cafétéria enrichi en 100g régime cafétéria +5g
(OH) huile d’oléastre huile d’oléastre

a) Elevage

Les rates ont été élevées pendant 04 semaines a une température de 25 a 30°C, un taux
d’humidité de 357 et une photopériode de 12 heures le jour et 12 heures la nuit, les aliments
sont donnés sous formes de boules a raison de 20 g/jour/rate et changés chaque jour (figure 04

et 07 en annexe 1), I’eau est donnée ad libitum.

Au cour de I’expérimentation les rates ont été pesées deux fois par semaine dans la méme
heure de la journée et dans les mémes conditions d’élevage, afin de pouvoir poursuivre leur

évolution pondeérale, de plus la quantité d’aliment restante et ingérée a été notée chaque jour.
b) Sacrifice et préléevement des organes
b.1. Prélevement sanguin

Au jour (j30), les animaux sont mis a jeun la veille, sont anesthésiés avec éther sous une
cloche en verre, le prélevement se fait soit par ponction cardiaque a 1’aide d’une seringue de 5
ml ou a travers le sinsus rétro-orbital au niveau de la veine orbital. Le sang obtenu a été
directement récolté dans des tubes qui contiennent 1’anticoagulant EDTA ou I’héparine pour le
bilan lipidique et les parametres de stress oxydatif (Figure 05 en annexe 1).
Nous centrifugeons les tubes a 3000tr/ min pendant 15 min, le plasma obtenu est récupéreé et

conserve a une température de -20°C jusqu’au moment des analyses.
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b.2.Préléevement des organes

Juste apres le prélevement de sang a j30, la dissection des 20 rates est réalisée, les rates ont été
ouvertes ventralement (Figure 06 en annexe 1). Le foie est soigneusement prélevé, pese afin
de déterminer la masse relative du foie de chaque rate (Figure 08 en annexe 1). Puis il est

plonge dans du formol 10% pour les coupes histologiques.
1.2.Matériel non biologique

a-Solutions et réactifs (Tableau I en annexes 1)
b-Appareillage (Tableau Il en annexes 1)

c-Verreries et autres (Tableau 111 en annexe 1)
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I1. Méthodes

I1.1. Analyse des caractéristiques physico-chimiques de I’huile
11.1.1.Densité

a) Principe

La densité est le rapport de la masse d’un volume d’huile a 20°C, et la masse d’un méme
volume d’eau distillée a la méme température. Le principe consiste a effectuer des pesées

successives de volume égal d’huile et d’eau (Wolff, 1968) (Figure 08 en annexe 2).
b) Mode opératoire
- Nettoyer le pycnomeétre et mis a sécher dans une étuve pendant une heure.

- Déterminer le poids du pycnomeétre vide, de méme que le poids du pycnomeétre rempli d’eau
distillée a 20°C.

- reconduire 1’opération de séchage et ensuite peser le pycnometre rempli d’huile a 20°C.
c) Expression des résultats
D2p:c= m2 —m0
m1l-mO
mO : masse du pychometre vide.
ml : masse du pycnometre rempli d’eau distillée a 20°C.
m2 : masse du pycnometre rempli d’huile a 20°C.
11.1.2.L°humidité
a) Principe

Cette méthode consiste en une dessiccation du produit aprés chauffage (ISO 662, 1996)

(Figure 08 en annexe 2).
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b) Mode opératoire

-Chauffer 1’huile a une température de 103+2°C dans une étuve isotherme et a la pression

atmosphérique
-Mettre I’huile a chaque fois dans un dessiccateur jusqu’a obtention d’une masse constante.
c) Expression des résultats

H (%)= (P1-P2) x100/ (P1-P)

H (%) : 'humidité est exprimée en pourcentage de masse.

P : le poids de la capsule vide.

P1 : le poids de la capsule et la prise d’essai.

P2 : le poids de la capsule et la prise d’essai apres le séchage.
11.1.3.Acidité
a) principe

L’acidité représente le pourcentage d’acides gras libres d’un corps gras, elle s’exprime en
pourcentage d’acide oléique. Le principe de la méthode consiste en un titrage des acides gras
libres présents par une solution éthanolique d’hydroxyde de potassium (ISO 660, 1996)

(Figure 09 en annexe 2).
b) Mode opératoire
-Peser 1g d’huile d’olive et la dissoudre dans 50 ml d’éthanol.

-Titrer Le mélange par une solution d’hydroxyde de potassium 0.1 N en présence de

phénolphtaléine.

c) Expression des résultats

= Vweon X N X 282

e m X 1000
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A : Acidité libre en % d’acide oléique

N : Normalité de la solution d’hydroxyde de potassium (0.1 N)

V : Le volume en millilitre de la solution titrée d’hydroxyde de potassium utilisée
282 g/mol: Masse molaire de 1’acide oléique

m : la masse de la prise d’essai en gramme

I1.1.4.Indice de peroxyde

a) Principe

L’indice de peroxyde d’un corps gras est le nombre de milliéquivalents d’oxygene actif
contenu dans 1Kg de produit et oxydant 1’iodure de potassium avec libération d’iode et
titration de celui-ci par le thiosulfate de sodium ; ce parametre nous renseigne sur le degré
d’oxydation des huiles. La méthode utilisée est celle du reglement CEE /2568/91(Figure 10

en annexe 2).

b) Mode opératoire

-Peser 2 g d’huile et I’introduire dans une fiole.

- Ajouter 10 ml de chloroforme, tout en agitant, afin de dissoudre I’huile.

-Ajouter 15 ml d’acide acétique glacial et 1 ml d’une solution d’iodure de potassium (KI)

saturée et boucher rapidement la fiole.

-Agiter vigoureusement pendant 1 minute et laisser a 1’obscurité pendant 5 min a température

ambiante.
-Ajouter 75 ml d’eau distillée ainsi que 3 a 4 gouttes d’empois d’amidon.
- Titrer le tout avec le thiosulfate de sodium (Na,S,03) a 0,01 N en agitant vigoureusement.

c) Expression des résultats

N(V — Vo) x 1000
T

IP[meq dlﬂz,.-"fi'g) =
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IP : indice de peroxyde (meq d’O2/kg)
N: normalité de Na,;S,03 (0,01N)

V et VO: volume en ml de Na2S203 nécessaire pour le titrage de 1’échantillon et de 1’essai a

blanc respectivement.
m : masse en gramme de la prise d’essai (2g).

11.1.5. Indice de saponification (Is)

a) Principe et mode opératoire

11 correspond au nombre de milligramme d’hydroxyde de potassium nécessaires pour la
saponification d’un gramme de corps gras. Une quantité d’un gramme d’huile est saponifi¢e a
reflux par 25 ml de KOH éthanolique (0.5N) pendant une heure. L’excés du KOH est
neutralisé par 1’acide hydrochlorique (HCI) (0.5) en présence de phénophtaléine comme
indicateur coloré. Un essai a blanc est réalise dans les mémes conditions sans 1’huile (ISO
3657: 1977) (Figure 11 en annexe 2)

c) Expression des résultats

L’indice de saponification est calculé par la relation suivante :

ls= (Vo—V]_) X M x N/ m

Vo: volume en ml de la solution d’acide chlorhydrique utilisé pour le témoin.

V1: volume en ml de la solution d’acide chlorhydrique utilisé pour la prise d’essai,
M: masse molaire de KOH :56.11g/ mole,

N: normalité de la solution de potasse : 0.5 N,

m : masse de la prise d’essai.
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11.1.6.Absorbance dans ’ultraviolet
a) Principe

Cette méthode consiste a déterminer les absorbances a 232 nm et a 270 nm qui

correspondent au maximum d’absorbance des hydro peroxydes et des produits secondaires

d’oxydation (COI, 1996) (Figure 12 en annexe 2).

b) Mode opératoire

-Peser 0,25 g de I’échantillon d’huile d’oléastre dans une fiole jaugée de 25 ml.
-Compléter cette derniére avec ’hexane jusqu’au trait de jauge.

- Mesurer I’absorbance aux deux longueurs d’ondes 232 et 270 nm.

c) Expression des résultats

La solution de référence est 1’hexane. Les extinctions spécifiques sont exprimées par

I’équation suivante :

KA : extinction spécifique a la longueur d’onde A.
AM : absorbance a A nm.

C : concentration de la solution en g/100 ml.

L : épaisseur de la cuve en centimétre (1cm).
11.2. Dosage des pigments

a) Principe

Le maximum d’absorption a 670 nm et 470 nm renseigne sur la fraction
chlorophyllienne, et la fraction caroténoide respectivement. La valeur du coefficient
d’extinction spécifique appliquée est EO=613 pour la phéophytine comme composant majeur

des chlorophylles et EO= 2000 pour la lutéine comme caroténoide majeur. Le protocole utilisé
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pour la détermination des chlorophylles et des caroténoides est celui de Minguez-Mosquera
et al. (1991) (Figure 08 en annexe 2).

b) Mode opératoire

-Peser de 7,5g d’huile filtré et ajuster a 25 ml avec du cyclohexane.
-Lire I’absorption a 670 nm et 470 nm .

c) Expression des résultats

Agzo XIUR
Chlorophylles (mg/Kg) = As7o X 10°

Caroténoides (mg/Kg) =

613 x 100 X T
2000 x 100 x T

A : absorbance.
T : trajet optique (épaisseur de la cuve 1 cm).
11.3. Extraction liquide-liquide des composés phénolique
a) Principe

La méthode appliquée pour extraire les composés phénoliques est celle de I'extraction
liquide- liquide selon Vassili et al., (2009) (Figure 13 en annexe 2). Le principe est basé sur la
solubilisation d'huile d'oléastre dans une solution du n-hexane et du méthanol, et la séparation
par centrifugation.

b) Mode opératoire
-Peser 1g d’huile et dissoudre dans 5 ml d’hexane.
-Ajouter 5 ml du mélange méthanol/ eau ( v/v).
-Agiter par un vortex.
-Récupérer la phase méthanolique.
-Réaliser un deuxieéme lavage et ajouter 5ml d’hexane.

-Centrifuger a 3500 tours pendant 10 minutes.
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-Récupérer la phase méthanolique.
11.3.1. Dosage des polyphénols
a) Principe

Le dosage des polyphénols totaux repose sur la méthode de Folin-Ciocalteu. Ce
dernier est un réactif composé d’acide phospho-tungstique (H3PW12040) et d’acide
phosphomolybdique qui se réduisent, dans un milieu basique, en un mélange d’oxydes bleus
de tungsténe et de molybdeéne par les composés phénoliques. L’intensité de la coloration bleue
produite est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans I’extrait. La méthode

de dosage des poly phénols utilisé est celle décrite par Velioglu et al., (1998).

b) Mode opératoire

-Additionner un volume de 200 pl d’extrait a 750 pl du réactif de Folin-Ciocalteu.
-Apres 5 min, ajouter 400 ul de carbonate de sodium (7%).

-Laisser le mélange réactionnel a I’obscurité durant 60 min a température ambiante.
-Lire I’absorbance de la coloration bleu développée a 750 nm.

c) Expression des résultats

La teneur en poly phénols est déterminée en référence a une courbe d’étalonnage obtenue
avec 1’acide gallique .Les résultats sont exprimés en mg d’équivalent acide gallique (EAG)

par 100 g MS.
11.4. Détermination des composés phénoliques par HPLC
a) Principe

La méthode se base sur une extraction des composés phénoliques mineurs polaires de
nature phénolique directement a partir de 1’huile d’oléastre au moyen d’une solution

méthanolique, suivie de leur dosage par HPLC au moyen d’un révélateur UV a 280 nm.
b) Mode opératoire

Un volume de 20 pl d’échantillon est injecté dans une colonne C18 de type Spherisorb

ODS-2 (4,6 mm x 250 mm, taille des particules: Sum). La phase mobile est composée:
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eau/acide orthophosphorique (99,8 : 0,2 V/V), méthanol, acétonitrile. Les teneurs

correspondant aux composés phénoliques sont exprimées en mg/Kg.
I11. Analyses biochimiques
II1.1. Détermination des teneures en glucose

L’évolution de la glycémie est réalisée deux fois par semaine, sur les rates a jeun la nuit, a
I’aide d’un glucométre (on call plus 795) dont la mesure de la glycémie est réalisée par
¢lectrochimie, le prélévement se fait au niveau de 1’ceil par ponction dans le sinus rétro-orbital.
La goutte de sang déposée sur la bandelette pénétre par capillarité, et par contact avec une
enzyme appelée glucose oxydase et un réactif chimique "réducteur” : le ferricyanure de
potassium, déclenche une réaction chimique qui entraine a son tour un changement de couleur

proportionnel a la valeur de la glycémie (Figure 14 en annexe 2).

I11.2. Dosage du cholestérol total

a)principe

Le cholestérol total est dosé par une méthode colorimétrique enzymatique (Kit
SPINREACT), sur le plasma. La réaction consiste a libérer le cholestérol de la liaison ester par
la cholestérol-estérase, et d’oxyder le cholestérol libre non estérifié par la cholestérol-oxydase.
L’indicateur est une quinonéimine formée a partir de peroxyde d’hydrogene, de la 4-
aminophénazone, sous 1’action catalytique de la peroxydase. La concentration en quinonéimine

colorée est proportionnelle a la concentration en cholestérol total présent dans 1’échantillon.

b) Mode opératoire

Blanc Etalon Echantillon
Echantillon | @ -— @ - 10ul
Etalon | = ---- 1Qul | -
Réactif de travail 1ml 1ml 1ml

-Mélanger et lire les densités optiques a 505nm apres incubation de 10 minutes a 37°c.

c)Expression des résultats

La concentration en cholestérol (g/L)= (DO échantillon- DO étalon) * 200
(DO étalon- DO blanc)
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I11.3.Dosage du HDL-cholestérol

a) principe

Dans notre étude, cholestérol-HDL sont déterminés suivant une méthode colorimétrique
(Kit SPINREACT) dans ce test les fractions LDL et VLDL des lipoprotéines sériques
(lipoprotéines de basse et trés basse densité) se séparent du sérum par 1’action précipitante d’un
polysaccharide sulfaté en présence de cations divalents ,le cholestérol des lipoprotéines de
haute densité (cholestérol HDL) obtenu dans le surnageant apres centrifugation est ensuite dosé

par réactif pour le dosage du cholestérol total (Figure 15 en annexe 2).

b) Mode opératoire
R (ul) Echantillon (ml)

100 1

-Mélanger et  laisser  reposer 10  minutes &  tempeérature  ambiante.
-Centrifuger 20 min a 4 000 tr/min ou 5 min a 12 000 tr/min.
-Récupérer le surnagent et transformer selon s’indique sur la détermination de cholestérol
total.

-Lire les densités optiques des spécimens a 505nm apres incubation de 10 minutes a 37°c.

c)Expression des résultats

La concentration de LDL-Cholestérol (g/L) = CT- HDL cholestérol - (TG/5)

I11.4. Détermination de la teneur de LDL-cholestérol
a)Principe

La détermination du LDL-cholestérol est majoritairement réalisée par la formule de
(Friedewald, 1972) dont les limites sont bien connues, car la méthode de référence par
ultracentrifugation est difficilement réalisable en routine de par sa durée de réalisation et

I’investissement technique important (Figure 15 en annexe 2).
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b) Mode opératoire

Blanc Etalon Echantillon
R1 (ul) 300 300 300
Etalon (ul) 4
Echantillon (pl) 4

-Mélanger et incuber 5 min & 37 °C.
-Ajouter le réactif R2.

R2 (ul) 100 100 100

-Mélanger et incuber 5 min a 37 °C et lire absorbance par spectrométre a 600 nm

c)Expression des résultats

La concentration du LDL-cholestérol (g/l) = DO échantillon — DO Blanc * concentration Etalon
DO étalon -DO Blanc

IT1.5.Dosage des triglycérides

a)principe

Les triglycérides sont dosés par méthode enzymatique (Kit SPINREACT ) sur le plasma.
Les triglycérides sont dosés apres hydrolyse enzymatique par des lipases en glycérol et acides
gras libres. L’indicateur est une quinonéimine formeée a partir de peroxyde d’hydrogene, de la
4-aminoantipyrine et du 4-chlorophénol sous 1’action catalytique de la peroxydase. La
concentration en quinonéimine est proportionnelle a la concentration totale en triglycérides

présents dans 1’échantillon.
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b) Mode opératoire

Blanc Etalon Echantillon
RT (ml) 1 1 1
Etalon (ul) 10
Echantillon (pl) 10

-Mélanger et lire les densités optiques (DO) des spécimens a 505 nm aprés 5 minutes

d'incubation & 37°C.
c)Expression des résultats :

La concentration des Triglycérides en (g/1) = (DO échantillon - DO étalon) * 200
(DO étalon-DO blanc)

IV. Méthodes de dosage des parametres de stress oxydatif
IV.1. Dosage de Malondialdéhyde (MDA)
a) principe

Le MDA plasmatique est mesuré selon la méthode de (Nourooz- Zadeh et al, 1996). Il
représente le marqueur le plus utilisé en peroxydation lipidique, notamment par la simplicité et
la sensibilit¢ de la méthode de dosage. Apres traitement par 1’acide a chaud, les aldéhydes
réagissent avec 1’acide thiobarbiturique (TBA) pour former un produit de condensation

chromogénique consistant en 2 molécules de TBA et une molécule de MDA.
b) Mode opératoire

-Mettre 100 pl de plasma (ou de lysat), 100 pl TBA 0,67% et 500 ul TCA 20% dans un tube

en verre.
-Vortexer et incuber au bain-marie a 100°C pendant 20 min.
-Laisser refroidir puis centrifuger a 6000 t/min pendant 10 min

-Lire la DO du surnageant au spectrophotometre contre le blanc (H,O distillée) a 532 nm.
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c)Expression des résultats

Malondialdéhyde en umol/L=DO /.1

DO: Densité optique.

g: coefficient d'extinction e= 1,56. 105.

| : le trajet (longueur de la cuve) qu'est egale a 1cm.
IV.2. Dosage des diénes conjugués

a) principe

L’oxydation in vitro des lipoprotéines plasmatiques, induite par des métaux (cuivre),
est déterminée par la suivie au cours du temps de la formation des dienes conjugués selon la
méthode de (Esterbauer et al, 1998). La formation des dienes conjugués résulte de
réarrangement des doubles liaisons des acides gras polyinsaturés (AGPI) suite a I’abstraction

radicalaire d’un hydrogeéne malonique.
b) Mode opératoire
-10 pl plasma + 300 pl CuSQO4 + 2690 pl d’eau physiologique.
-La lecture se fait au spectrophotomeétre a UV a 234nm toutes les 10 minutes pendant 6 heures.
-Tracer la courbe DO en fonction du temps DO= f (temps).

-Calculer la concentration des diénes en temps TO min, T 100min, T 150min, T 200min, T
250min, T 300min.

c) Expression des résultats

Les diénes conjugués sont estimés en utilisant le coefficient d’extinction €= 29.5 mM™cm™

Diénes conjuguées(umol/l) =DO / €.1
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DO: Densité optique
€: coefficient d'extinction €= 29.5 mM™cm™

| : le trajet (longueur de la cuve) qu'est égale a 1cm.

Les variations des absorbances des diénes en fonction du temps permettent plusieurs

marqueurs de 1’oxydation in virto des lipoprotéines plasmatiques :

s T lag (min), calculer a partir de la courbe cinétique.

>

%+ Taux initial des diénes conjugués (umol/l).

¢+ Taux maximum des dienes conjugués (umol/l).

< T max (min) qui est le temps nécessaire pour obtenir une oxydation maximale.

1V.3.Dosage de la vitamine C
a)principe

La vitamine C plasmatique est dosée selon la méthode de (Jacota et Dani, 1982)
Utilisant le réactif de Folin et une gamme d’acide ascorbique. Aprés précipitation des protéines
plasmatiques par 1’acide trichloroacétique (10%) et centrifugation, le réactif de Folin est ajouté
au surnageant. La vitamine C présente dans le surnageant réduit le réactif de Folin donnant
une coloration jaune. L’intensité de la coloration obtenue est proportionnelle a la concentration
en vitamine C a une longueur d’onde de 769 nm présente dans I’échantillon (Figure 16 en

annexe 2).
b) Mode opératoire

Pour la gamme étalon :

-Pour chaque solution de la gamme, prendre 0.75 ml de la solution et ajouter 0.75 ml d’eau
distillée et 150 pl de Folin (1/10). Vortexer et incuber pendant 15 min a T° ambiante, puis lire
les DO a 760 nm.
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Echantillon | Gamme étalon Folin (1/10) | H,O distillée
2.5 ul 5 ul 10l
Tube 1 750 pl - - - 150 pl 750 pl
Tube2 - 750 pl - - 150 pl 750 pl
Tube3d |- - 750l - 150 pl 750 pl
Tube4 - - - 750 pl - 150 pl 750 pl

®,

«*» Pour les échantillons:

-1 ml plasma + 0.5 ml de la solution TCA a 10%.
-Vortexer, placer les tubes dans un bain a glace pendant 30 min.
-Centrifuger a 3000 t/min pendant 10 min.

-Prélever 0.75 ml du surnageant auxquels on ajoute 0.75 ml d’eau distillée et 150 pl de Folin

(1/10).

- Vortexer et incuber pendant 15 min a T° ambiante.

- Lire la DO au spectrophotométre contre le blanc (H,O distillée) a 769 nm.
c)Expression des résultats

La concentration de la vitamine ¢ est déterminée a partir de la courbe d’étalon (Figure 18 en

annexe 3).
IV.4. Détermination du pouvoir antioxydant total du plasma (ORAC)
a)principe

Le pouvoir antioxydant total du plasma, c’est a dire sa capacité a absorber les radicaux
oxygenes libres (ORAC : Oxygen Radical Absorbance Capacity) est estimé par la capacité des
hématies a resister a I'némolyse induite par les radicaux libres in vitro en présence du plasma,
selon la méthode de (Blache et Prost, 1992) .Cette méthode est basée en fonction du temps sur
le suivi de I'némolyse des globules rouges induite par un générateur de radicaux libres. Il s'agit

de soumettre une suspension d'hématies a une agression radicalaire dans des conditions
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strictement controlées, et standardisées. Tous les systemes enzymatiques et chimiques de
I'échantillon se mobilisent pour protéger l'intégrité des cellules jusqu'a leur lyse et afin de
permettre une quantification de ce pouvoir antioxydant total. Cela se fait par la mesure de
l'augmentation de I'absorbance a 450 nm toutes les 10 minutes ce qui permet de suivre la

cinétique de I'némolyse.
b) Mode opératoire

Tube blanc :

-On ajoute & 1 ml de GR: 20 pl de CuSO4 (2 Mm), 20 pl d’H,0; (30 %) et 2 ml d’eau

physiologique, puis remuer délicatement.

-Incuber 5 min a T° ambiante, centrifuger pendant 5 min a 2000t/min.

-Lire la DO a 450 nm du surnageant puis le remettre dans le tube et remuer délicatement.
-Répéter cette opération toutes les 10 min pendant 1 h.

Tube étalon :

-On ajoute @ 1 ml de GR: 20 pl de CuSO4 (2 Mm), 20 pl d’H,0, (30 %), 2 ml d’eau
physiologique, et 20 pl de vitamine C (400 uM) puis remuer délicatement ;

-Incuber 5 min & T° ambiante, centrifuger pendant 5 min a 2000 t/min.
-Lire la DO a 450 nm du surnageant puis le remettre dans le tube et remuer délicatement.
-Répéter cette opération toutes les 10 min pendant 1 h.

Tube test :

-On ajoute @ 1 ml de GR: 20 pl de CuSO4 (2 Mm), 20 ul d’H,0; (30 %), 2 ml d’eau

physiologique, et 20 ul de plasma a tester puis remuer délicatement.
-Incuber 5 min a T° ambiante, centrifuger pendant 5 min a 2000t/min.
-Lire la DO a 450 nm du surnageant puis le remettre dans le tube et remuer déelicatement.

-Répéter cette opération toutes les 10 min pendant 1 h.
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c)Expression des résultats

1 U ORAC =} (DO Blanc -DO Etalon) a t0, t10, t20, t30, t40, t50, t60 / nombre DO

&

Echantillon =} [(DO blanc- DO échantillon) / nombre DO] / > [(DO Blanc —DO Etalon)
/ Nombre DO]x 1TUORAC

V. L’étude histologique (annexe 2)

Cet examen a été réalisé par I’exploration de la technique histologique qui assure la
description des détails des modifications internes du foie, la réalisation de ces coupes a été
effectuée suivant le protocole optimisé pour le barbeau par (Alquier et Lefas, 1974).Les

étapes sont comme suit :
Fixation

. 2
Déshydratation
. 2

Désalcoolisation

- 2

Inclusion

- 2

Confection et
étalement des coupes

8

Déparaffinage et
hydratation

. 1

Coloration

. 2

Déshydratation = Observation

microscopique
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V1. Analyse statistique

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + écart type. La comparaison des
moyennes entre les quatre groupes de rats (TS, TH, OS, OH) est effectuée par le test
ANOVA a un facteur. Cette analyse est réalisée grace a un logiciel STATISTICA, version
8.1 (STATSOFT, TULSA, OK). Les différences sont considérées significatives a P< 0,05.
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I. Analyse des caractéristiques physico-chimiques de I’huile d’oléastre
I.1.Analyse physique

Les propriétés physiques des huiles végétales sont des indicateurs de pureté et sont donc
capables de révéler des cas de fraudes (D’Aygalliers, 2013). L humidité et la densité de notre
huile conforment aux normes du Codex Alimentarius et du Conseil Oléicole International
(COl, 2018, CODEX, 1989). (Tableau X).

Tableau IX : Les indices de qualité physique (humidité et densité).

Huile d’oléastre étudiée
Densité 0.912+0,002
Humidité 0.095+0,007

1.2.Analyse chimique
1.2.1.Les indices

L’indice de peroxyde évalue la teneur en hydroperoxydes présents dans 1’huile d’olive et
mesure 1’oxydation des lipides (Haddada et al., 2008). La rancidité hydrolytique serait le
probléme de qualité majeur des huiles d’olives. Celle-ci est liée a I’hydrolyse des glycérides

causant I’augmentation conséquente de I’acidité totale et la détérioration de I’arome.

Tous les indices (indice d’acidité, peroxydes et saponification) de notre huile conforment
aux normes du FAO (2001) et du COIl (2018) (Tableau XI).

Tableau X : Les résultats des indices (acidité, peroxyde et saponification).

Huile d’oléastre étudiée Normes
Indice d’acidité 0.096+0.005 <0,80
Indice de peroxyde 1.34+0.01 <20,0

Indice de saponification 188.97+0.01 184-196
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1.2.2.Dosage des pigments chlorophylles et caroténoides.

L’évolution de la teneur en chlorophylles renseigne sur les substances colorantes contenues
dans I’huile. Selon Lazzez et al. (2006), les carotenes sont des substances chimiques
naturelles impliquées dans les mécanismes d’oxydation de I’huile. Les résultats de la
détermination des teneuses en chlorophylles et caroténoides donnent des valeurs estimées a
15.8 et 3.22 respectivement (Tableau XI1).

Tableau XI : Les pigments (chlorophylle et caroténoides).

Huile d’oléastre étudiée
Chlorophylle 15.8+0.311
Caroténoides 3.22+0.219

1.2.3.Extinction spécifique dans ’UV

L’extinction spécifique de I’huile d’oléastre dans 1’UV est une image de son état
d’oxydation. En effet, I’oxydation conduit a la formation des diénes conjugués qui absorbent a
232 nm, et les produits secondaires d’oxydation présentent une absorbance maximale vers
270 nm.

La valeur obtenue montre que 1’absorbance spécifique a 232 nm, conforme aux limites
fixées par le COI (2018) pour une huile d’olive extra vierge (HOEV) a savoir K232 inférieur
a 2,5. Cependant, le coefficient d’extinction specifique & 270 nm est supérieur aux limites
établies par le COI (2018) pour une HOEV (K70 inférieur a 0,22), le coefficient d’extinction
spécifique a 270 nm est de 0,38. (Tableau XII1).

Tableau XI1 : Les extinctions spécifique dans 'UV (Ka7g et Kaso).

Huile d’oléastre étudiée Normes
Ks70 0.38+0,036 <0,22
Koz 2.35+0,065 < 2,50
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1.2.4.Dosage des polyphénols totaux

Les composés phénoliques ont une importance fondamentale dans les caractéristiques
nutritionnelles et sensorielles de 1’huile d'olive vierge (Montedoro et al., 1992). Le dosage
coloriétrique des polyphénols totaux de notre échantillon est de 618.83 mg EAG/Kkg (Figure

17 en annexe 3).

1.2.5.Détermination des biophénols de I’huile d’oléastre par Chromatographie en

Phase Liquide a Haute Performance (HPLC)

L’analyse de chromatogramme d’extrait phénolique de 1’huile d’oléastre montre une
composition qualitative en composés phénoliques mais différente d’un point de vue quantitatif
(Figure 19 et tableau IV en annexe 3). Les composes phénoliques identifiés sont : les
alcools phénoliques libres, les dérivés d’oleuropeine et du ligstroside, les lignanes, la lutéoline
et 1’apigénine comme principaux flavonoides, les acides secoiridoides ainsi que des

biophénols oxydés.
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11 s’agit en premier lieu de déterminer la composition physico-chimique de I’huile d’oléastre
(indices physico-chimiques, des polyphénols et identification des composes phénoliques par

HPLC), extraite d’une maniére artisanal dans la région de Tipaza.

L’intérét principal des analyses des indices physico-chimiques réside dans 1’identification
d’huile d’oléastre a travers ses propriétés physico-chimiques. La provenance géographique
des echantillons notamment le facteur climatique et la méthode de préparation de I’huile
peuvent avoir une légere répercussion sur certaines de ses caractéristiques physico-chimiques
(Hilali et al., 2005 ; Gharby et al., 2011).

L’indice de densité est considéré comme un critére physique qui permet le controle de la
pureté de I’huile extraite, la densité de notre échantillon est 0,912 ; qu’est Iégerement
supérieure a la densité des oléastres étudiés par Bouarroudj et al.( 2016) avec des valeurs
oscillant de 0,910 a 0,911, mais il réponds aux normes indiquées par le Codex Alimentarius

(1989) pour une huile d’olive vierge puisqu’il est compris entre 0,910 et 0,916.

L’humidité est de 0.095, cette valeur est supérieure a celle trouvée par Bouchefra et al.
(2012), mais ce résultat conforme aux normes du COI (2018) (inferieur a 0.2) qui préconisent
une absence d’eau dans les huiles d’olive vierges ; cette humidité pourrait avoir pour origine

I’hydrolyse et I’oxydation des huiles.

L’acidité libre permet a la fois la classification des huiles, et le renseignement sur leur état
d’altération, le résultat trouvé pour ’acidité indique qu’il est classé dans la catégorie des
huiles d’olive extra vierge et selon la classification donnée par le COI (2018). Cette faible
acidité est explicable par de bonnes conditions de récolte et de conservation, un temps de
stockage réduit et une extraction relativement immédiate (Bouarroudj et al.,2016).
L’hydrolyse des triglycérides libere les acides gras, donc leur dosage permet d’avoir une idée

sur I’état d’avancement de la dégradation de 1’huile (Gharby et al., 2011).

Notre valeur de I’indice de peroxyde (IP), est de 1,34 meq d’O,/kg et elle est inférieure a la
limite (20 meq d’O/kg) fixée par le COIl (2018) pour la catégorie des huiles d’olive extra
vierge (HOEV).

D’aprés Boucheffa et al. (2014), le rancissement oxydatif est le principal facteur de

détérioration des huiles d'olive pendant le stockage. Il est d0 a I'oxydation des acides gras
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insaturés conduisant a la formation ultérieure de composés possédant un godt et une odeur

désagréable.

L’indice de saponification de I’huile étudiée est de 188.97 mg KOH/g donc il est
conforme aux normes fixée par le COI (2018) (184-196) pour la catégoric d’HOEV. Ce
résultat est supérieur a celui obtenu par Belarbi et al. (2011), estimé a (162,9 mg KOH/qg) par
ce que l’indice de saponification €tant inversement proportionnel a la longueur de la chaine ;

plus la longueur de chaine augmente, moins sera 1’indice de saponification.

Selon Gharby et al. (2011), les paramétres qui donnent une idée sur la structure des huiles
(I'indice d’iode et I’indice de saponification) ne sont pas influencés ni par I’origine

géographique ni par le mode d’extraction.

L’extinction spécifique de I’huile d’olive dans I’UV est une image de son état d’oxydation.
En effet, I’oxydation conduit a la formation des diénes conjugués qui absorbent a 232 nm,
lorsque cette derniére se poursuit elle conduit a la formation de produits secondaires

d’oxydation qui présentent une absorbance maximale vers 270 nm (Wolff, 1968).

Les valeurs obtenues montrent que les absorbances spécifiques a 232 nm, sont conformes
aux limites fixées par le COIl (2018) pour une HOEV a savoir K232 inférieur a 2,5.
Cependant, le coefficient d’extinction spécifique a 270 nm est Iégerement supérieur aux
limites établies par le COI (2018) pour une HOEV (K270 inférieur a 0,22), signe de la

présence d’une trés petite quantité de produits secondaires d’oxydation (Anwar et al., 2013)

La couleur de I'huile d'olive est directement liée au contenu en chlorophylles et en
caroténoides. Selon Minguez-Mosquera et al. (1991), les teneurs en pigments constitueraient

un attribut supplémentaire pour I'évaluation de la qualité de I'huile d'olive vierge.

La teneur en chlorophylle est superieure a celles trouvées par Bouarroudj et al. (2016),
dont les valeurs oscillent entre 5,06 et 8,48 mg/kg, et a celles de Hannachi et al. (2013) (1,27
et 13,45 mg/kg) et supérieure a celles trouvées dans 1I’é¢tude menée par Boucheftfa et al. (2014)
sur cing oléastres Algériens (0,13-0,70 mg/kg). Selon Boskou (2006), la teneur en
chlorophylles est influencée par la variété, l'indice de maturation, la zone de production, le

systeme d'extraction et les conditions de stockage.
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La teneur en caroténoides est supérieur & celles des oléastres étudiés par Boucheffa et
al.(2014) (0,57 a 1,47mg/kg) et inferieur a celles trouvés par Baccouri et al.(2008)
(1 24,18 mg/kg).

Selon Lazzez et al. (2006), les caroténes sont des substances chimiques naturelles
impliquées dans les mécanismes d’oxydation de I’huile, leur présence en quantité suffisante
dans 1’huile permet de retarder le phénoméne de la photo oxydation et de préserver les

parametres de qualité de I’huile au cours du stockage.

Selon la classification proposée par Montedoro et al. (1992) permettant de répartir les
variétés en fonction de la teneur en composés phénoliques, notre huile d’oléastre se situerait

dans la catégorie des variétés a teneur élevée en polyphénols (supérieur a 500 mg EAG/Kg).

L’huile d’oléastre étudiée montre des teneurs en composés phénoliques supérieures a ceux
étudiés par Hannachi et al. (2013) (59,58 et 537,6 mg EAG/Kkg), et supérieures aussi aux
échantillons étudiés par Bouarroudj et al. (2016) avec des valeurs allant de 135,09 a 202 mg
EAG/Kg.

Plusieurs facteurs peuvent influencer la teneur en polyphénols : variété de 1’olive, degré de
maturité, qualité du sol ainsi que le procedes d’extraction utilisé et les conditions de

conservation des huiles (Ollivier et al., 2004).

En considérant les facteurs précédents (climat, procédés d’extraction et conservation) ainsi
que I’indice de maturité similaire entre les différents échantillons étudiés, seul le facteur
variétal permet d’émettre I’hypothése que les oléastres sont plus riches en polyphénols que les
oliviers cultivés. En effet, ’étude menée par Dabbou et al. (2011) montre que 1’huile
d’oléastre étudiée semble intéressante en termes de composés mineurs (polyphénols et
composés volatils). La richesse en composés phénoliques des huiles d’oléastres est explicable
par sa resistance avérée aux conditions critiques comme le stress hydrique (Durand et
Terral, 2005). En effet, le taux de composés phénoliques est plus elevé dans les huiles
provenant de cultures soumises a la sécheresse que celles des cultures irriguées (Tovar et al.,
2001). L’activité des enzymes responsables pour la synthése de composés phénoliques, tels
que la L-phénylalanine ammoniac-lyase, differe selon les conditions de I'eau (Morell6 et al.,
2005), de plus, I’étude menée par Baccouri et al. (2008) sur les huiles d’oléastre montre que le
facteur génétique influence la composition en phénols. La richesse en composés phénoliques

des oléastres constituerait donc un critere de qualite.
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Analyse des composés phénoliques par HPLC permet d’obtenir des données qualitatives et
quantitatives plus précises (Rovellini et Cortesi, 2003). Le profil en composés phénoliques
est analogue a celui observé par d’autres auteurs pour les variétés espagnoles (Garcia-
Villalba et al., 2010), les variétés turques (llyasoglu et al., 2010), les variétés francaises

(Andjelkovic et al., 2008) et les variétés algériennes (Laribi et al., 2009).

49



Chapitre 111 Reésultats et discussion

I1. Interpreétation des parametres biochimiques et du stress oxydant

Il .1. Evolution pondérale, quantité d’alimentation ingérée et masse relative du foie

chez les rates (Figures 11, 12 et 13 ; Tableau V, VI et VII en annexe 3)

Par rapport a I’évolution pondérale, nos résultats présentent une similarité des poids
corporel entre les quatre lots des rates au début de I’expérimentation (JO).

Aux jours (J7, J14, J21 et J30), nos reésultats montrent que I'administration de régime
cafétéria enrichi ou non en huile d’oléastre a causée une augmentation hautement significative
du poids corporel chez les rates obéses (OS et OH) comparées a leurs témoins respectifs (TS
et TH). Cependant, L’enrichissement du régime en huile d’oléastre entraine une réduction
significative du poids corporel chez les rates nourries au régime témoin (TH) et cafétéria
(OH) (Figure 11).

La consommation alimentaire quotidienne (Figure 12) exprimée en (g/j/rate) est
significativement élevée chez les rates nourries au régime cafétéria (OS et OH) par rapport
aux rates témoins (TS et TH). Le traitement par huile d’oléastre induit une diminution
significative de la quantité de nourriture ingérée chez les rates nourries au régime témoin et
cafétéria.

La masse relative du foie (poids de I’organe/poids du rat x 100) indique I’évolution
pondérale de 1’organe par rapport a I’organisme (Figure 13). Les résultats obtenus montrent
que le régime cafétéria enrichi ou non en huile d’oléastre entraine une augmentation
significative de la masse relative du foie chez les rates obéses comparées a leurs témoins. Par
contre, le traitement par huile d’oléastre induit une diminution significative de la masse

relative du foie chez les rates obéses (OH) comparées a leurs témoins (OS).
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Figure 11 : Evolution pondérale en (g) des rates au cours de 1’expérimentation
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Figure 12 : La quantité d’alimentation ingérée (g/j/rate) des rates au cours de

I’expérimentation

masse relatif du foie (g/100g)

Figure 13 : La masse relative du foie en (g/100g) des rates a la fin de I’expérimentation

Chaque valeur représente la moyenne + ES, n= 5. TS : rates nourries au régime standard,
TH: rates nourries au régime standard enrichi en huile d’oléastre, OS : rates nourries au régime
cafétéria, OH : rates nourries au régime cafétéria enrichi en huile d’oléastre. La comparaison des
moyennes est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Les moyennes indiquées par des lettres

différentes (a, b, c, d) sont significativement différentes (p < 0,05).
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Il .2. Teneurs plasmatiques en glucose chez les rates (Figure 14 ;Tableau VIII en
Annexe3)

Les teneurs plasmatiques en glucose sont significativement augmentées chez les rates
recevant le régime cafétéria enrichi ou non en huile d’oléastre (OS et OH) comparées a leurs
témoins respectifs (TS et TH).

L’huile d’oléastre entraine une réduction significative de la glycémie aussi bien chez les

rates recevant le régime témoin (TH) que chez les rates recevant le régime cafétéria (OH).

1,2 -

a
b
1 - b
0,8 - c
0,6 -
0,4 -
0,2 -
0 - ; ; ;
TS TH 0s OH

Figurel4 :L’évolution de la glycémie en (g/l)

glycémie (g/1)

Chaque valeur représente la moyenne + ES, n= 5. TS : rates nourries au régime standard, TH:
rates nourries au régime standard enrichi en huile d’oléastre, OS : rates nourries au régime cafétéria,
OH : rates nourries au régime cafétéria enrichi en huile d’oléastre. La comparaison des moyennes est
effectuée par le test ANOVA a un facteur. Les moyennes indiquées par des lettres différentes
(a, b, ¢, d) sont significativement différentes (p < 0,05).
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11.3. Les teneurs en triglycérides, en cholestérol du plasma et des lipoprotéines chez les
différents lots de rates (Figures 15 ; Tableau IX en annexe 3)

Les teneurs plasmatique en triglycérides, et en cholestérol au niveau du plasma, des
LDL cholestérol (C-LDL) et des HDL cholestérol (C-HDL) sont significativement
augmentées chez les rates nourries au régime cafétéria enrichi ou non en huile d’oléastre

(OS et OH) comparées a leurs témoins respectifs (TS et TH).

Par contre, la consommation du régime enrichi en huile d’oléastre induit une réduction
significative des triglycérides et du cholestérol du plasma et des taux de C-LDL aussi
bien chez les témoins que chez les obéses. En revanche, I’huile d’oléastre entraine une

augmentation des taux C-HDL chez les rates recevant les régimes témoins.

6 -
0 5 - - 4 - a
] -
< 3,5 - T
B4l g b mts ||F 7 b mTts
= E ¢
o 3 d HTH - 25 HTH
2 3 2
) 4 0S = i e 4 0S
4 = 15
(3]
£ 1 EOH ||= 14 H OH
(@) %0 0,5 -
0 ! i: 0 i T T
2 a 25 -
'|' a
— 15 2 - a
oo Y )
E 1 d HTH & HTH
2 = 144 ¢
=) 1 0S 2 i1 0S
0,5 T
HOH 0,5 j HOH
0 T 0 1 T T T
TS TH oS OH TS TH 0s OH

Figurel5 : Teneurs en triglycerides et en cholestérol du plasma et des lipoprotéines en
(mg/dl) chez les différents lots des rates.

Chaque valeur représente la moyenne + ES, n= 5. TS : rates nourries au régime standard,

TH: rates nourries au régime standard enrichi en huile d’oléastre, OS : rates nourries au regime

cafétéria, OH : rates nourries au régime cafétéria enrichi en huile d’oléastre. La comparaison des

moyennes est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Les moyennes indiquées par des lettres
différentes (a, b, c, d) sont significativement différentes (p < 0,05).
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I1. 4. Evaluation des parameétres de stress oxydant.

Il .4.1. Détermination des teneurs en malondialdéhyde (MDA), en pouvoir antioxydant
total du plasma (ORAC) et en vitamine C chez les différents lots de rates (Figures 16, 17

et 18 ; Tableau X en annexe 3).

Les résultats obtenus montrent que le régime cafétéria enrichi ou non en huile d’oléastre a
causé une augmentation hautement significative du MDA chez les lots (OS et OH) comparés
a leurs témoins respectifs (TS et TH). L’enrichissement du régime en huile d’oléastre
entraine une réduction hautement significative du MDA chez les rates nourries aux régimes
témoin (TH) et cafétéria (OH) (Figure 16).

Concernant le pouvoir antioxydant total du plasma (ORAC), les résultats obtenus
montrent que le régime cafétéria enrichi ou non en huile d’oléastre a causé une diminution
significative d’ORAC chez les lots (OS et OH) comparés a leurs témoins respectifs (TS et
TH). L’enrichissement du régime en huile d’oléastre entraine une augmentation hautement
significative d’ORAC chez les rates nourries aux régimes témoin (TH) et cafétéria (OH)
(Figure 17).

Par rapport a la vitamine C, les résultats obtenus montrent que le régime cafétéria entraine
une diminution significative de la vitamine C chez les rates obeses (OH) comparés a leurs
témoins (TH). Par contre, I’enrichissement du régime en huile d’oléastre entraine une
augmentation significative de la vitamine C chez les rates nourries aux régimes témoin et

cafétéria (Figure 18).
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Figure 16 : Teneurs plasmatiques de malondialdéhyde (umol/l) chez les rates.
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Figure 17 : Le pouvoir antioxydant total de plasma (ORAC) en Ul chez les rates
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Figure 18 : Teneurs en vitamine C en (ug/ml) chez les rates.

Chaque valeur représente la moyenne + ES, n= 5. TS : rates nourries au régime standard,
TH: rates nourries au régime standard enrichi en huile d’oléastre, OS : rates nourries au régime
cafétéria, OH : rates nourries au régime cafétéria enrichi en huile d’oléastre. La comparaison des
moyennes est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Les moyennes indiquées par des lettres

différentes (a, b, c, d) sont significativement différentes (p <0,05).
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11.4.2.Les marqueurs de I’oxydation in vitro des lipoprotéines plasmatiques chez les

différents lots de rates (Figures 19 ; Tableau XI en annexe).

Les marqueurs de 1’oxydation in vitro des lipoprotéines montrent des modifications a
savoir une augmentation du taux initial et du taux maximal des diénes conjugués et une
diminution du Tlag et du Tmax chez les rates nourries au régime cafétéria enrichi ou non en
huile d’oléastre (OS et OH) comparées a leurs témoins respectifs (TS et TH).

La consommation de régime enrichi en huile d’oléastre entraine une diminution
significative du taux initial et maximal des diénes conjugués chez les rates témoins et

obeses (TH et OH). Cependant, elle n’influence pas le Tag et Tmax chez ces méme rates.
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Figure 19 : marqueurs de 1’oxydation in vitro des lipoprotéines plasmatiques chez les
différents lots de rates

Chaque valeur représente la moyenne + ES, n= 5. TS : rates nourries au régime standard, TH: rates
nourries au régime standard enrichi en huile d’oléastre, OS : rates nourries au régime cafétéria, OH :
rates nourries au régime cafétéria enrichi en huile d’oléastre. T lag : temps correspondant & la durée de
la phase de latence ; Tmax : temps nécessaire pour obtenir 1’oxydation maximale ; DIC ti : diénes
conjugués taux initial ; DIC tm : dienes conjugués taux maximal. La comparaison des moyennes est
effectuée par le test ANOVA a un facteur. Les moyennes indiquées par des lettres différentes (a, b, c,
d) sont significativement différentes (p < 0,05).
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I11. Effet de différents régimes sur la morphologie de foie

La Figure 20 représente les coupes histologiques de foie des rates a la fin de
I’expérimentation, 1’analyse histologique au niveau du foie aprés coloration a 1’hématoxyline-
Eosine, montre:

Pour les témoins (TS) et (TH): une architecture normale du foie sans modification
hépatique, les cellules mononuclées qui forment la classe dominante, avec la présence d’un
nombre discret de cellules binucléées car c’est les hépatocytes binuclées qui vont donner
naissance a un clone d’hépatocyte mononuclées

Pour les obéses (OS) : I’analyse histologique montre une désorganisation architecturale,
un infiltrat lymphocytaire au niveau de la veine centrolobulaire et une infiltration graisseuse
aussi.

Pour les rates obeses traitées par 1’huiles d’oléastre (OH) : un petit nombre de vacuoles

lipidiques qui sont réparties dans les hépatocytes, I’existence d’une veine centrolobulaire

entourée par des hépatocytes saines ce qui prouve 1’effet bénéfique de I’huile.

(ON} OH

Figure 20: Coupes histologiques de foie des rates a la fin de 1’expérimentation Sous
microscope optique (Gr X 400). HC : Hépatocyte ; HM : Hépatocyte mononuclée ; HB :
Hépatocyte binucléé ; VCL : Veine centrolobulaire; IL : Infiltrat lymphocytaire ; 1G:

Infiltration graisseuse ; VL : Vaculiole lipidique.
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La pathologie de I’obésité touchant tous les appareils et les fonctions vitales de
I’organisme. Du fait de sa gravité et de son caractére €épidémique, elle intéresse de nombreux

acteurs du systéeme de santé (Clech et al., 2006).

En effet, il est bien établi que 1’obésité est a 1’origine de plusieurs troubles métaboliques
tels que la diminution de la sensibilité a I’insuline et les altérations de I’homéostasie lipidique
aussi bien chez les modeles animaux que chez les humains (Chapman et Sposito, 2008).
Aussi, il a été constaté que 1’obésité entraine des troubles du systéme oxydant (Furukawa et

al., 2004

Dans ce sens, une nutrition avec un régime cafétéria a été largement appliquée aux études
des modéles d'animaux en raison de la similarité avec I'obésité chez I'nhomme (Lopez et al.,
2003). Le régime cafétéria, un régime hyper lipidique et hypercalorique représente un model
fiable d'obésité pour les humains puis qu'il offre des aliments savoureux consommeés par

I'nomme (Heiman et Tschop, 2001).

Par ailleurs, un intérét croissant a été porté a 1’huile d’oléastre. Des preuves scientifiques
déduites a partir des études expérimentales que la consommation de I'huile d'oléastre peut
réduire le risque cardiovasculaire a travers un mécanisme biologique passant par des actions
sur la pression artérielle, les lipides plasmatiques et le statut antioxydant. Par conséquent,
I'nuile d'oléastre pourrait étre utilisée dans un cadre de prévention nutritionnelle pour
prévenir la progression des maladies cardiovasculaires (MCV) (Belarbi et al ., 2011 ;
Bouaroudj et al ., 2016 ).

Afin de compléter les recherches réalisées chez I’homme, les modéles animaux sont
nécessaires pour mieux comprendre la pathologie de 1’obésité, les principales altérations du
métabolisme (dyslipidémie et statut oxydatif) et pour étudier les effets de traitements
potentiels sur cette maladie. Le rat est considéré comme un bon modéle animal pour tout ce

qui concerne la digestion des lipides (Couedelo, 2011).

Cette partie est consacrée a 1’étude nutritionnelle visant la détermination des effets d’un
enrichissement de deux régimes, témoin et cafétéria en huile d’oléastre administrée a des
rates Wistar femelles pendant un mois, sur quelques parametres du métabolisme glucidique

et lipidique.
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Nos résultats montrent que I'administration de régime cafétéria a causée une augmentation
hautement significative du poids corporel, de la quantité¢ d’alimentation ingérée et la masse
relative du foie chez les rates obéses comparé a leurs témoins. Ces résultats sont en accord
avec les études de (Benkalfat et al.,2011 ; Dulloo et al., 2010; Laissouf et al.,2014 ), qui ont

montrées que le régime cafétéria induit une obésité chez les rats Wistar .

Cela peut étre expliquer par une hyperphagie provoquée par des facteurs nutritionnels
(le régime cafétéria) mais aussi par des stimulations sensorielles qui pourraient influencer
directement le controle central de ’appétit (Benkalfat et al.,2011). Ainsi, la masse du tissu
adipeux peut s’accroitre non seulement par I’augmentation du volume des adipocytes
(hypertrophie), mais aussi par 1’augmentation du nombre d’adipocytes qui le compose
(hyperplasie) ce qui peut expliquer la prise de poids chez les rates soumises a ce régime
(Faucher et Poitou, 2016).

L’augmentation du poids du foie chez les rates obéses est le résultat direct de leur
enrichissement en graisses en conséquence a 1’élévation des apports nutritionnels lipidiques et
caloriques. Une lipogenése hépatique accrue pourrait participer au développement de la
stéatose hépatique (Yang et al., 2010).

En revanche, nos résultats montrent que la consommation de I’huile d’oléastre entraine une
réduction de poids corporel, de la prise alimentaire et de la masse relative du foie chez les
rates recevant les régimes cafétéria et témoin, ceci peut étre expliquer la composition de
I’huile d’oléastre qui est riche en acides gras insaturés (oléique-linoléique) ainsi qu’en
antioxydants (les polyphénols, stérols et les tocophérols) (Baccouri et al., 2008), nos

résultats sont en accord avec les études (Djeziri, 2015; Gherib, 2015),

Nos résultats montrent aussi une hyperglycémie chez les rates nourries au régime cafétéria
enrichi ou non en huile d’oléastre par rapport & leurs témoins respectifs.
En effet (Kim et al., 2000) ont établis que I'accumulation des triglycérides dans le foie est liée
a l'insulino-résistance, ce qui conduit & une oxydation accrue des acides gras libres (AGL) qui
stimulent la néoglucogenése et la synthese des triglycérides au niveau du foie, ceci entraine

une surproduction de glucose qui favorise I'hyperglycémie a jeun (Gastaldelli et al., 2000).

La consommation de I’huile d’oléastre entraine une réduction de la glycémie, qui
s’explique par I’action de I’oleuropéoside (phénol) qui exerce une activité hypoglycémiante,
(Satoa et al., 2007).
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En accord avec plusieurs études (Sour et al., 2015 ; Harrat et al., 2015 ; Bouderbala et
al.,2016 ;Rahoui et al.,2017), nous avons observé que 1’obésité induit également des
altérations du meétabolisme des lipides et des lipoprotéines. En effet, les rates obeéses
consommant le régime cafétéria enrichi ou non en huile d’oléastre présentent une
augmentation des teneurs plasmatiques en cholestérol total, triglycérides et cholestérol- LDL,
compareées a leurs témoins respectifs

Cette hyperlipidémie observée chez les rates obéses peut étre expliquée par la forte teneur
en lipide dans l'alimentation (régime cafétéria). Plusieurs auteurs ont constatés qu'une
augmentation en teneur de lipides ,des aliments provoquent une élévation de la concentration
en cholestérol plasmatique, ainsi de nombreux travaux rapportent que 1’obésité est définie par
un exces de tissu adipeux qui favorise l'accélération du flux d'acides gras libres qui arrive de
la veine porte vers le foie, ce qui contribue a I'hypersécrétion de particules VLDL qui, tout
comme les lipides exogenes (chylomicrons) sont responsables des concentrations
plasmatiques élevées de triglycérides; Les concentrations de triglycérides sont a leur tour
responsables de plusieurs désordres métaboliques, en perturbant le métabolisme des particules
LDL et des HDL en diminuant leur taille et en augmentant leur densité (Grundy et al., 2005 ;
Ribot et al., 2008).

La supplémentation de régime cafétéria ou régime standard en huile d’oléastre pendant 4
semaines améliore de facon significative les parametres du profil lipidique plasmatique en
diminuant le cholestérol total, TG, C-LDL et en augmentant C-HDL. Ces résultats
concordent avec ceux de Belarbi et al. (2011) qui ont montré que la consommation d’huile

d’oléastre a diminué significativement le cholestérol total et LDL- cholestérol.

Par contre, les teneurs en HDL-cholestérol des rates consommant le régime enrichie en
huile d'oléastre sont élevées par rapport aux témoins, ces résultats montrent que
I’augmentation de "bon cholestérol” ; pourrait étre liée a la présence d’une quantité en acide
oléique plus importante dans 1’huile, ce résultat concorde avec ceux obtenus par d’autres
auteurs (Huang et al., 2008).

Cet effet hypolipidémiant et hypocholestérolémiant de 1’huile d’oléastre peut étre expliqué
par sa composition riche en acides gras mono-insaturés (ol€ique) ainsi qu’en antioxydants
(les polyphénals et les tocophérols) (Kirsty et al., 2000). En effet, plusieurs études ont montré
que I’acide oléique a un effet bénéfique sur le risque de développement de MCV, sur le profil

lipidique et prévient la redistribution de la masse grasse au niveau viscéral chez les patients
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souffrants de surpoids et d’insulinorésistance (Erkkila et al., 2006 ; Moreno et Mitjavila,
2003 ; Paniagua et al., 2007), car I’administration de cet acide gras chez ’homme diminue

I’oxydation des LDL, les teneurs en C-LDL et en triglycérides (Fito et al., 2007).

Le dernier volet de notre travail porte sur un concept important, le stress oxydatif, reconnu
aujourd’hui comme la base moléculaire de toutes les pathologies. Dans les systémes
biologiques, le stress oxydatif se définit comme un désequilibre entre les oxydants et les
antioxydants en faveur des oxydants, entrainant des dommages cellulaires (Atamer et al.,
2008).

Une alimentation chronique riche en graisses et en particulier en AGS, conduisant au stress
oxydatif grace a des mécanismes biochimiques multiples (Sies et al., 2005 ; Serra et al.,
2012).

En effet, de nombreux travaux rapportent des perturbations du statut redox au cours de
I’obésité tenant a la fois de I’augmentation de production des especes réactives de I’oxygene
(ERO) et la diminution de la capacité de défense antioxydante par la baisse des activités des
enzymes antioxydantes et des taux des vitamines antioxydantes (Sour et al., 2015 ; Keaney et
al., 2003 ; Karaouzene et al., 2011 ; Savini et al., 2013 ; Warolin et al., 2013). De méme, il
a été démontré qu’un régime hypercalorique et hyperlipidique augmente la production de
radicaux libres et diminue les capacités de défense antioxydante (Milagro et al., 2006 ;
Bouanane et al., 2009).

C’est dans cette optique, que nous contribuons a déterminer les marqueurs de statut
oxydant (malondialdéhyde et diénes conjugués) et antioxydant (vitamine C et ORAC) au

niveau du plasma.

Dans notre travail, les résultats sont en faveur de I’existence d’un stress oxydatif intense
chez les rates obéses. En effet, ces rates presentent des teneurs plasmatiques élevées en
malondialdéhyde et en marqueurs de 1’oxydation des lipoprotéines, ce qui est en faveur d’un

stress oxydatif évident.

Ces résultats sont en accord avec 1’étude menée par (Laissouf et al., 2013) qui affirme que
le taux de MDA est élevé chez les rats obéses par rapport aux rats témoins . Cette
augmentation peut étre expliqué par lI'auto-oxydation des lipides (Sakaet al., 2011), qui est
probablement induite par 1’obésité, car chez les obeses, la concentration ¢levée des acides gras

peut conduire a I’activation de NADPH oxydase qui est une enzyme responsable de la
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production des ERO au niveau de la mitochondrie de tissu adipeux , donc ces ERO sont
responsables d’une grande partie de I’oxydation des acides gras ce qui a pour conséquence la

production de MDA (Bonnefont-Rousselot,2014)

Le temps de latence (Tlag), qui correspond a I’initiation de I’oxydation des lipoprotéines,
est plus court chez les rates soumises au régime cafétéria (OS et OH) par rapport aux témoins
(TS et TH). Ceci peut étre expliquer par le fait que les lipoprotéines des rates obeses sont
moins résistantes a 1’oxydation, plus le Tlag est long et plus les lipoprotéines sont résistantes a

I’oxydation (Bouannene et al.,2009).

Le taux d’oxydation élevé des lipoprotéines plasmatiques des rates obéses est en faveur de
la formation accrue des produits d’oxydation des lipides. Certains auteurs (Crujeiras et al.,
2006 ; Kelishadi et al., 2008; Uzun et al., 2007 et Vincent et al., 2007) notent une oxydation
rapide des lipides qui se produit au niveau des LDL des rates obéeses suite a la réduction des

antioxydants.

Concernant les antioxydants, nos résultats montrent que les teneurs plasmatiques en
vitamine C sont diminuées chez les rates obéses par rapport aux rates témoins, qui sont en
concordance avec 1’étude de (Laissouf et al.,2013) . De méme nos résultats montrent que le
régime cafétéria entraine une capacité antioxydante totale du plasma (ORAC) plus faible par
rapport aux rates témoins. Cela est en accord avec I’¢tude de (Benyoub, 2011).Ce
déséquilibre de la balance antioxydante peut étre expliqué par la diminution importante des
antioxydants (vitamine E et béta caroténes) chez les rates obéses (bonnefont-rousselot,
2014). Ces résultats suggerent que 1'obésité est un facteur important de 1’augmentation du

stress oxydatif.

La supplémentation de régime cafétéria par 1’huile d’oléastre montre une réduction de taux
de MDA et des diénes conjugués et une augmentation de la vitamine C et de la capacité

antioxydante totale de plasma chez les rates.

Ces résultats suggérent que 1’huile d’oléastre induit un effet antioxydant, qui peut étre due
a la richesse de cette huile en composés bioactifs et en antioxydants qui inhibent 1’0xydation
des lipides et les altérations causées par la production excessive de radicaux libres. Une étude
menée par (Bouarroudj et al.,2016) montre que cette huile est trés riche en vitamine E, en

vitamine C et en polyphénols qui constituent une famille importante d'antioxydants parmi ces
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polyphénols on trouve les flavonoides, terpenoides, saponosides, tannins et alcaloides.

globalement, ce sont des excellents piégeurs des ERO (Suzuki et al., 2011).

Concernant 1’étude histologique de foie des rates témoins et obéses nos résultats montrent
qu’il y a une micro stéatose de type micro vacuolaire chez les rates (OS) par rapport aux rates
(TS). Ce résultat est compatible avec d'autres études (Ruzzin et al., 2010) qui ont montrées
I’existence d’un début d’une stéatose hépatique caractérisée par la présence de graisse dans le

foie, et I’accumulation progressive de triglycérides dans le tissu hépatique des rats obeses.

Ces résultats peuvent étre expliqués par la grande teneur en AGS de régime cafétéria, qui
provoque une augmentation du contenu hépatique en triglycérides avec une stimulation de la

gluconéogenese ceci est confirmé par (Parks et al., 2017).

La supplémentation de régime cafétéria en huile d’oléastre a améliorée le tissu hépatique,
donc notre huile a un role protecteur contre de nombreux changements pathologiques dus a

leur teneur plus élevée en substances antioxydantes.
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Conclusion générale

Actuellement, 1’obésité est devenue un vrai probléme de santé publique. Le changement de
mode de vie et la modernisation incitent ’homme a modifier ses habitudes alimentaires et a
diminuer de plus en plus son activité physique. Ces deux facteurs : la « mal bouffe » et la
sédentarité favorisent 1’installation de 1’obésité et tous ce qu’elle peut engendrer comme

désordres d’homéostasie et apparition de maladies métaboliques.

L’obésité est associée a de nombreuses anomalies métaboliques. Dans le cadre de lutte
contre l'obésité et de la réduction de sa progression, la prévention nutritionnelle grace a des

régimes alimentaires enrichis ou spéciaux tient une place particuliere.

La médecine traditionnelle est largement répondue et tient une place majeure dans le
traitement de différentes maladies métaboliques. Le nombre des études en matiére de
recherche de nouvelles stratégies capable de prévenir ou méme de retarder I'apparition de ces
maladies, reste tres limitée. Ce travail a pour but d’évaluer la composition physicochimique
de I’huile d’oléastre, ensuite de vérifier I’efficacité d’un régime expérimental enrichi en huile
d’oléastre par la correction des altérations métaboliques associées a 1’obésité nutritionnelle,

chez le rat Wistar.

L’analyse physicochimique de I’huile d’oléastre montre que les valeurs d’acidité, indice

de saponification et indice de peroxyde sont conformes aux normes

L’huile étudiée présente un taux de polyphénols de 617.83 mg/kg. L’analyse des pigments
révele que I’huile de 1’oléastre contient des teneurs en chlorophylles et en caroténoides

estimeées a 15.8 mg/kg et 3,2mg/kg respectivement.

D'apres notre étude, on peut conclure que le régime cafétéria conduit a l'installation de
I'obésité chez la rate Wistar, associée a des anomalies métaboliques tel que I'hyperlipidémie,
I'nyperglycémie et a une altération morphologique au niveau du foie (c'est-a-dire une stéatose
hépatique), rajoutant a ceux-ci un stress oxydatif qui constitue le trait d'union de toutes les

maladies tels que 1'athérosclérose, les risque coronaropathies, diabéte et certains cancers...etc.

L’ensemble des résultats de cette étude menée chez les rates rendues obeses, indiquent que
le traitement avec I’huile d’oléastre induit une perte de gains du poids corporel et une
diminution de prise alimentaire journaliere, de méme, il induit un effet hypoglycémiant et
hypocholestérolémiant, pouvant réduire le risque cardiovasculaire et réduire le risque de
d’hyperglycémie. Nos résultats ont montrés également que I’huile d’oléastre réduit la

peroxydation lipidique et améliore I'équilibre de la balance oxydants /antioxydants, ce qui
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fournit la preuve que l'utilisation de cette huile pourrait protéger contre les pathologies lies
aux effets délétéres des especes réactives de I'oxygene (ERO). De plus il apparait clairement
que I’huile d’oléastre a un effet protecteur contre la stéatose hépatique chez les rates obeses

et méme réparateur de tissu.

A la lumiére de cette étude, nous avons constaté que 1’huile d’oléastre semble Etre
bénéfique pour la santé humaine tout en prévenant les altérations métaboliques chez les
obeses. Son intégration dans I'alimentation peut participer & améliorer le profil métabolique et

oxydatif et réduire l'incidence de I'obésité et ses complications.

Une bonne alimentation équilibrée riche en fruit et légumes, faible en lipides surtout

saturés, et I’activité physique devrait étre la logique de toute personne pour protéger sa santé.

Il serait intéressant de compléter cette étude par d’autres travaux, telles que 1’étude
histologique au niveau du muscle, tissu adipeux et du cceur pour mieux é&tudier les
complications liées a I’obésité nutritionnelle. Chez I’homme, ces résultats pourront contribuer
au développement de nouvelles stratégies thérapeutiques non médicamenteuses dans le

domaine de I'obésité et de ses complications.
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Annexe 1

Figure01 : Huile d’oléastre « Olea europeae »

Figure 02 : Elevage des rates au sein de 1’animalerie
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Figure03 : préparation de régime cafétéria A : régime cafétéria sans huile d’oléastre
B : régime cafétéria avec huile d’oléastre

Figure 04: Les rates soumises aux différents régimes



Figure 05: prélevement sanguin A : rate anesthésiée par I’éther B : prélévement par ponction
cardiaque C : prelevement par la veine orbitale D : le sang

Figure 06 : sacrifices et dissection des rates
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Figure 07 : la pesé des rates

Mesure de la masse relative de foie

Le foie de chaque rate a été pesé. Ce qui a permis de déterminer la masse relative du foie
(MRF) selon la formule ci-dessous

MRF = masse du foie de I’animal sacrifié x 100
Masse de I’animal sacrifié

Figure 07: La pesé du foie

+«»+ Valeur énergétique du régime cafétéria

Valeur énergétique = (lipidesX 9) + (glucideX 4) + (ProteineX 4) I q Valeur énergétique = 508.49 I




Tableau | : réactifs et solutions.
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Kit de cholestérol-LDL
(SPINREACT)

Kit de triglycéride
(SPINREACT)

Kit de cholestérol total
(SPINREACT)

Kit de cholestérol-HDL
(SPINREACT)

Acide Chlorohydrique
(HCI)

Acide gallique
(C7He0s)

Ethanol
(C2Hs0OH)

Cyclohexane
(CeH12)

Formaldéhyde
(CH:0)
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Le formol (CH,0)

Méthanol (CH;OH)

Bicarbonate de sodium
(NaHCO3)

Hexane (CgH14)

Chloroforme
(CHCly)

L ——

lodure de potassium

(KI)

Acide Acétique
(CH3COOH)

L’acide thiobarbiturique TBA
(C4HsN20,8)

L’acide trichloroacétique
TCA (C;HCI30,)
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Peroxyde d’hydrogéné-

L’eau physiologique Le folin
(H,0,) 2 307 !
-i
- 2
L’acide ascorbique Sulfate de cuivre (CuSOy)
Amidon (CeHsOs)

Chlorure de sodium(NaCl)

L’eau distillée
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Tableau Il : appareillage

La centrifugeuse Le spectrophotomeétre L’agitateur magnétique

[

Le bain marie L étuve Le glucométre

“ﬂhﬂo

Balance L Vortex
Balance de précision
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Chauffe-ballon

Rota-vapeur

Chromatographie Liquide a
Haute pression (HPLC)




Tableau 111 : verrerie et autres

Annexe 1

Tubes secs

Les cuves

Les embouts

Entonnoir

Spatule

Poire

Fiole

pissette

Bécher
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Eprouvette

Erlenmeyer

Lames

Lamelles

cassettes

PARAFILM | p
TS | PARARLS
JRATORY FiLm

4% Bemis

4% Bemis

Parafilm

Outils pour la dissection

Seringue
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Figure08 : Détermination de I’humidité et de la densité

Figure 09 : Détermination de 1’indice d’acidité
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Figure 10 : Détermination d’indice de peroxyde

Figure 11: Détermination d’indice de saponification
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Figurel?2 : Dosage des pigments et des extinctions spécifiques

Figure 13 : Extraction des polyphénols totaux



Figure 15 : Mesure de la glycémie

Figure 16 : Dosage des paramétres biochimiques lipidiques
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Figure 17 : Dosage de la gamme d’étalonnage

+ Réalisation des coupes histologiques
1-Fixation

Elle a pour but d’immobiliser les structures des échantillons en respectant dans la mesure
du possible la morphologie des structures. Apres dissection, le foie a été fixé dans le formol
a 10% qui a été préparé du 10 ml du formol commercial a 35% et 90 ml d’eau distillé.

2-Déshydratation

Apres fixation, les organes sont rincés par le tampon PBS et sont coupés a 1’aide d’un
scalpel apres ils sont placés dans des cassettes numérotées en raison d’un échantillon par
cassette. Ensuite les organes subissent une déshydratation en placant les cassettes dans des

bains d’éthanol de concentration croissante
-Alcool 70° (un bain de 30min).
-Alcool 80° (un bain de 30 min).
-Alcool 90° (un bain de 30 min).

-Alcool 100° (un bain de 30 min).



3-La désalcoolisation

Elle est effectuée dans différents bains de toluéne
-Toluéne + éthanol (v/v) (un bain de 30 min).

- Toluéne pur (2 bains de 30 min).

- Toluene pur (un bain de 1 heure).

- Toluene+paraffine (v/v) (30 min).

- Paraffine (1 bain 12 heures).

4-L’inclusion

La paraffine est coulée a chaud, dans des moules métalliques associés a des cassettes en
plastique. L’explant est rapidement plongé avec une pince préalablement chauffée, tout en
I’orientant dans le sens de la coupe désirée. La polymérisation de la paraffine a température

ambiante permet 1’obtention de blocs préts a étre coupés.
5-La confection et I’étalement des coupes

Avant de passer a la confection des coupes, les blocs démoulés sont taillés a l'aide d'un
scalpel jusqu'a l'apparition des organes inclus. La réalisation des coupes est faite a l'aide

d'un microtome, de type Leica RM 2025, en réglant I'épaisseur a Spum.

Les rubans obtenus sont étalés dans un bain marie (37°C) puis récupérés par les lames dont
I’étalement se fait avec de 1’eau gélatineuse filtrée (5%) puis étalés soigneusement. Ils sont

ensuite traités a I’étuve pour faire dissoudre la paraffine.
6-Le déparaffinage et I’hydratation

Les lames doivent donc étre déparaffinées avant leur coloration dans 2 bains de toluéne
pendant 10 min chacun, puis dans 2 bains d’éthanol pendant une minute pour chaque bain.
L’hydratation se fait on plongeant les lames dans différents bains d’alcool d’ordre
décroissant, alcool a 90° puis a 50° pendant 1 a 5 minutes, puis on rince avec 1’eau courante

pendant une minute



7-La coloration

Elle a pour but de différencier les constituants tissulaires. La coloration utilisée est celle de
la coloration hématoxyline, éosine. Ou Hématoxyline colore les structures nucléaires en
bleu et 1’éosine colore le cytoplasme en rouge et le collagéne en rose. Dans ce cas, les

lames sont trempées successivement dans les bains suivants :
-Coloration a I’hématoxyline pendant deux minutes.

-Rincer a I’eau courante pendant deux minutes.

-Coloration a 1’éosine pendant 10 secondes.

-Rincer a I’eau courante pendant 2 secondes.

A prés coloration, il est nécessaire de faire une déshydratation pour éliminée 1’eau présente
dans les coupes. Les coupes sont trempées dans différents bains d’alcool éthylique de titre

croissant :
-Alcool a 70° pendant 5 a 10 minutes.
-Alcool a 90° pendant 5 a 10 minutes.
-Alcool éthylique absolus pendant 15 minutes.
-Suivie de deux bains de toluene de 15 minutes chacun.
9-L’observation microscopique
Le montage a été réalisé entre lame et lamelle a I’aide de baume de canada.

Les lames ainsi préparées sont prétes pour 1’observation au microscope optique (x100 Puis
x400).
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Tableau 1V: Résultats de la HPLC
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Tableau V : Evolution pondérale des rates au cours de I’expérimentation

JO
J7
Ji4
J21
J30

TS TH
132+1,58 133.6+1.67
162.51+2012° | 148.8+5.65"
176.75+4.94°  168.2+6.36°
180.375+4.88% | 171.3+1.06°
184.75+3.93°  176.5+1.06°

oS
135+1.22
187.9+15.55°
202.6+19.79°
217.4+13.78°
235.2+9.89°

OH
135.2+2.94
171.8+0°
181.2+0°
185+2.47°
188.2+3.53°

Tableau VI : Quantité d’alimentation ingérée au cours de I’expérimentation (g/j/rate)

Moy+ES

TS
18+0.13°

TH
17.6+0.12°

oS
19.7+0.20°

OH
19+0.07°

Tableau VII : Masse relative du foie a la fin de I’expérimentation (g/100g)

MoyzES

TS
3.526+0.04°

TH
3.29+0.03"

Tableau VIII : Teneurs en glycémie (g/L)

Moy+£ES

TS
0.93+0.04°

TH
0.7+0.04°

oS
4.538+0.69°

oS
1.275+0.02

OH
3.742+0.10°

OH
1.12+0.01°

Tableau IX : Teneurs en triglycérides, en cholestérol total et en lipoprotéines (mg/dL)

Cholestérol
Triglycérides
HDL

LDL

TS
1.78+0.4¢

2.18+0.04°
0.54+0.16°
0.96+0.02°

TH
1.66+0.29°
1.03+0.05°
1.06+0.16°
0.616+0.11¢

oS
4,01+0.83°
3.39+0.24°
1.48+0.2°
1.5+0.19°

OH

3.07+0.09"
2.69+0.17°
1.62+0.35%
1.07+0.03°
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Tableau X : Teneurs en malodialdéhyde (MDA), en vitamine C et Détermination du pouvoir
antioxydant total du plasma (ORAC) a la fin de I’expérimentation.

TS TH

Tableau X1 : Détermination des marqueurs d’oxydation des lipoprotéines in vitro a la fin de
I’expérimentation.

TS TH 0OS OH

140+10° 150+12° 62.5+70° 70+7.07°

Taux 3.05+0.38° 2.45+0.13 4.75+0.46°
final(umol/ml)

Tableau XI: la composition en lipides, protéines et glucides de régime cafeteria en g/100g.

Lipides (g) Glucides (g) Protéines (g)

I

Fromage (2 portions) 28 8 12

Chips (1 portion) 3 5.2 0.85

Chocolat (1 portion) 30 65 5

I
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