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Abstract

Olive oil, also called "green gold", is one of the most important vegetable oils in nutritional and
therapeutic virtues because it is characterized by its richness in organic matter, mainly
represented by phenolic compounds. These are, par excellence, inhibitors of oxidation by
scavenging free radicals, identified as natural antioxidants. This study was carried out with the
objective of evaluating the antioxidant and inhibitory activity of the enzymes of twenty-nine
methanolic extracts of olive oils of different varieties selected from several regions. The
antioxidant activity was measured in vitro using the anti-free radical methods DPPH, ABTS,
CUPRAC and reducing power. Enzyme activity was tested for anti-Alzheimer's potency using
acetylcholinesterase (AChE) as a model. The results obtained showed a significant inhibition of
free radicals with significant values. The varieties Limeli, Aaleth and Aimel from SIDI-AICH
showed the best values as well as Sigoise and Chemlal from OUED SOUF. The latter, named
Sigoise and Chemlal, also recorded the best values in anti-Alzheimer's activity. At the end of this
study, we find that the olive oils tested are still rich in polyphenols and flavonoids and that the
polyphenols have a great capacity for scavenging free radicals and thus give a fairly significant
antioxidant activity.

Key words: Olive oil, variety, phenols, antioxidant, antioxidant activity, DPPH, ABTS,
CUPRAC, Reducing Power, enzymatic activity.



Résumé

L’huile d’olive, aussi appelé « 1’or vert », est I’'une des huiles végétales les plus importantes en
vertus nutritionnelles et thérapeutiques car elle est caractérisée par sa richesse en matiere
organique représentée essentiellement par les composés phénoliques. Ces derniers sont, par
excellence, des inhibiteurs de 1’oxydation par piégeage des radicaux libres, identifiés comme des
antioxydants naturels. Cette étude a été réalisée dans I’objectif d’évaluer 1’activité antioxydante
et inhibitrice des enzymes de vingt-neuf extraits méthanoliques d’huiles d’olive de différentes
variétés et issues de plusieurs régions. Cette activité antioxydante a été mesurée in vitro par
I’utilisation des méthodes anti-radicalaires DPPH, ABTS, CUPRAC et le pouvoir réducteur.
L’activité enzymatique a été testée pour 1’évaluation du pouvoir anti Alzheimer en utilisant
I’acétylcholinestérase (AChE) comme model. Les résultats obtenus ont montré une inhibition
importante des radicaux libres avec des valeurs significatives. Les variétés Limeli, Aaleth et
Aimel de SIDI-AICH ont montrées les meilleures valeurs ainsi que Sigoise et Chemlal d’OUED
SOUF. Ces derniers, a savoir Sigoise et Chemlal, ont également enregistré les meilleures valeurs
dans I’activité anti- Alzheimer. Au terme de cette étude, nous constatons que les huiles d’olive
testées sont tout de méme riches en polyphénols et flavonoides et que les polyphénols ont une
grande capacité de piégeage des radicaux libres et donnent ainsi une activité antioxydante assez
importante.

Mots clés : Huile d’olive, variété, polyphénols, antioxydant, activité antioxydante, DPPH,
ABTS, CUPRAC, Pouvoir Réducteur, activité enzymatique.
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Introduction

I. Introduction

L'huile d'olive représente 1’'un des produits méditerranéens par excellence. On la retrouve a
travers I'histoire, depuis la civilisation grecque jusqu'a nos jours (Trichopoulou et Lagiou,
1997). Elle est la principale source de matiere grasse du régime crétois ou du régime
méditerranéen qui sont bien connus pour leurs effets bénéfiques sur la santé humaine. Si I'huile
d'olive est un produit intéressant d'un point de vue nutritionnel c'est tout d'abord pour sa
composition en acides gras. En effet, elle est largement insaturée et contient une partie d'acides
gras essentiels. Outre cette composition particuliére en acides gras, I'huile d'olive est aussi riche
en composes antioxydants, et surtout intéressante pour ses composes minoritaires tels que les

polyphénols (Tripoli et al 2005).

L’intérét nutritionnel de ces composés phénoliques réside dans leur forte capacité
antioxydante qui pourrait prévenir ou ralentir I'apparition de certaines maladies dégénératives

ainsi que les maladies cardiovasculaires (Servili et al 2014).

L’huile d'olive brute est une huile de table directement issue d'un fruit de I'olivier et
uniquement par utilisation de procédés physiques, sans recourir a des étapes de raffinage.
L’absence de cette étape permet a I'huile d'olive de conserver tous ses antioxydants car ils ne
vont pas étre éliminés lors de ce procédé. Les principaux antioxydants de I'huile d'olive sont des
dérivés de l'oleuropéine et du ligstroside et font donc partie de la classe des composés
phénoliques. Ces composés vont permettre une bonne conservation de I'huile d'olive dans le

temps puisque ces molécules ainsi que le tocophérol vont prévenir son oxydation (Veillet, 2010).

L’objectif de notre étude est de caractériser et comparer d’un point de vue phytochimique,
I’activité antioxydante et inhibitrices de quelques enzymes impliques dans différents pathologies
des huiles extraites des fruits des oliviers de 29 échantillons de différentes variétés algériennes, il
s’agit des variétés : Sigoise, Rougette, Chemlal, Ferkane, Limeli, Blanquette, Nebjmel, Aimel,
Aaleth, Taksrit et Azzoradj originaire d’Oued Souf, Sidi-Aich, Batna, Guelma, Hamma

Bouziane, Bouira, Bounouara, Tamelt, Jijel, Zighoud Youcef, Bejaia, Khenchla et Biskra.

La premicre partie de ce travail consiste a une synthese bibliographique sur I’olivier et I’huile
d’olive ainsi que leurs activités. La deuxiéme partie, expérimentale, est consacrée a 1’extraction
des composés phénoliques de I’huile d’olive des vingt-neuf échantillons récoltés sur differentes

régions géographiques, et a 1’évaluation de leurs activités antioxydantes a savoir 1’activité

1
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A . : + + .. . : o
chélatrice des radicaux libre DPPH" , ABTS' , I’activité réductrice du cuivre et du fer, ainsi que

I’activité anti Alzheimer des vingt-neuf échantillons d’huile d’olive prévues pour ce travail.
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Il. Apercu sur ’espéce Olea europea L

I1.1. Classification systématique
La classification botanique de I’olivier selon (Guignard, 2004) est la suivante :
Embranchement : Spermaphytes.
Sous embranchement : Angiospermes.
Classe : Dicotylédones.
Sous classe : Asteridées.
Ordre : Lamiales.
Famille : Oléacées.
Genre : Olea.

Espece : Olea europea.

11.2. Description botanique

L'olivier (Olea europea L) est un excellent arbre méditerranéen cultivé dans des régions arides
subtropical (Lavee, 1997). Il est bien adapté aux conditions environnementales extrémes, telles
que la sécheresse, et la salinité (Maas et Hoffman, 1977). Ainsi qu’aux températures élevées et

basses.

Il peut s'accommoder a divers types de sols, quelquefois tres démunis et arides, bien ventilés
cependant, il craint ’humidité. Son potentiel d’adaptation est dii a la morphologie spéciale de ses
feuilles, de son systeme radiculaire et de son haut niveau de régénération morphologique (Lavee,
1997). La hauteur moyenne de I’olivier peut atteindre 10 a 15 m et le diamétre du tronc peut
arriver a 1,50 a 2 m. Dans les climats froids, les arbres sont généralement plus petits. Dans son

état naturel, il se maintient en une boule compacte et épineuse (Loussert et Brousse, 1978).

Une forte luminosité est nécessaire a I’olivier pour la différenciation des bourgeons a fleurs et
la croissance des pousses. En effet, les fruits se trouvent généralement a la surface de la
frondaison dans la plupart des cultures. La fructification se fait tous les deux ans dans toutes les

conditions de croissance (Lavee, 1997).
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11.3. Répartition géographique de ’olivier
11.3.1. Répartition de I’olivier dans le monde

L'olivier est aujourd'hui cultivé dans toutes les régions du globe se situant entre les attitudes
30 et 45 des deux hémispheéres, des Amériques (Californie, Mexique, Brésil, Argentine, Chili),
en Australie et jusqu'en Chine, en passant par le Japon et I'Afrique du Sud.

On compte actuellement plus de 900 millions d'oliviers cultivés a travers le monde mais le
bassin méditerranéen est resté sa terre de prédilection, avec pres de 95 % des superficies

oléicoles mondiales (Lazzeri, 2009).

Figure 01 : Répartition géographique de 1’olivier dans le bassin méditerranéen. (Argenson,
2008)

11.3.2. Répartition de ’olivier en Algérie

La superficie totale du verger oléicole national s'éleve, a environ 389 000 ha pour plus de 25
millions d'arbres (Lamani et Ilbert, 2016). L’oléiculture est concentrée exclusivement au niveau
de 6 principales wilayas, trois wilayas de la région du Centre, qui représente plus de 50% de la
surface oléicole nationale (Bejaia, Tizi-Ouzou, Bouira) et trois de la région Est (Bordj

Bourreridj, Sétif et Jijel).
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Figure 02 : Répartition de I'oléiculture en Algérie par régions (Hadjou et al 2013).

11.4. Principales variétés d’oliviers cultivés en Algérie

Les principales variétés d’oliviers cultivées en Algérie sont présentées sur le tableau O1.

Tableau 01 : Orientations variétales de 1’olivier en Algérie (Loussert et Brousse, 1978)

Observation

Variétés Aire de culture Importance
Tres estimée pour la conservation et
Sigoise Ouest algérien (oran, Tlemcen) 25% ’huilerie, rendement élevé en huile.
Variété autofertile.
. Ouest Algeérien (Oran, 0 Trés bon pollinisateur de sigoise
Cornicabra Tlemcen) o% Originaire d’Espagne
Sevillane | Ouest Algérien (Plaine d’Oran) 3% Tres intéressante par le gros calibre
des fruits
Huile trés appréciée.
Chemlal Centre Algérien Kabylie 10% ReS'St,e en cul.ture segh_e.
Inconvénients : autosteérile.
Floraison tardive
Azzeradj Centre Algérien 15% Tres bon pollinisateur de Chemlal
Bouchouk - 0 Intéressante pour la région de
La Fayette Centre Algérien 2% BOUGAA
- Donne les meilleurs résultats a la
0
Boukhenfas Centre Algérien 2% station de SIDI-AICH
- - Variété conseillée dans la région de
0
Limli Est Algérien 8% Jijel a SIDI-AICH
0,
Blanquette Est Algeérien 20% du -
verger
Rougette Est Algérien 12% -
Neb Djmel Sud Est Algérien 5% Variété des régions présaharienne
Erontoio Centre et Est 1% Variété italienne, bon pollinisateur
de Chemlal
Coratina Centre et Est 1% Variété ital ienne tres rigoureuse et
tres productive
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Longue de 0 Tres localisée dans la région de
Miliana Centre et Ouest 5% MILIANA
Ronde de 0 Tres localisée dans la région de
Miliana Centre et Ouest 5% MILIANA
Picholine 0 Trés commune avec la sigoise
marocaine Ouest du pays 30% (méme caractere)
Fertilité excellente et réguliére.
Ascolana Ouest - Bonne rusticité de 1’arbre. Résiste
au froid.
Hamma de Meilleure variété de la région
Constantine Est Algérien - constantinoise pour la conservation,
nécessite des irrigations
. Est Algérien (Collo-Oued El S o Cultivée dans les regions a forte
Bouricha Kebir) 5a6% pluviométrie
- Tres estimée pour la conservation et
Aberkane Région de Seddouk - Phuileric

NB : on représente dans ce tableau, seulement les variétés les plus importantes. Cependant, une méme
variété peut avoir différentes dénominations suivant les régions (Loussert et Brousse, 1978).

I11. L’huile d’olive
111.1. Définition

L’huile d’olive est un aliment précieux et sain, mais dans les temps anciens, son importance
était également due a d'autres utilisations, telles que le combustible pour lampes, le traitement de
la laine, la médecine et les cosmétiques, la production de savon...etc. (Jain et Priyadarshan,
2009).

L'huile d'olive est I'huile provenant seulement du fruit de l'olivier, a I'exclusion des huiles
obtenues par solvant ou par des méthodes de ré-estérification et de tout mélange avec des huiles
d’autre nature, 1’huile d’olive ne nécessite aucune étape de raffinage ni aucune transformation
chimique (COI, 2001).

111.2. Production mondiale d’huile d’olive

Les quatre premiers pays producteurs de I’huile d’olive sont I’Espagne, la Grece, 1’Italie, et la
Tunisie représentent 80% de la production mondiales d’huile d’olive et les dix premiers sont tous

situés dans la zone Méditerranéenne (COI, 2016).
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Figure 03 : La production mondiale de I’huile d’olive (COI, 2016).

111.3. Production d’huile d’olive en Algérie

L’ Algérie appartient aux principaux pays méditerranéens qui sont favorisés par un climat des
plus propices a la culture de I’olivier. Elle se classe derriére 1’Espagne, 1’Italie, la Gréce et la
Tunisie qui sont par ordre d’importance, les plus gros producteurs de I’huile d’olive
(Benrachou, 2013). L’Algérie fournis 1% de la production mondiale avec 62 000 tonnes répartie

sur plusieurs régions de sa superficie (Barjol, 2014).

Algeria Olive Oil Production by Year
50

1000MT

Figure 04 : La production d’huile d’olive en Algérie par an (indexmundi.com)

Avec une production d’environ 80 000 tonnes d’huile d’olive en 2017/2018, soit une

augmentation de 27 % par rapport a la campagne antérieure, 1’Algérie est le troisiéme pays
g p pp pag g


http://www.indexmundi.com/
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producteur d’huile d’olive d’Afrique du Nord. Sa superficie consacrée a la culture des oliviers
est de 500 000 hectares, dont 150 000 sont cultivés en régime irrigué. Le pays a exercé la
présidence du COI I’an dernier (COl, 2018).

I11.4. Composition biochimique d’huile d’olive

L’huile d'olive vierge est un systeme chimique complexe constituer de plus de 250 composés
(Angerosa et al 2004 ; Aparicio et al 1994 ; Kiritsakis 1993) il joue un réle important dans
I'industrie agroalimentaire et est important en nutrition humaine pour plusieurs raisons. En
premier lieu car les lipides sont la principale source d'énergie pour le corps humain en
comparaison de leur masse. De plus I'intérét pour les huiles d'olive a été accru depuis la
découverte de leur richesse en vitamines liposolubles et en polyphénols qui sont des
antioxydants. Elles sont également une source importante d'acides gras polyinsaturés essentiels
car non synthétisables par le corps humain (Veillet, 2010).

La composition chimique de I’huile d’olive dépend de la variété¢ du fruit, de ’altitude, du
degré de maturité des olives (Kalua et al 2007) de la région de culture, des conditions
climatiques, ainsi que des conditions d’extraction et de stockage de I’huile (Gomez-Rico et al
2008). Comme toutes les huiles végétales, I'huile d'olive est composée d'une fraction saponifiable

(triglycérides) et d'une fraction insaponifiable (composants mineurs) (Ollivier et al 2004).
111.4.1. La fraction saponifiable

Cette fraction représente 99 % de I'huile d'olive. Elle est composée essentiellement de TG et
AG (Violap, 1998).

1. Les acides gras

Les acides gras sont des molécules organiques comprenant une chaine carbonée terminée par
un groupement carboxyle.
CH3 - (CH2)n - COOH
Les acides gras présents dans I’huile d’olive se trouvent sous forme d’ester de glycérol ou
sous forme libre. Ce sont des monoacides linéaires a nombre pairs (majoritaires) et impairs
d’atomes de carbone dont le nombre varie de 14 a 24. Leur chaine aliphatique est soit saturée soit
mono ou polyinsaturée. Ils se composent en moyenne de 72% d’acides gras mono insaturés, de

14% d’acides gras polyinsaturés et de 14% d’acides gras saturés (norme européenne). La
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prédominance de 1’acide oléique constitue la principale originalit¢ de 1’huile d’olive et lui

confére les caractéristiques d’un corps gras mono-insaturé. (Violap, 1998).

Les acides gras insaturés, sont souvent références selon la position de la premiere double

liaison par rapport au groupement méthyle terminal.
Selon (Benlemlih et Ghanam, 2012), les acides gras présents dans I’huile d’olive sont :

L’acide palmitique, palmitoléique, stéarique, ol€¢ique, linoléique, linolénique, arachidonique et

myristique.

Tableau 02 : Composition en acides gras de I’huile d’olive (Gigon et Le Jeune, 2010).

Acide gras Symboles Teneur (%)
Acide myristique C14:0 <0.05
Acide palmitique C16:0 7,5-20

Acide palmitoléique C16 :1n-7 0,3-3,5
Acide stéarique C18:0 0,5-5
Acide oléique C18:1n-9 55-8 3
Acide linoléique C18 :2n-6 2,5-21
Acide o-linolénique C18:3n-3 <l
Acide arachidonique C20:0 <0,6

La composition en acides gras de I'huile d'olive joue un réle important au niveau de sa qualité
nutritionnelle, avec la présence en grande quantité d'acide oléique (AGMI). C'est I'importance de
I'apport d'AGMI avec un taux d'acide oléique pouvant atteindre 83%, qui confére son originalité
a I'huile d'olive, ainsi que ses vertus en termes de santé notamment au niveau des maladies

cardiovasculaires (Gigon et Le Jeune, 2010).
2. Lestriglycérides

Les triglycérides sont les véritables constituants des huiles d’olive vierge. Ils proviennent de
I’estérification des trois fonctions alcools du glycérol par des acides gras. La présence d’une part
des différents acides gras et d’autre part des trois possibilités d’estérification sur le glycérol
conduit a un grand nombre de combinaisons possibles pour les triglycérides de 1’huile d’olive.

Le triglycéride majoritaire d’huile d’olive est la trioléine (OOO) (Abaza et al 2002 ; Rouas et al
2016).
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Tableau 03 : Composition en triglycérides de 1’huile d’olive (Benitez-Sanchez et al 2003).

Nature Glycerides en %
000 40-59
POO 12-20
OOL 12.5-20
POL 5.5-7
SO0 3-7

111.4.2. La fraction insaponifiable

Cette fraction est dénommeée également composants mineurs (0,4-1%). C’est I'ensemble des
constituants d'un corps gras qui, aprés saponification, sont peu solubles dans I'eau et solubles
dans les solvants des graisses (Jacotot, 1993). Ces composants en faible quantité sont
majoritairement responsables de la qualit¢ gustative de 1’huile, notamment au niveau de
’amertume, de I’arriére-goQt poivré et /ou pimenté, et de sa stabilité (Saroli¢ et al 2014), lls
dérivent uniquement de fruits ayant subi un processus d’extraction physique (Dilis et

Trichopoulou, 2009). Cette fraction est représentée par les composants suivants :

1. Les hydrocarbures ou le squaléne

Le squalene est un terpéne insaturé (isoprenoide) (CsoHso) largement distribué dans la nature.
Il est predominant, celui-ci est retrouvé en plus grande quantité dans les huiles d’olives que dans
les autres huiles végétales (Fedeli, 1977 ; Kiritsakis et Markakis, 1988), C’est un intermédiaire
dans la biosynthese du cholestérol chez les animaux et des phytostérols chez les végétaux. Il
compte plus de 90 % des hydrocarbures présents dans I’huile d’olive (Owen et al., 2000). Son
taux dans 1’huile d’olive est de 136 a 708 mg/100g (Manzi et al., 1998) et il est caractérisé par
une stabilité élevée sous des conditions d’auto-oxydation et contribue ainsi a la stabilité de

I’huile aprés exposition a la lumiére (Grigoriadou et al., 2007).

Outre le squalene, I'huile d'olive contient aussi d'autres hydrocarbures : le 3-carotene (une
provitamine A), mais en trés faibles quantités (0,03 — 0,36 mg/100 g) (Kiritsakis, 1987).

CH3 CHj CHs

CHs CHs CHs

Figure 05 : Structure générale d’un squaléne (Samaniego-Sanchez et al 2010).
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2. Les polyphénols

Les polyphénols, représentent la fraction polaire et sont généralement obtenus a partir de
I'huile par extraction avec du méthanol-eau (Boskou, 2000). Les huiles d’olive vierges sont
riches en composes phénoliques appartenant a diverse familles phénols et hydroxy phénols,
acides et alcools phénols, secoiridoides, lignanes, flavonoides (Kiritsakis et Markakis, 1988 ;
Ollivier et al 2004) en particulier I’hydroxytyrosol et I’oleuropéine qui possédant des propriétés

anti oxydantes (Talhaoui et al 2016).

HO

HO

HO

1 OH

S
N
)

H OH

Oleuropéine

OH OH

HO HO

OH

Tyrozol Hydroxytyrozol

Figure 06 : Principaux composés phénoliques d’huile d’olive (Ollivier et al 2004).

11
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Les polyphénols affectent fortement les propriétés sensorielles de 1’huile d’olive vierge
comme le golit amer et piquant typique et contribuent a la stabilité¢ de I’huile d’olive vierge lutte
contre 1’auto oxydation (Talhaoui et al 2016). La quantité de polyphénols dans I’huile d’olive
vierge varie en fonction de plusieurs facteurs tels que la zone géographique, les conditions agro

climatiques, le degré de maturité des fruits (Talhaoui et al 2016).

3. Les pigments colorants

La couleur de I’huile d’olive est le résultat des pigments (chlorophylles 80% et caroténoides
20%), leur teneur est influencée par le cultivar d’olive, 1’indice de maturation, la zone de
production, le systéme d’extraction et les conditions de stockage (Luaces et al 2005 ;
Benlemlih, et Ghanam, 2012). Outre leur réle de colorant dans I’huile, ces derniers présentent

également des activités antioxydantes intéressantes (Dimitrios, 2006).
3.1. Les chlorophylles

Les chlorophylles sont les pigments les plus abondants dans la nature. lls sont responsables de
la nuance verdatre de I’huile d’olive dont les taux varient en dépend des facteurs génétiques et du
stade de maturation des fruits (Baccouri et al 2008). La chlorophylle est présente dans 1’huile

d’olive sous ses formes dégradées comme la Phéophytine.

En présence de la lumicre, la chlorophylle et ses dérivés sont dotés d’un pouvoir photo

sensibilisateur, alors qu'a I'obscurité elle posséde une activité antioxydante.

C'est I’'une des raisons pour lesquelles il est conseillé de conserver I'huile d'olive a I'abri de la
lumiére (Guirda et al 2005). Les pigments ont également un caractére antioxydant dans
I'obscurité et prooxydant dans la lumiére et semblent jouer un réle important dans la stabilité

oxydative de I’huile au cours de son stockage (Oueslati et al 2009).

12
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Figure 07 : Structure de chlorophylle (Willows et al 2013).

3.2. Les caroténoides

Les caroténoides sont des molécules tétraterpéniques caractérisées par une longue chaine
carbonée a double liaisons conjuguées. Ils sont responsables des colorations rouge, orange et
jaune des fruits et 1égumes, et présentent également une activité provitaminique (Cinar, 2004) et
antioxydante (Giuffrida et al 2007). Leur concentration dans I'huile d'olive est liée a la variété
d'olive (Manai-Djebali et al 2012), au degré de maturité du fruit et au procéde d'extraction de
I'nuile (Inarejos-Garcia et al 2011). Les caroténoides les plus abondants de 1’huile d’olive sont

le B-caroténe (Provitamine A) et la lutéine (Boskou, 2000).

Figure 08 : Structure chimique du B-caroténe. (Britton, 1995)

4. Les Tocophérols

Les tocophérols sont reconnus pour leur double action bénéfique. En effet ils ont tout d’abord
I’atout d’étre une vitamine liposoluble (vitamine E) et ils ont également une forte activité anti
oxygeéne (Burton et Ingold, 1986), ils protegent essentiellement contre 1’oxydation des acides
gras polyinsaturés et bloquent I’accumulation des radicaux lipidiques qui sont réduits des leur

formation (Kamal-Eldin et Andersson, 1997).

13
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La molécule de tocol constitue la structure de base des tocophérols, elle est constituée d’un
noyau hydroxychromane sur lequel est fixée une chaine phytyle entierement saturée (Haddam et
al 2014). La teneur totale en tocophérols dans les huiles d’olive est trés variable (Dimitrios,
2006). L’alpha-tocophérol représente a lui seul 90% de la totalité des tocophérols, Cette forme
possede la plus forte activité vitaminique et est la plus active. Elle s'oppose au rancissement et a
la polymérisation de I'huile, et protége contre les mécanismes athérogénes. (Sherwin, 1976),
mais on trouve également un peu de beta et gamma tocophérols, alors que le delta tocophérol
n’est présent qu’a I’état de traces (Psomiadou et al 2000 ; Schwartz et al 2008), 1’action de I’a-
tocophérol ne devient effective dans 1’huile d’olive que lorsque la fraction phénolique polaire est
réduite et que les produits primaires d’oxydation ont atteint un certain seuil (Tekaya et

Hassouna, 2007).

Ra

Figure 09 : Structure générale d’un tocophérol (Burton et Ingold, 1986).

Tableau 04 : structure des tocophérols (Burton et Ingold, 1986).

Structure R1 R2 R3 R4
Alfa-tocophérol CH3 CH3 OH CH3
Béta-tocophérol CH3 H OH CH3
Gama-tocophérol | CH3 CH3 OH H
Delta-tocophérol CH3 H OH H

5. Les stérols
Les stérols sont des constituants essentiels des membranes cellulaires on les trouve aussi bien
chez les animaux que chez les végétaux. Tous les stérols ont en commun le méme noyau et ils

différent par leurs chaine latérale (Verleyen, 2002).

14
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Stigmastérol

CH
Ho ’
CH
CH3 3 CH
HiC
Campéstérol Cholestérol

Figure 10 : Structure des principaux stérols de I’huile d’olive (Verleyen, 2002).

Les stérols se trouvent dans 1’huile d’olive sous forme libre ou estérifiée avec les acides gras

et représentent les constituants majeurs de la fraction insaponifiable (Aparicio et Luna 2002 ;

Morchio et al 1987). La quantité totale des stérols dans I'huile d'olive extra vierge varie de 113 a
265 mg/100 g (Joaquin et Carmen, 2002).

Parmi les facteurs qui influent cette teneur, figurent : la variété des olives et leur degré de

maturité (Haddam et al 2014). Dans I'huile d'olive, le principal stérol est le 3-sitostérol qui a une
action anti carcinogéne (Awad et al 1998 ; Awad et Fink, 2000).

Ci-dessus, le tableau 05 qui représente les principaux stérols de 1’huile d’olive :

Tableau 05 : Composition d’huile d’olive en stérols (% des stérols totaux) (Uzzan, 1992).

Stérols % des stérols totaux
R-Sitostérol 75-90

A-5 avénastérol 3-14

Campestérol 2-4

Stigmastérol 1-2

Cholestérol <0.3

15
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6. Les alcools

6.1. Les dialcools triterpéniques

La fraction insaponifiable de 1’huile d’olive contient deux composés alcooliques
triterpéniques pentacycliques : 1’erythrodiol et I’uvaol. La détermination de ces deux composés
peut étre utile pour la détection de 1’huile de grignon dans I’huile d’olive vierge (Casas et al
2004).

D’aprés la réglementation CE, le taux de 1’erythrodiol + uvaol ne doit pas excéder 4.5% pour

une huile d’olive vierge (Figure 11).

Erythrodiol Uvaol

Figure 11 : Principaux dialcools triterpéniques de 1’huile d’olive (Tsimidou et al 2003).
6.2. Les alcools terpéniques

La présence d’alcools cycliques dans I’huile d’olive se limite a des taux tres faibles
(généralement inférieur a 5 ppb). lls sont présents dans I'huile d'olive a I'état libre ou estérifiés
avec les acides gras. Parmi eux, le cycloarténol revét un intérét particulier : il augmente
I'excrétion des acides biliaires, favorisant ainsi I'élimination fécale du cholestérol. (Jacotot,
1993).

6.3. Les alcools tri terpéniques

Le composant dominant de cette famille est le 24-méthylene-cycloarthénol. Il y a aussi le
cycloarthenol et la béta-amirine. Le premier triterpéne synthétisé chez I’olivier est le
cycloarthenol qui est obtenu suite a une cyclisation du squaléne. (Lopez-Ldpez et al 2008).

6.4. Les alcools aliphatiques
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Les alcools aliphatiques les plus importants rencontrés dans 1’huiles d’olive le Docosanol
C22, tetracosanol C24 et hexacosanol C26. Selon les auteurs (Del Alamo et al 2004 ; Lépez-

Lopez et al 2008) le mode d’extraction des huiles influence fortement la teneur en alcool.
7. Les composés aromatiques

Les composés aromatiques sont des molécules de faible poids moléculaire (inférieur a 300
Da) possédent une volatilité a température ambiante (Angerosa, 2002). On estime que plus de 70
molécules composent la fraction volatile des huiles d’olives. Ces composés se développent apres
extraction de I’huile a partir des fruits d’olives (Kiritsakis, 1998 ; Kalua, et al 2007) Parmi
ceux-ci figurent des produits de dégradation d'acides gras insaturés comme les aldéhydes
(notamment hexanal, nonanal ,1-hexanol ou 2,4-décadiénal). De plus, des hydrocarbures
aliphatiques et aromatiques, des alcools, des cétones, des éthers, des esters ainsi que des furanes
et des derivés thioterpéniques contribuent de maniére notable a I'odeur et a la saveur de I'huile
(Assmann et Wahrburg, 1999).

D’une manicre générale, les enzymes endogenes présentes dans 1’olive, vont dégrader les
acides gras par des voies de lipoxygenases et ces produits de dégradation vont étre associes aux
perceptions positives des aromes de ’huile d’olive (Venkateshwarlu et al 2004). La teneur en
ces composes est influencée par le cultivar, la maturation des fruits et le systéeme d’extraction

ainsi que la durée de stockage (Kalua et al 2007).

Les principaux composés volatils sont représentés dans la figure suivante :

/\/\/\ /\/\/\
X o \ \O
Hexanal 2-hexenal

WOH OH

3-hexen-1-ol Hexanol

@]
\)J\/ OH
1-penten-3-one 3-methylbutanol

Figure 12 : Structure chimique des composés volatils majoritaires de 1’huile d’olive (Veillet,

2010).
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IV. Activité antioxydante
IV.1. Le stress oxydant

Le stress oxydatif référe a une perturbation dans la balance métabolique cellulaire durant
laquelle, la génération d’oxydants accable le systéme de défenses antioxydantes, que ce soit par
une augmentation de la production d’oxydants et/ou par une diminution des défenses
antioxydantes. Ce déséquilibre peut avoir diverses origines, citons la surproduction endogéne
d’agents prooxydants d’origine inflammatoire, un déficit nutritionnel en antioxydants ou méme
une exposition environnementale a des facteurs pro-oxydants (tabac, alcool, médicaments,

rayons gamma, rayons ultraviolets, herbicides, ozone, amiante, métaux toxiques).

L’accumulation des especes oxygénées réactives a pour conséquence 1’apparition de dégats
cellulaires et tissulaires souvent irréversibles dont les cibles biologiques les plus vulnérables sont
les protéines les lipides et I’acide désoxyribonucléique (Smirnoff, 2005).

IV.2. Les radicaux libres
1VV.2.1. Définition

Un radical libre est une molécule ou un atome ayant un ou plusieurs électrons non apparies, ce
qui le rend extrémement réactif (Jacotot, 1993). L’ensemble des radicaux libres et de leurs
précurseurs est souvent appelé : especes réactives de I’oxygene (Favier, 2003). L’oxydation est
I’un des processus les plus producteurs des radicaux libres dans les aliments et les tissus vivants
(Bubonja-Sonje et al 2011) mais ils peuvent également étre produits par fission homolytique,
c'est-a-dire par rupture symétrique d'une liaison covalente, a l'issue de laquelle chaque atome

conserve un électron (Jungbluth, 2008).

Ces radicaux causent des dégradations majeures dans les macromolécules et I’acide nucléique
(Bubonja-Sonje et al 2011). Les radicaux libres peuvent étre formés par trois procédés
(Bonnefont-Rousselot et al 2003) :

» Addition d’un électron libre a un non radical (NR + ¢ — R").
» Perte d’un électron par un non radical (NR —e” — R").

» Scission homolytique d’une liaison covalente (A : B — A"+B")
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Le caractere radicalaire de ces especes leur confére généralement une grande instabilité
énergétique. En effet, elles ont tendance pour satisfaire a la regle de I'octet, a revenir a leur état
stable en captant un électron pour combler leur orbitale, a partir d'une molécule (espéce non
radicalaire) ou d'un autre radicale libre (Jungbluth, 2008).

1VV.2.2. Nature des radicaux libres

1. Espéces réactives dérivées de I’oxygeéne (ERO)

Especes réactives de l'oxygene (ERO) est un terme qui englobe toutes les molécules
hautement réactives contenant de l'oxygene, y compris les radicaux. Les types de ERO
comprennent le radical hydroxyle (OH’), le radical anion superoxyde (O,), peroxyde
d'hydrogéne (H,0,), oxygene singulet (*O,), radical d'oxyde nitrique (NO), radical hypochlorite
et divers lipides peroxydes. lls sont tous capables de réagir avec les lipides membranaires, acides
nucléiques, protéines et enzymes et autres petites molécules, entrainant des dommages cellulaires
(Mohammed et al 2015).

Les ERO sont géenérés par un certain nombre de voies (Mohammed et al 2015) :

e Une conséquence du métabolisme aérobie normal : environ 90% de I'oxygeéne utilisé par la
cellule est consommeé par le systeme de transport d'électrons mitochondrial

e Explosion oxydative des phagocytes (globules blancs) partie du mécanisme par lequel les
bactéries et les virus sont tués et par lesquels les protéines étrangeres (antigenes) sont
dénaturées.

e Maétabolisme xénobiotique, c'est-a-dire désintoxication des substances toxiques substances.
2. L’anion superoxyde (0,")

C’est I'une des premieres ERO a étre formées et 1’espece la plus couramment générée par la
cellule. Il est formé aprés réduction d’une molécule d’O, par un électron et en présence d’un
cofacteur NADPH. Les enzymes qui permettent cette réaction sont : la NADPH oxydase, la
xanthine oxydase, les cyclo-oxygénases ou COX, les lipo-oxygénases, les oxyde nitrique
synthases NOS (Nitric Oxyde Synthases), les enzymes du réticulum endoplasmique lisse
(cytochrome P450) et celles de la chaine de transport des électrons dans la mitochondrie (Cai et
Harrison, 2000).

0, +le — 02_0
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3. Le radical hydroxyle (HO)

Il est produit principalement a partir de I’anion superoxyde ou du peroxyde d’hydrogéne en
présence d’ions ferreux. C’est le radical le plus toxique et le plus réactif. Il peut oxyder tous les
acides aminés mais est plus réactif avec les acides aminés soufrés et aromatiques (Libbey, 2007).
I1 est capable d’inhiber certaines enzymes. Le radical hydroxyle réagit aussi avec I’ADN, ce qui
va altérer sa structure et entrainer des mutations. Il participe également aux reéactions de

peroxydation lipidique (Gardes-Albert et al 2003).

H,0, + Fe?* + H —— = Fe** +H,0 + HO’
Il est certainement I’ERO la plus destructrice pour la cellule et ses composants. Malgré une

durée de vie trés bréve et I’impossibilité pour lui de franchir les membranes, il posséde une tres

grande réactivité liée a un potentiel oxydant tres élevé (Bonnefont-Rousselot et al 2003).
4. L’oxyde nitrique (NO°)

L’oxyde nitrique est un gaz qui diffuse bien a travers les membranes. Il est synthétis¢ par
I’enzyme oxyde nitrique synthase (NOS) a partir de I’O; et ’acide aminé L arginine. Il n’est
vraiment délétere pour la cellule que lorsqu’il est présent en quantité importante et qu’il génere

ainsi une autre ERO : le peroxynitrite NO3" (Bonnefont-Rousselot et al., 2003).

D'autres especes derivées de I'oxygene dites espéces actives de I'oxygéne, comme I'oxygene
singulet *O,, le peroxyde d'hydrogéne (H,0,) ou le nitroperoxyde (ONOOH), ne sont pas des
radicaux libres, mais sont aussi réactives et peuvent étre des précurseurs de radicaux. (Favier,
2003).
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Figure 13 : Origine des différents radicaux libres oxygénés et espéces réactives de 1I’oxygene
Impliqués en biologie. D’apres (Favier, 2003).

IVV.3. Les antioxydants

IV.3.1. Définition

Le mot « antioxydant » est utilisé généralement, pour n’importe quel agent chimique qui
inhibe I’attaque par 1’oxygéne ou I’ozone (Bonnefont-Rousselot et al 2003). HALLIWELL
(1995) a donné une définition large du terme antioxydant : « toute substance qui, présente a
faible quantit¢é comparée a celle du substrat oxydable, retarde ou prévient d’une manicre
significative 1’oxydation de ce substrat ». Appliqués aux huiles végetales, les antioxydants sont
des composés qui interrompent le processus d’oxydation en réagissant préférentiellement avec
les radicaux libres pour former d’autres radicaux plus stables et protégent certaines vitamines
(Moure et al 2001).

Un bon antioxydant se devra de respecter quelques criteres (Valko et al 2006) :

- Etre capable de piéger directement et spécifiquement les radicaux libres.
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- Chélater des ions de métaux de transition (Fe2*, Cu*) d’importance biologique capables de
promouvoir la production de radicaux libres par la réaction de Fenton.

- Interagir avec d’autres antioxydants, et, dans la mesure du possible, les régénérer.

- Avoir un effet positif sur I’expression génique.

- Etre rapidement absorbé.

- Avoir une concentration qualifiée de « physiologique » dans les tissus et les fluides
biologiques.

- Etre efficace en milieu aqueux et/ou dans le milieu membranaire.

IVV.3.2. Utilisation des antioxydants
Les antioxydants sont utilisés dans plusieurs domaines a savoir : (Valko et al 2006)

» Dans I'industrie chimique : pour éviter le durcissement du caoutchouc ou en métallurgie
pour protéger les métaux de I’oxydation,

» Dans I'industrie agro-alimentaire : pour éviter le rancissement des corps gras,

» Dans l'industrie teinturerie : pour éviter I'oxydation des colorants au soufre ou des

colorants de cuve lors de la teinture.

1V.3.3. Mécanismes d’action des antioxydants

En régle générale, les mécanismes d'action d'un antioxydant peuvent comprendre :

- Le piégeage direct des ERO ou I'effet scavenger,

- La protection des systéemes de défense antioxydants (en majorité des systemes enzymatiques),

- L'inhibition ou l'activation d'enzymes impliquées dans la protection des ERO (Halliwell,
1994 ; Bouzid et al 2011).

IVV.3.4. Les type d’antioxydants

1. Les antioxydants endogenes (enzymatiques)

Ce sont des enzymes ou protéines antioxydantes élaborées par notre organisme avec 1’aide de
certains minéraux. Elles sont présentes en permanence dans 1’organisme mais leur quantité

diminue avec 1’age (Mika et al 2004) :

e Le superoxyde dismutase (SOD) : accélere la dismutation de I'anion superoxyde en
peroxyde d’hydrogéne, il existe plusieurs isoenzymes de SOD : SOD ferreux (Fe-SOD), SOD a
cuivre (Cu-SOD) et SOD a manganése (Mn-SOD)] (Piquet et Hébuterne, 2007).
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e La catalase : présente en particulier dans les hématies et les peroxysomes hépatiques.
Elle agit en synergie avec la SOD puisque son role est d'accélérer la dismutation du peroxyde
d'’hydrogéne en eau et en oxygene moléculaire (Piquet et Hébuterne, 2007).

e La glutathion peroxydase (GPx) : La glutathion peroxydase joue un réle trés important
dans la détoxification du peroxyde d’hydrogéne, de I’hydroperoxyde résultant de 1'oxydation du
cholestérol ou des acides gras en couplant la réduction de ces dérivés réactifs avec 1’oxydation de

substrats réducteurs comme le glutathion (GSH) (Piquet et Hébuterne, 2007).
2. Les antioxydants exogénes (non enzymatiques)

Les antioxydants exogénes, vu leur efficacité, leur faible codt et leur disponibilité, sont
largement utilisés dans les aliments comme additifs dans le but de prévenir la rancidité.
Cependant, leur sécurité est trés discutée car ils génerent un besoin de recherche comme matieres

de substitution d’aprés des sources naturelles comme antioxydants de la nourriture (Wang et al

2003).

Plusieurs substances peuvent agir en tant qu'antioxydants in vivo ont était proposés. Elles
incluent : la vitamine E, l'acide ascorbique, les caroténoides, les flavonoides et les composés
phénoliques. Elles peuvent stabiliser les membranes en diminuant leur perméabilité et elles ont

également une capacité de lier les acides gras libres (Koechlin-Ramonatxo, 2006).

e La vitamine ¢ : ou I’acide ascorbique est une molécule hydrosoluble présente dans la
plupart des fruits et légumes (non synthétisée par I’Homme). Elle est connue pour son action
protectrice contre 1’oxydation membranaire (Retsky et al 1999) Son caractere antioxydant
provient de sa forme ionisée abondante (AscH) qui peut aisément réagir avec des radicaux et
produire le radical ascorbate tricarbonyle (AscH"), stabilisé par résonance. (Valko et al 2006).

e Lavitamine E : est le terme générique utilisé habituellement pour désigner les différents
tocophérols et tocotriénols. Ce sont de bons antioxydants alimentaires, Elle prévient I’apparition
d’hydropéroxydes en piégeant les radicaux LOO™ (Kaiser et al 1990 ; Yoshida et al 1993) la

vitamine E agit sur les radicaux LOO" Selon la réaction suivante :

LOO'+ T-OH —» T-CO +LOOH
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e Les carténoides : sont des pigments issus des plantes et microorganismes, et sont
regroupeés en deux grandes familles : les caroténes et les xantophylles. L’activité antioxydante de
ceux-ci est liee a leur longue chaine polyénique qui leur permet de réagir avec les radicaux
ROO’, HO', Oy7, R par simple addition électrophile et transfert d’électron (Figure 14). lls
permettent, en particulier, de neutraliser 1’oxygéne singulet (Valko et al 2006).

Car + ROO "+ H" — Car” + ROOH
Car-H + ROO® —— Car®*+ROOH

Car + ROO' — *Car-OOR

Figure 14 : Mécanismes traduisant I'activité antioxydante des caroténoides, cas des ROO’

e Les composés phénoliques: En particulier les flavonoides, sont des métabolites
secondaires des plantes caractérisées par une structure commune de type 2-phénylbenzopyrane
(Figure 15).

Figure 15 : Structure chimique de la 2- phénylbenzopyrane. (Rubio et al 2006).

Leur capacité antioxydante réside dans leur faculté a « terminer » les chaines radicalaires par
des mécanismes de transfert d’électrons et de protons, et a chélater les ions des métaux de
transition capables de catalyser la peroxydation lipidique (Figure 16) (Schroeter et al 2002 ;
Leopoldini et al 2011).

De fagon générale, I’activité biologique des flavonoides est fortement dépendante de la nature
et de la position des substituants, en particulier du nombre de groupements hydroxyles
(Schroeter et al 2002).
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Figure 16 : Mécanismes d'action antioxydante des composés phénoliques (Leopoldini etal
2011).
IV.4. Intérét diététique et nutritionnel de I’huile d’olive

Les propriétés nutritionnelles et les bienfaits de I’huile d’olive sur la santé ont fait I’objet de
beaucoup de recherches ces derniers temps, bien que de nouvelles recherches reconnaissent et
confirment tous les jours les vertus de ce produit, il reste encore beaucoup a découvrir a son

sujet.

Les auteurs Keys A et al (1986) ; Jacotot (1997) et Kratz et al (2002) ont montreé que les

acides gras mono-insaturés ont une influence sur le métabolisme des lipoprotéines de haute
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densité qui ont un effet protecteur contre 1’athérosclérose. En effet, ces lipoprotéines sont
impliquées dans la captation du cholestérol cellulaire. L huile d’olive riche en acides gras mono-
insaturés, est responsable des bienfaits cardiovasculaires, elle diminue la sécrétion acide de
I’estomac et I’acide oléique permet aussi d’améliorer 1’absorption intestinale de calcium et de la

vitamine D (Henry, 2003).

Des études réalisées en Grece et a Harvard ont mis en évidence une réduction de plusieurs
types de cancers lors de la consommation d’huile d’olive tels que : le cancer du sein et du colon,
cela grace a sa forte proportion en AGMI et un taux élevé d’antioxydants (Kratz et al 2002 ;
Llor et al 2003).

Henry (2003) a constaté que le remplacement d’acides gras saturés par des acides mono ou
polyinsaturés (m6) pouvait réduire significativement le taux de LDL. Néanmoins, tous les effets
bénéfiques de la consommation de I’huile ne sont pas dus qu’a I’acide oléique. D’autres
composants secondaires de I'huile d'olive ont des effets bénéfiques sur la santé comme
I'oleuropéine et le tyrosol qui inhibent l'oxydation in vitro des LDL ainsi que les composés
phénoliques qui sont des antioxydants exogénes. En effet, leur activité antioxydante a deux effets

principaux :

e [lIs protegent I’huile de I’oxydation (donc augmentent sa durée de vie).

e llIs préviennent le développement de certaines maladies.

Des études cliniques (Rotondo et al 2000 ; Motard-Bélanger et al 2008) ont montré que
I’alimentation méditerranéenne traditionnelle, dans laquelle 1’huile d’olive a une place
importante, jouait un rdle majeur dans la prévention des facteurs de risques des maladies
cardiovasculaires, telles que dyslipidémies, hypertension et diabéte. D’un autre coOteé,
Beauchamp G et al (2005) ont mis en évidence la présence dans I’huile d’olive vierge d’agents

naturels qui auraient un role d’anti-inflammatoire sur I’organisme.

Par ailleurs, 1’huile d’olive joue un role important dans 1’augmentation de 1’espérance de vie a
cause de sa richesse en vitamine E qui joue un role biologique positif pour déplacer les radicaux
libres, molécules impliquées dans certaines maladies chroniques et dans le processus de

vieillissement. La consommation d'huile d'olive protége les individus contre la détérioration des
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fonctions cognitives provoquée par le vieillissement et contre la perte de mémoire liee a I'age.

(Lamuela-Raventos et al 2004).

Les propriétés digestives de I’huile d’olive ont conduit a son utilisation dans le traitement des
troubles gastriques, biliaires, et de la constipation. La motricité gastrique est stimulée par les
acides gras mono-insaturés comparativement a des acides gras saturés. En fait, les principaux
effets digestifs de 1’huile d’olive portent sur le fonctionnement biliaire : stimulation de la
sécrétion hépatique de la bile par le foie (cholérétique) et des propriétés cholagogue (stimule la
vésicule biliaire a se contracter et a déverser dans le duodénum) la bile indispensable a la
digestion des lipides (Jacotot, 1997 ; Charbonier et Richard, 1996).

D’apreés Charbonier et Richard (1996), la teneur élevée de I’huile d’olive en acide oléique
lui permet d’étre le mieux tolérée par 1’estomac. Il est capable de diminuer la pression de
sphincter inferieur de I’cesophage et il s’élimine le plus rapidement de 1’estomac. C’est la matiére

grasse qui entraine le moins de phénomenes de reflux gastro-cesophagien et de stase gastrique.

Il a été également montré par ces auteurs que I’absorption de I’huile d’olive permet d’abaisser
considérablement I’acidité gastrique. C’est aussi un laxatif doux et présente donc des effets

bénéfiques sur les gastrites hyper chlorhydriques et les ulceres gastroduodénaux.

L’huile d’olive revét un intérét sur le plan nutritionnel grace a sa composition en acides gras
d’une part et ses composés mineurs (hydrocarbures, stérols, tocophérols, composés phénoliques,
phospholipides...) d’autre part. L’huile d’olive fournit des calories, comporte des composés
entrant dans la structure membranaire des cellules (phospholipides) et véhicule des vitamines

liposolubles. Les substances mineures conférent a 1’huile d’olive des propriétés thérapeutiques.
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I. But et objectif du travail

L’ensemble du travail a été réalisé au laboratoire de biochimie du centre de recherche en
biotechnologie (CRBt) Constantine. Différentes activités biologiques en étés effectué dans le but
d’évaluer les activités antioxydantes et inhibitrices des enzymes des polyphénols dans les vingt

neufs extraits de 1’huile d’olive vierge des variétés d’olives algériennes.

Il. Matériel végétal

Cette étude a été réalisée durant la saison de recolte de décembre 2019. L’huile d’olive
extraite a partir des différentes variétés d’olive a été utilisées dans ce travail, a savoir : Chemlal,
Sigoise, Blanquette, Rougette, Ferkane, Nebdjmel, Azzoradj, Limeli, Aaleth, Takesrit et Aimel.
La récolte a été effectuée sur différentes régions de I’Algérie, la carte topographique suivante

résume les différents sites de récolte :
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Figure 17 : Géographie des zones de prélévement d’huile d’olive (Google map, 2020).
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Tableau 06 : Les 29 échantillons d’huile d’olive et leurs régions de récolte.

N° d’échantillon Variété Région de récolte N° sur la carte
1 Sigoise OUED SOUF 1
2 Rougette OUED SOUF 1
3 Sigoise SIDI-AICH 2
4 Chemlal OUED SOUF 1
5 Ferkane OUED SOUF 1
6 Rougette de Metidja | SIDI-AICH 2
7 Sigoise BATNA 4
8 Blanquette GUELMA 5
9 Nebjmel HAMMA 6
10 Sigoise HAMMA 6
11 Azzorad] BOUIRA 7
12 Chemlal BOUNOUARA 8
13 Chemlal BOUIRA 7
14 Chemlal TAZMELT 3
15 Rougette TAZMELT 3
16 Limeli SIDI-AICH 2
17 Nebjmel JUEL 9
18 Chemlal ZIGHOUD 10
19 Chemlal BATNA 4
20 Nebjmel TAZMELT 3
21 Chemlal KHENCHLA 11
22 Sigoise BISKRA 12
23 Chemlal BEJAIA 13
24 Sigoise BOUIRA 7
25 Aaleth SIDI-AICH 2
26 Takesrit SIDI-AICH 2
27 Aimel SIDI-AICH 2
28 Nebjmel SIDI-AICH 2
29 Rougette JIJEL 9

Les échantillons d‘huile d’olive sont mis dans des flacons en verre foncé propres et secs muni

de bouchon, et placé a ’abri de la lumiere. Une étiquette est collée sur chaque flacon indiquant

I’aire oléicole et le numéro de 1’échantillon.
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I11. Extraction des composés phénoliques

Les composés phénoliques représentent la fraction polaire de 1’huile d’olive et sont
généralement obtenus par extraction liquide-liquide avec du méthanol 80% (Boskou, 2000), leur
extraction repose sur ’affinité des polyphénols pour la phase méthanolique. Elle est réalisée

selon la méthode décrite par (Ollivier et al 2004).

Brievement, une quantité d'huile d’olive viérge a été dissoute dans un solvant MeOH / H,O
dans une proportion de (80/20, v / v). Le mélange a été vortexé quelques minutes et centrifugé a
3800 rpm pendant 15 min. La fraction polaire (méthanolique) constituant le surnageant a été
transférée dans une fiole jaugée. L'extraction a été répétée trois fois est les phases récupérées ont
été mélangées. La phase méthanolique a été par la suite évaporé en utilisant un rotavapor a 40
C°, le résidu sec précipité dans la paroi de ballon récepteur a été solubilisé dans le méthanol pur,
la solution a été en fin récupérée dans un eppendorf, ce dernier a été mis dans un évaporateur

sous flux d’azote pour évaporer le méthanol.

Pour chaque activité une quantité de 4 mg a été pesé dans un eppendorf puis diluer dans 1 ml
de méthanol. A partir de cette solution mere une série de 6 dilutions de %2 a été effectuer et utilisé
pour évaluer les activités antioxydante et enzymatique dans des microplaques en tripliquéat. Les
absorbances sont ainsi mesurées a I’aide d’un lecteur de microplaque (EnSpire Multimode Plate

Reader - PerkinElmer).

Figure 18 : Lecteur de microplaque.
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IV. Dosage des composes phénoliques totaux (TCP)

IV.1. Principe

La teneur en polyphénols totaux est déterminée en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu
(Singleton et Rossi, 1965). Selon une méthode de dosage sur microplaque décrite par (Muller et
al. 2010). Le réactif de Folin-Ciocalteu est un acide de couleur jaune constitué d’un mélange de
deux acides qui sont 1’acide phosphotungstique (H3PW1,040) et ’acide phosphomolybdique
(H3PMo01,040) 1l est réduit lors de I'oxydation des phénols pour former un complexe bleu stable
d'oxydes de tungsténe (WgO,3) et de molybdene (MogO,3). La coloration produite, dont
I'absorption maximum est au voisinage de 760 nm, est proportionnelle a la quantité des
composés phénoligques présents dans les extraits végétaux.

La quantité¢ des polyphénols totaux dans les extraits a été déterminé a I’aide d’une courbe
d’étalonnage linéaire (y=ax+b), réalisée dans les mémes conditions que celles des échantillons,
en utilisant 1’acide gallique comme standard (Figure 19). Les concentrations en polyphénols

totaux des extraits méthanoliques d’huile d’olive sont exprimées en ug d’EAG/g.
@]
HO
OH
HO
OH
Figure 19 : Structure de I'acide gallique. (Fernandes et Salgado 2016)

IV.2. Protocole expérimental

Une quantité de I’extrait convenablement dilué dans le méthanol est mélangée avec du réactif
de Folin—Ciocalteu (10 fois dilué) fraichement préparé. Na,CO; a 7,5 % est par la suite ajoutée,
le mélange est enfin homogénéisé puis incubé pendant une heure dans 1’obscurité a température
ambiante, I’absorbance est mesurée a 765 nm contre un blanc (le méme mélange excepté 1’extrait

qui est remplacé par de méthanol).
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V. Dosage des Flavonoides totaux

V.1. Principe
Le dosage des flavonoides dans les extraits est basé sur la formation d’un complexe entre Al*?
et les flavonoides. La méthode de Topcu et al (2007) est utilisée avec quelques modifications

pour une détermination sur microplaque 96 puits.

V.2. Protocol expérimental

La méthode est décrite par Moreno et al (2000) avec de légéres modifications, elle est
adoptée pour mesurer la concentration des flavonoides dans les différents extraits.

Un volume de chaque extrait convenablement dilué¢ dans le méthanol (I’extrait est remplacé
par le méthanol dans le cas du témoin) est ajouté au méthanol, acétate de potassium et au nitrate
d’aluminium. Aprés une incubation de 40 min a température ambiante, I'absorbance a été mesuré
a 415 nm. La quercétine a été utilisée comme standard (Park et al 1997). Les concentrations de
composés flavonoides ont été déterminé par extrapolation des absorbances sur la courbe de la

quercétine (courbe étalon).
OH

OH

HO @)

OH

OH 0
Figure 20 : Structure de la quercétine (Endale et al 2013).

V1. Evaluation de I’activité antioxydante

Quatre méthodes ont été utilisés pour évaluer la capacité antioxydante in vitro des extraits de
29 échantillons étudiées dans ce travail, il s’agit du pouvoir piégeur du radical cationique
ABTS™, pouvoir piégeur du radical DPPH™, la capacité antioxydante par réduction du

cuivre CUPRAC et du pouvoir réducteur du fer RP.
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Cette etape constitue un tri préliminaire qui a pour but de déceler les extraits hydrométhanoliques

des plantes a forte activité antioxydante.

VI.1. Activité de piégeage du radical DPPH™*

VI1.1.1 Principe

Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) est un radical libre et stable de
couleur violette. Il posséde un électron non apparié sur un atome du pont d'azote et absorbe au
maximum a 517 nm, sa réduction par un donneur de protons (antioxydant), conduit a 1’apparition
d’une couleur jaunatre qui sera suivie par spectrométric UV-Visible (Chandra Shekhar et
Goyal, 2014) Les pourcentages d’inhibition du radical DPPH sont déterminés selon la formule

suivante :

Pourcentage d’inhibition du DPPH (%) = %X 100

Tel que :
Ac =Absorbance controle.
Ae =Absorbance de 1’échantillon.

La concentration d’inhibition (ICsp) qui est la concentration d’extrait ou de I’antioxydant de
référence responsable de piégeage de 50% des radicaux DPPH" présents dans le milieu
réactionnel, est déterminée sur le graphique représentant le pourcentage d’inhibition du DPPH"

en fonction des concentrations des extraits ou des antioxydants de référence (figure 21).

eWe oWs

RH > + R
O,N NO, OoN NO,

Transformation du radical DPPHo en DPPHH

Figure 21 : Structure chimique du radical DPPH" et de sa forme réduite. (Blois, 1958).
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V1.1.2. Protocol expérimental

L’effet piégeur ou le pouvoir antiradicalaire des extraits des huiles d’olive étudiées vis-a-vis
du radical DPPH" est évalué selon la méthode décrite par Blois (1958). Une quantité de DPPH" a
¢té dissoute dans un volume de méthanol et mélangé pendant 30 min a I’abri de la lumicre.

L’absorbance est ajustée par la suite a 0.5 pour une longueur d’onde de 517 nm.

Un volume de la solution de DPPH est mélangé avec chaque un des extraits a différentes
concentrations. Aprés 30 minutes d’incubation a 1’obscurité et a température ambiante,

I’absorbance est mesurée a 517 nm.

V1.2. Activité de piégeage du radical ABTS"

V1.2.1. Principe
Le composé radicalaire de 1’acide 2,2’-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)
(ABTS™) est générée a partir de I’oxydation de I’ABTS avec du persulfate de potassium. Ce

radical est réduit en présence d’antioxydants donneurs d’hydrogene.

=T
AN e

C2H5 C2H5

SOz + NH,*

ABTS™

CHj

SO5 + NH4+ o

<110~
L e

C,Hs CoHs CH,

ABTSH™

Figure 22 : Structure chimique du radical ABTS" et de sa forme réduite (Re et al 1999).
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V1.2.2. Protocol expérimental

Le test ABTS est effectué selon la méthode décrite par Re et ses collaborateurs (1999). La
solution a été préparé en dissolvant I’ABTS® (7mM) et le persulfate de potassium (2.45mM)
dans de I’H,0. Le mélange est incubé pendant 12-16 heures a température ambiante et a 1’abri de
la lumiére. L’absorbance de la solution ainsi obtenue est ajustée a 0.700 £ 0.020 & 734 nm juste

avant 1’utilisation de la solution.

L'activité antioxydante est évaluer en mélangeant la solution d’ABTS" avec les extrait, aprés
une incubation de 10 minutes a 1’obscurité et a température ambiante, 1’absorbance est ainsi

mesurée a 734 nm.

V1.3. La capacité antioxydante par réduction du cuivre CUPRAC

V1.3.1. Principe

La capacité antioxydante par réduction du cuivre est déterminée par la méthode CUPRAC
(Apak et al 2004). Ce test est basé sur les modifications des caractéristiques d'absorption du
complexe néocuproine (Nc) cuivre (I1) lorsqu'il est réduit par un antioxydant. Le potentiel de
réduction de I'échantillon ou de I'étalon convertit efficacement du Cu*? en Cu*?, changeant ainsi
I'absorbance maximum, (Figure 23). Ce complexe de cuivre réduit présente une absorption

maximale a 450 nm (Ozyurek et al 2011).

— — o+ — -+

Oxidized O O

QN NQ AOX AOX product N N

HsC \C e CHs #» HsC \cU e CHs
u

HsC N/ e : s HsC N/ \N: crs

Réactif CUPRAC Produit jaune-orangé
couleur bleu

Figure 23 : Réduction de neocuproine/copper (1) complexe (Ozyiirek et al 2011).
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V1.3.2. Protocol expérimental

Les solutions aqueuses d’acétate d’ammonium (ACNH,) et de chlorure de cuivre (11) CuCl,
ont été préparé en les dissolvant dans 1’H,O. En paralléle une troisiéme solution du
Neocupronine a été préparé dans du méthanol.

Dans une plaque de microtitration contenant les extraits a différentes concentrations, de
I’acétate d’ammonium a été ajouté a une solution de chlorure de cuivre et de la neocupronine.

Aprés une heure d’incubation a température ambiante, 1’absorbance est mesurée a 450 nm.

V1.4. Le pouvoir réeducteur

V1.4.1. Principe

Les substances ayant un potentiel réducteur, réagissent avec le ferricyanure de potassium pour
former le ferrocyanure de potassium, qui réagit a son tour avec le chlorure ferrique pour donner

naissance a un complexe ayant une absorption maximale & 700 nm (Jayanthi et Lalitha, 2011).

V1.4.2. Protocol expérimental

Le pouvoir réducteur est déterminé selon la méthode décrite par Oyaizu (1986). De ce fait,
une quantité de chaque extrait est mélangé avec du tampon phosphate (0.2 M) a pH 6.6 et du
ferricyanure de potassium [KsFe(CN)s] a 1%. Le mélange est incubé a 50°C pendant 20 min.
Apres incubation, le TCA (acide trichloroacétique) a 10% est ajouté avec de I’eau distillée et une
solution aqueuse de FeCls a 0,1%. L’absorbance du mélange réactionnel est mesurée a 700 nm

contre un blanc qui contient tous les réactifs a I’exception de I’extrait.
VII. Evaluation de I’activité inhibitrice des enzymes
VIIL.1. Activité anti-cholinestérase
VII.1.1. Principe

La procédure d'Ellman et al (1961) Est couramment utilisée pour la détermination de
I’activité anticholinestérase et également pour le contréle de I'hydrolyse de I'ACH par
I'acétylcholinestérase (AChE) ou la butyrylcholinestérase (BChE) in vitro.

Cette procédure colorimétrique est basée sur la réaction de la thiocholine (I'un des produits de
I'nydrolyse enzymatique de l'acétylthiocholine (ATCH)) avec [lacide 5,5-dithiobis-2-
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nitrobenzoique (DTNB, réactif d'Ellman) formant un produit de couleur jaune (5-mercapto-

Acide 2-nitrobenzoique et ses formes dissociées) a pH 8.

(@]
(o]
)J\ TH3 AChE HSC\ +/\/SH )J\
N N +
HaC 7 He” N\

N——CHj
| CHs HsC OH
CHs
Acetylthiocholine (ATCI) Thiocholine Acide acétique
HOOC
COOH
NO, s\
S NO,
DTNB

HoOC, N
___4//___7 ™~ HS CO0G
/p
NO, s +
NO

Mélange disulphide Jaune acide-5-thio 2-nitrobenzoique (TNB)

Figure 24 : Mécanisme chimiques de la méthode d’Ellman (Ellman et al 1961).
VI1.1.2. Protocol expérimental

Dans une microplague de 96 puits, du tampon phosphate de sodium, une quantité de chaque
un des extraits et un volume d’AChE ont été mélangés et incubés pendant 15 min a 25 C°. Apres
incubation, le DTNB a été ajouté, la réaction est par la suite initiée par 1’addition de de I’iodure
d’acéthylthiocholine (0.71 mM). Enfin, ’absorbance est mesurée a 412 nm, au début de la
réaction (0 min) et aprés 15 min d’incubation a 25°C.

Le pourcentage d’inhibition d’AChE et/ou du BChE est déterminé contre un blanc (mélange
réactionnel contenant le méthanol a la place de 1’extrait) suivant la formule :

(E - S)/E *100
Tel que :

E : l'activité de I'enzyme sans extrait,
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S : l'activité de I'enzyme avec I’extrait.
Les pourcentages d’inhibition a 50% (ICsp) ont été déterminés en utilisant le programme

Excel.

VIl Analyses statistiques
Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne + SD d’analyses en trois essais.
Les valeurs de ICsy (Concentration d’inhibition a 50%) sont calculées par la méthode de

régression linéaire a partir de la courbe [% inhibition = f (concentrations)].
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IX. Résultats et discussion

IX.1. Rendement d’extraction des polyphénols

Les différents rendements d’extraction obtenus en pourcentage (%) sont calculés suivant la

formule ci-dessous :

M extrait
Rdt (%) = ———— *100
M échantillon

Avec :
M extrait = masse de I’extrait en gramme.
M &chantillon = masse de 1’échantillon en gramme (M gchantilion = 10Q).
Les rendements d’extraction de différentes fractions méthanoliques des 29 échantillons
d’huile d’olive sont reportés dans le tableau 07 et représentés par la figure 25.

Tableau 07 : Les rendements d’extraction obtenus en pourcentage % de chaque variété.

Rendement en

Région Variété M extrait () pourcentage
Sigoise 0.01115 0.11%
Rougette 0.00909 0.09%
OUED SOUF Chemlal 0.01035 0.10%
Ferkane 0.01449 0.14%
Sigoise 0.00526 0.05%
Rougette de Metidja 0.01634 0.16%
Limeli 0.0165 0.17%
SIDI-AICH Aaleth 0.0178 0.18%
Takesrit 0.0157 0.16%
Aimel 0.0117 0.12%
Nebjmel 0.0128 0.13%
BATNA Sigoise 0.02073 0.21%
Chemlal 0.0066 0.07%
GUELMA Blanquette 0.01490 0.15%
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n

HAMMA Nebjmel 0.00907 0.09%
Sigoise 0.00424 0.04%

BOUIRA Azzoradj 0.00614 0.06%
Chemlal 0.00655 0.07%

Sigoise 0.0102 0.10%

BOUNOUARA Chemlal 0.0035 0.04%
TAZMELT Chemlal 0.00996 0.10%
Rougette 0.0049 0.05%

Nebjmel 0.0062 0.06%

JUJEL Rougette 0.00569 0.06%
Nebjmel 0.0062 0.06%

ZIGHOUD Chemlal 0.01417 0.14%
KHENCHLA Chemlal 0.0061 0.06%
BISKRA Sigoise 0.00405 0.04%
BEJAIA Chemlal 0.01178 0.12%

Le rendement de 1’extrait phénolique brut a été estimé par rapport a 10g d’huile.

% Taux d'extraction des composés phénoliques
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Figure 25 : Rendement d’extraction des composés phénoliques dans les fractions

méthanoliques des huiles d’olives.
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D’apres les résultats, les rendements de I’extraction varient considérablement. Les
pourcentages enregistrés sont compris entre 0.04% et 0.21%. La variété Sigoise de BATNA
donne clairement le meilleur rendement (0.21 %) suivie par la variété Aaleth de SIDI-AICH avec
un rendement de 0.18 %. Le rendement le plus faible est celui des variétés suivantes ; Sigoise de
HAMMA, Chemlal de BOUNOUARA et Sigoise de BISKRA de I’ordre de 0.04 %.

L’utilisation d’un mélange hydroalcoolique comme solvant donne des résultats satisfaisants
dans un processus d’extraction (Perva-Uzunali¢ et al 2006). Les variations des teneurs en
polyphénols observés peuvent étre dues a la difféerence du degré de maturité des olives avant
trituration, (récolte précoce des olives) mais dépend également de la variété et de la zone
géographique (Garcia et al 2003).

En effet, plusieurs autres facteurs peuvent influer la teneur en composés phénoliques dans
I’huile d’olive tels que la variation saisonniere, le facteur environnemental, la diversité intra
variétale de I’olivier et la méthode d’extraction (Ranalli et al 1999). En plus les huiles d’olives

situées en altitude sont plus riches en phénols que les oliveraies des plaines (Ocakoglu 2008).

IX.2. Teneur en composés phénoliques totaux

On a utilisé le méthanol solvant pour extraire les polyphénols, car il a I’avantage de précipiter
les protéines et d’extraire faiblement les sucres. A partir d’une solution mere de 1’acide gallique,
une série de solutions filles est ainsi préparée, de concentrations allant de 25 a 200 pg/ml, ces

derniéres ont subi le méme traitement que les échantillons.

On peut représenter la courbe d’étalonnage de I’acide gallique (figure 26) en prenant la

concentration (pg/ml) en fonction de I’absorbance, le coefficient de corrélation R%=0,9972.
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Figure 26 : Courbe d’étalonnage d’acide gallique pour le dosage des phénols totaux.

Les concentrations des polyphénols totaux sont calculées a partir de 1’équation de régression
de la gamme d’étalonnage établie avec I’acide gallique (y = 0,0034x + 0,1044). Les résultats sont
exprimés en pg équivalent d’acide gallique par un millilitre de I’extrait (ug EAG/ml d’extrait).
Ces résultats ont permis de donner des estimations sur les quantités des polyphénols totaux
contenus dans les extraits d’huile d’olive. Chaque essai a été répété trois fois ainsi que, chaque
valeur reportée dans le tableau 08 est une moyenne.

Les valeurs obtenues par la méthode colorimétrique fournie des informations directes sur la
quantité des groupes phénoliques antioxydants de 1’extrait qui dépend essenticllement du nombre
des groupes hydroxyles de ces derniers (Balasundram et al 2006).

Les résultats relatifs a la teneur en composés phénoliques totaux des onze variétés d’huiles

d’olives traitées sont regroupés dans le tableau 08.
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Tableau 08 : Teneurs en composés phéenoligue totaux.

Extrait Variétés Teneur totale en composés
phénoliques (ug GAE / ml)
Extrait 1 Sigoise OUED SOUF 24,49+1,36
Extrait 2 Rougette OUED SOUF 16,16+£13,71
Extrait 4 Chemlal OUED SOUF 14,39+0,45
Extrait 5 Ferkane OUED SOUF 21,25+1,62
Extrait 6 Rougette de Metidja SIDI-AICH 3,561+2,09
Extrait 7 Sigoise BATNA 16,75+5,69
Extrait 8 Blanquette GUELMA 12,73+2,47
Extrait 9 Nebjmel HAMMA 34,10+4,50
Extrait 10 Sigoise HAMMA 38,80+0,45
Extrait 11 Azzoradj BOUIRA 30,47£2,30
Extrait 12 Chemlal BOUNOUARA 30,47+3,61

* Chaque valeur représente la moyenne + 1’écart type (n = 3).

* Les composés phénoliques totaux ont été exprimés en pg EAG / ml.

D’aprés les résultats (tableau 08), on peut constater que toutes les fractions méthanoliques
des échantillons des huiles étudiées, contiennent des polyphénols mais avec des quantités
différentes. Les teneurs sont comprises entre 38,80 pug EAG / ml pour la variété Sigoise
HAMMA et 3,51 ug EAG /ml pour la variété Rougette de Metidja SIDI-AICH.

D’aprés (Tsimidou 1998) on peut classer les échantillons étudiés par rapport a leurs teneurs
en polyphénols dans la catégorie a teneurs faibles.

Les teneurs en polyphénols totaux enregistrées pour nos variétés d’huiles d’olive sont proches
de celles des variétés espagnoles étudiées par (Carelli et Ceci 2007) ; pour lesquelles les teneurs
oscillent entre 37,2 et 93,2 mg/Kg et des variétes tunisiennes (25.9 a 60 mg/Kg) analysees par
(Bedbabis et al 2010). Ces teneurs sont, par contre, inférieures a celles enregistrées par (Abu-
Reidah et al 2013) sur des variétés palestiniennes caractérisées par des teneurs en polyphénols
variant entre 318.99 et 469.96 mg/kg et des variétés italiennes (115 et 377 mg /Kg) analysées par
(Turaet al 2007).
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Les Composés phénoliques jouent un réle trés important dans la caractérisation et la valeur
nutritionnelle des huiles (Brenes et al 2002). lls sont considérés comme antioxydants qui aident
le corps a renforcer son systeme de defense contre les anomalies liées au stress oxydatif telles
que les maladies cardiovasculaires, le cancer et le processus inflammatoire (Rojas et al 2005).

Les composés phénoliques passent dans 1’huile lors de son extraction. IIs sont trés importants
pour la stabilité de I'huile d'olive (Tsimidou 1998). De plus, l'importance des composés
phénoliques est également liée & I'amertume et a I'astringence de I'huile d'olive (Kallithraka et
al 1997) et cela se refléte par conséquent dans la qualité organoleptique de I'huile d'olive (Visioli
et al 2000) car ils contribuent a la vierge la saveur et I'aréme de I'huile d'olive (Angerosa et al
2000) en particulier pour son godt amer typique (Gutiérrez-Rosales et al 1992). Selon Aparicio
et Luna (2002), les huiles obtenues a partir de fruits riches en polyphénols devraient étre plus
ameres et piquantes que celles provenant de variétés « douces » (Visioli et al 2000).

IX.3. Teneur en composés flavonoides totaux

Les flavonoides sont des piégeurs efficaces des radicaux libres les plus prooxydants
particulierement impliqués dans la peroxydation lipidique (Laughton et al 1989). De plus, ils ont
une activité chélatrice des métaux tels que le cuivre et le fer, qui a I’état libre, peuvent étre a
I’origine de la production de radicaux libre (Puppo 1992).

A partir d’une solution mére de la quercétine, une série de solutions filles est ainsi préparée,
de concentrations allant de 25 a 200 pg/ml, ces derniéres ont subi le méme traitement que les
échantillons les absorbances ainsi enregistrées sont utilisé pour tracer la courbe d’étalonnage

(figure 27).
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Figure 27 : Courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides totaux.
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Les résultats dans le tableau 09 representent la teneur des flavonoides dans les extraits des

huiles d’olives étudiés.

Tableau 09 : Teneurs en flavonoides totaux.

Extrait Variétés Teneur en flavonoides (ug EQ /
ml)
Extrait 1 Sigoise OUED SOUF 22,29+2,21
Extrait 2 Rougette OUED SOUF 31,67+6,63
Extrait 4 Chemlal OUED SOUF 17,01+0,15
Extrait 5 Ferkane OUED SOUF 24,72+3,09
Extrait 6 Rougette de Metidja SIDI- 22,57+4,86
AICH
Extrait 7 Sigoise BATNA 27,78+0,44
Extrait 8 Blanquette GUELMA 32,29+2,50
Extrait 9 Nebjmel HAMMA 22,78+0,29
Extrait 10 Sigoise HAMMA 23,40+0,74
Extrait 11 Azzoradj BOUIRA 27,71+2,36
Extrait 12 Chemlal BOUNOUARA 16,67+0,88

* Chaque valeur représente la moyenne =+ 1’écart type (n = 3).

* Les teneurs en flavonoides ont été exprimées en ug EQ / ml.

La teneur la plus élevée est enregistrée pour la variété Blanquette de GUELMA avec 32,29 ug
EQ / ml suivi de la variété Rougette OUED SOUF avec 31,67 ug EQ / ml. Par contre, la variété
Chemlal de BOUNOUARA et d’OUED SOUF présente la teneur la plus faible en flavonoides
totaux par 16,67 + 0,88 et 17,01 + 0,15 pg EQ / ml respectivement. Les teneurs en flavonoides
totaux enregistrées pour nos variétés d’huiles d’olive sont proches de celles des varietés
algériennes étudiées par (Laincer F et al 2014) pour lesquelles les teneurs varient entre 10 et 44
mg/Kg. Mais supérieures a celles enregistrées par (Oliveras-L opez et al 2007) sur des variétés
espagnoles, caractérisées par des teneurs en flavonoides variant entre 0.76 a 2.4 mg/I.

Les flavonoides font partie des composé€s majoritaires des polyphénols trouvés dans ’huile

d’olive (Ryan et al 2003). D’aprés les résultats, on remarque qu’il n’y a pas une cohérence entre
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le taux des phénols totaux et des flavonoides totaux, parce qu’il faut toujours avoir des quantités

des flavonoides inférieurs a celles des polyphénols, Cela est peut-étre di a une erreur de

manipulation ou bien aux produits utilisés. Et malheureusement on n’a pas eu ’occasion de la

refaire.

I1X.4. Evaluation de ’activité antioxydante

Il n’existe pas, a I’heure actuelle, de méthode universelle, unique et fiable traduisant la

capacité antioxydante. En effet, pour juger de l’effet antioxydant global d’un extrait d’une

ressource végétale ou alimentaire, 1’utilisation de plusieurs tests d’activité est nécessaire (Cao et

Prior, 1998). Dans ce présent travail, I’activité antioxydante des extraits de I’huile d’olive a été

évaluée in vitro par quatre méethodes différentes : le test du DPPH, ABTS, CUPRAC et le test

de POUVOIR REDUCTEUR ce qui nous a permis de micux étudier]’effet antioxydant.

valeurs des 1Csg et Ags sont exprimées en (ug/ml).

Les résultats obtenus a partir des tests sont regroupés dans le tableau 10 ci-dessous. Les

Tableau 10 : Détermination des ICsq sur le radical DPPH et ABTS™ et les valeurs de I’ Ag 5 des
tests RP et CUPRAC sur des différents extraits d’huiles d’olives.

Extrait Région Variété DPPH ABTS POUVOIR CUPRAC
REDUCTEUR
1Cso Aos
Extrait 1 OUED SOUF Sigoise 26,71+1,71 29,28+2,04 >200 19,62+0,88
Extrait 2 OUED SOUF Rougette 493,69+8,97 | 399,96+121,09 >200 288,11+20,35
Extrait 3 SIDI-AICH Sigoise >800 372,91+77,65 - >800
Extrait 4 OUED SOUF Chemlal 30,22+1,50 24,68+1,10 >200 21,96+0,54
Extrait 5 OUED SOUF Ferkane 32,29+1,95 <125 49,13+25,08 73,93+ 6,50
Extrait 6 SIDI-AICH Rougette de | 157,22+8,37 5,49+0,96 300,10+124,31 | 135,38+4,00
Metidja

Extrait 7 BATNA Sigoise 72,11+22 53 48,17+0,48 250,21+47,60 199,22+4,12
Extrait 8 GUELMA Blanquette 63,09+10,18 14,11+0,88 150,69+10,84 113,15+3,24
Extrait 9 HAMMA Nebjmel 34,15+3,34 <12.5 64,01+7,03 37,69+1,86
Extrait 10 HAMMA Sigoise 46,42+3,34 <125 97,04+21,38 37,47+3,81
Extrait 11 BOUIRA Azzorad] 41,39£2,20 <12.5 63,19+5,43 36,57+£1,17
Extrait 12 | BOUNOUARA Chemlal 41,42+45,87 <125 86,23+23,33 43,56+1,30
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Extrait 13 BOUIRA Chemlal 190,11+44,01 36,50+1,91 - 134,09+2,31
Extrait 14 TAZMELT Chemlal 90,62+7,74 24,41+1,32 - 82,13+2,40
Extrait 15 TAZMELT Rougette 231,15+7,71 29,39+ 3,66 - 171,87+1,62
Extrait 16 SIDI-AICH Limeli 42,68+7,70 10,99+2,03 - 50,63+2,40
Extrait 17 JUEL Nebjmel 85,15+40,62 29,85+2,12 - 155,73+0,58
Extrait 18 ZIGHOUD Chemlal 25,24+2,47 14,98+1,52 - 43,31+0,63
Extrait 19 BATNA Chemlal 34,87+17,32 9,14+6,45 - 72,32+2,32
Extrait 20 TAZMELT Nebjmel 55,85+0,74 30,31+0,84 - 82,13+2,34
Extrait 21 KHENCHLA Chemlal 111,00+4,50 37,65+3,47 - 124,39+5,80
Extrait 22 BISKRA Sigoise 87,11+4,98 32,88+0,95 - 119,56+6,25
Extrait 23 | BEJAIA Baceara Chemlal 43,97+2,94 17,71+1,87 - 53,51+0,85
Extrait 24 BOUIRA Sigoise 27,19+2,84 17,95+2,62 - 45,18+1,48
Extrait 25 SIDI-AICH Aaleth 27,34+0,64 15,22+1,79 - 33,62+0,31
Extrait 26 SIDI-AICH Takesrit 51,28+1,62 24,57+£1,92 - 60,29+1,56
Extrait 27 SIDI-AICH Aimel 26,83+0,44 8,12+0,39 - 33,78+0,65
Extrait 28 SIDI-AICH Nebjmel 149,69+2,99 14,18+9,14 - 57,23+5,06
Extrait 29 JUEL Rougette >800 496,16+31,62 - 381,43+18,78

* Chaque valeur représente la moyenne =+ 1’écart type (n = 3).

IX.4.1. Activité antioxydante par le test de piégeage du radical DPPH

La méthode de piégeage du radical libre DPPH a été utilisée pour évaluer D’activité
antioxydante des extraits d’huile d’olive vierge, parce qu’elle est reconnue comme étant une
activité simple, rapide et efficace en raison de la grande stabilité du radical (Bozin et al 2008).
La valeur ICsp est inversement liée a la capacité antioxydante d’un composé, car elle exprime la
quantité de 1’antioxydant nécessaire pour diminuer 50% de la concentration du radical et donc,
plus la valeur d’ICsg est basse, plus 1’activité antioxydante est grande (Villafio et al 2007).

On remarque que la majorité des extraits étudiés possédent une activité antioxydante et qu’ils
sont capables de piéger le radical DPPH. Comme le montre le tableau 10, les valeurs d’1Cso sont
extrémement diverses. Les valeurs enregistrées sont comprises entre 25,24+2 47ug/ml et
493,6948,97ug/ml correspondant aux variétés Chemlal ZIGHOUD et Rougette OUED SOUF
respectivement. Selon Baiano et al (2013), I’activité antioxydante des extraits méthanoliques de

I’huile d’olive évaluée par la méthode au DPPHe est significativement influencée par la variété
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des olives. Quelques composes phénoliques se réagissent tres vite avec le DPPH en réduisant un
nombre de molécules de DPPH égal a celui des groupements hydroxyles de 1’antioxydant
(Bondet et al 1997).

Le mécanisme de la réaction entre I’antioxydant et le DPPH dépend de la conformation
structurale de ’antioxydant (Molyneux 2004). D’aprés nos résultats, il en ressort que 1’ICsq de
I’extrait de I’huile d’olive le plus élevé est celui de Chemlal ZIGHOUD avec (25,24+2,47ug/ml)
suivi par celui de Sigoise OUED SOUF (26,71+1,71ug/ml), Aimel SIDI-AICH (26,83+0,44
pg/ml) et Sigoise BOUIRA (27,19£2,84). Ces variétés présentent I’activité antioxydante la plus
grande mais reste relativement faible en comparaison avec le standard BHA dont la valeur d’ICsg
est de I’ordre de 6.14+0.41 pg/ml. Cependant elles sont un peu plus proches de celle du standard
BHT qui est égale a 12.99+0.41 pg/ml et de a-Tocophérol 13.02+5,17 pg/ml. On note
également que les variétés Chemlal OUED SOUF (30,22+1,50 pg/ml), Ferkane OUED SOUF
(32,29£1,95ug/ml), Nebjmel HAMMA (34,15+3,34ug/ml) et Azzoradj BOUIRA (41,39£2,20
pg/ml) possedent quand méme une activité antiradicalaire modérée avec des valeurs d’ICsq plus
au moins signifiante mais reste tout de méme inferieur en comparaison avec les standards BHA,
BHT et a-Tocophérol. Tandis que la variété Rougette OUED SOUF dont ICs est de 1’ordre de
(493,69+8,97ug/ml) possede I’activité antioxydante la plus basse en comparaison avec les
standards BHA, BHT et a-Tocophérol.

Ces résultats sont semblables a ceux obtenues par (Abdelaziz et al 2014) pour la variété
chemlal. Les auteurs ont déterminé que 1’ICso de I’huile d’olive de cette variété est égale a 25,38
+ 0, 64 pg/ml ce qui est en accord avec I’ICsp de cette méme variété obtenue dans notre travail
(25,24+2,47pug/ml). Les travaux de (Laincer et al 2014) sur quelques variétés d’huile d’olive a
savoir Blanquette de GUELMA, Chemlal TAZMELT, Ferkani, Limli et Neb Djemel, présentent
des 1Cso compris dans un intervalle allant de (36.57+ 1.71 pg/ml) pour Chemlal TAZMELT a
(72.20+£ 2.19 pg/ml) pour Blanquette de GUELMA qui sont assez proche a ceux issues de notre

travail.

Les résultats peuvent également étre comparables a ceux de (Lavelli, 2002) qui a testé 11
huiles différentes d’Italie et dont I’activité antioxydante DPPH a enregistré un résultat allant de
(32.0 £ 0.5 pg/ml) jusqu’a (156 +1 pg/ml) plutdt approximatif a celui obtenu dans notre présent

travail.
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L’activité antioxydante de 1’huile d’olive est due principalement a la fraction phénolique
incluant les flavonoides. (Bakhouche 2015). Ces propriétés antioxydantes peuvent étre liées a
un don d’hydrogéne et leurs capacités a améliorer la stabilité des radicaux en formant une liaison
intramoléculaire hydrogénique entre 1’hydrogene libre et leur radicaux phénoxyl (Laincer et al
2014). Ce potentiel antioxydant confére a I’huile d’olive un grand intérét dans la prévention
contre les maladies cardiovasculaires, les cancers, le diabete, les maladies neuro-dégénératives,

I’inflammation et le vieillissement (Benlemlih et al 2012).
1X.4.2. Activité antioxydante par le test de piégeage du radical ABTS™

Selon Re et al. (1999) la méthode de piégeage du radical ABTS™ est une excellente méthode
pour déterminer D’activité antioxydante pour une large diversit¢ des substances, comme
antioxydants donneurs d’hydrogéne ou piégeurs de radicaux en phase aqueuse. L’activité anti-
radicalaire est considérée comme étant la capacité des composés testés a diminuer directement la
couleur du radical ABTS™. Le contacte avec un donneur d’électron du radical ABTS™ conduit &
I’ABTS" et a la décoloration de la solution du bleu foncé en bleu vert (Lien et al 1999).

Les résultats sont exprimés en termes d’ICsy (tableau 10), représentant la concentration
nécessaire pour diminuer la concentration initiale du radical ABTS™ de 50%. La plus petite
valeur d’ICsq correspond a la plus grande activité anti radicalaire. L’ICs est trés importante pour
le BHT avec une valeur de 1.29+0.30 ug/ml, suivie par le BHA avec une valeur de 1.81+0.10
ug/ml. On remarque que tous les extraits de notre travail ont un pouvoir antioxydant inférieur a

celui des antioxydants standards.

D’apres Ces résultats, on remarque que Les variétés Rougette de Metidja SIDI-AICH, Aimel
SIDI-AICH et Chemlal BATNA, enregistrent les plus faibles valeurs d’1Cso soit 5,49+0,96
pg/ml, 8,12+0,39ug/ml et 9,14+6,45 pg/ml respectivement, suivie par la variété Limeli SIDI-
AICH (10,99+2,03 pg/ml). Ces valeurs sont supérieures au 1Csq des standards BHT et BHA et
correspond a une meilleure efficacité des extraits d’huiles dans la neutralisation du radical
ABTS™. On remarque que les variétés Blanquette GUELMA, Nebjmel SIDI-AICH, Chemlal
ZIGHOUD, Aaleth SIDI-AICH, Chemlal BEJAIA, Sigoise BOUIRA, Chemlal TAZMELT,
Takesrit SIDI-AICH et Chemlal OUED SOUF possédent également une activité antiradicalaire
modérée avec des valeurs d’ICsp plus au moins signifiante et varient entre 12,5 et 25 pg/ml.
Suivie par les variétés Sigoise OUED SOUF, Rougette TAZMELT, Nebjmel JIJEL, Nebjmel
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TAZMELT, Sigoise BISKRA, Chemlal KHENCHLA, Chemlal BOUIRA, Sigoise BATNA avec
des valeurs d’ICsq varient entre 25 et 50 pg/ml. Par contre, les extraits des variétés Rougette
JUEL, Rougette OUED SOUF, et Sigoise SIDI-AICH ont montré les plus basses activités
antiradicalaires et les plus grandes valeurs d’ICsy avec 496,16+31,62ug/ml, 399,96+121,09
pa/ml et 372,91+77,65 pg/ml respectivement, dont ces valeurs sont beaucoup plus supérieures
aux valeurs des standards. Cependant, 1’activité antiradicalaire de la variété Ferkane OUED
SOUF, Nebjmel HAMMA, Sigoise HAMMA, Azzoradj BOUIRA, Chemlal BOUNOUARA est
moins efficace et insignifiante avec des valeurs d’ICsp < 12,5 pg/ml.

Les résultats obtenus pour nos variétés d’huile d’olive pour I’activité de piégeage du radical
ABTS™ sont meilleurs par rapport a ceux obtenus par (Laincer et al 2014) pour les variétés
Blanquette, Chemlal, Chemlal de TAZMELT, Ferkani, Limli et Nebdjmel avec des valeurs
d’ICsp oscillent entre 180 et 370 pg/ml. Nous constatons donc que nos échantillons sont plus
efficaces et cela est probablement lié a la différence dans la composition chimique ou a des
facteurs saisonniers. Certains 1Csq de nos variétés sont proches a ceux étudiés par (Spizzirri et al
2020) avec des valeurs varient entre 34 a 47 pg/ml et proche aussi de la variété Italienne
Frantoio étudiée par (Loizzo et al 2010) avec des valeurs oscillent entre 17.9 et 36.4 pg/ml.

Malgré sa faible teneur en composés phénoliques (3,51+2,09 pug/ml), la variété Rougette de
Metidja SIDI-AICH présente une activité antioxydante plus forte par rapport a d'autres variétés
telles que Aimel SIDI-AICH et Chemlal BATNA. Cela pourrait s'expliquer par une teneur plus
forte en hydroxtyrosol libre et en lignanes de ces deux variétés. Les données de la littérature
attestent que I'hydroxytyrosol présente une activité antioxydante élevée (Lavelli 2002).
Concernant le pouvoir antioxydant des lignanes, (Owen et al 2000) ont montré I'existence d'une
corrélation claire entre la capacité de piégeage radicalaire d'un extrait phénolique d'huile d'olive

vierge et la concentration de lignane.
IX.4.3. La capacité antioxydante par réduction du cuivre CUPRAC

C’est une méthode développée par (Apak et al 2004) est basée sur la mesure de I'absorbance
a 450 nm, apres la formation d'un complexe stable entre les ions néocuproine et le cuivre (I). Ce
complexe est produit par la réduction des ions du cuivre (I1) par les composés potentiellement
antioxydants. Les résultats du CUPRAC sont exprimés en Ags. La valeur Ag s est définie comme

étant la concentration du substrat qui donne une valeur d’absorbance de 0.5
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D’apres les résultats obtenus et classés dans le tableau 10, on peut dire que tous les
¢chantillons d’huile d’olive étudiés se sont révélés capables de réduire le cuivre. Les valeurs Ags
sont comprises entre 19,62+0,88 pg/ml et 381,43+18,78 pg/ml représentant la variété Sigoise
d’OUED SOUF et Rougette de JIJEL respectivement. L’extrait N 1 a savoir Sigoise d’OUED
SOUF, a enregistré ’activité antioxydante la plus élevé avec une valeur d’Ags de 19,62+0,88
pg/ml en comparaison avec le standard BHA (Ao s = 5,35+ 0,71 pg/ml) et BHT (Ags =8.97+3.94
ug/ml). Cette activité antioxydante observée dans nos extraits peut étre expliquée par la nature
des composés phénoliques qui sont des acides phénoliques tels que 1’acide gallique et ses
dérivés, les flavonoides (Apak et al 2005)

Apak et al (2005) ont correctement reconnu que les résultats de la mesure CUPRAC et
polyphénols totaux étaient tres corrélés. La faible corrélation observée par les auteurs entre les
résultats CUPRAC et la teneur en flavonoides et était due a la nature de la technique de mesure
(Guclu et al 2006). La méthode est capable de mesurer des antioxydants de type thiol, tels que le

glutathion et les thiols non protéiques (Huang et Prior. 2005).

Les extraits méthanoliques représentant Chemlal OUED SOUF (21,96+0,54 pg/ml), Aaleth
SIDI-AICH (33,62+0,31 pg/ml), Aimel SIDI-AICH (33,78+0,65 pg/ml), Azzoradj BOUIRA
(36,57+1,17 pg/ml) ainsi que Sigoise HAMMA (37,47+3,81 ug/ml) ont également enregistre une
activité antioxydante raisonnable mais qui reste quand méme inferieur en comparaison aux Ao s
des standards BHT (Aos =8.97£3.94 ug/ml) et BHA (Aos = 5,35+ 0,71 ug/ml). Cependant, la
variété Rougette JIJEL avec une valeur Ags de 381,43£18,78 pg/ml et Sigoise SIDI-AICH (Ao
>800) enregistre I’activité antioxydante la plus faible et la plus insignifiante de nos 29 extraits
d’huile d’olive en comparaison avec les standards BHT (Ags =8.97+£3.94 pug/ml) et BHA (Aos =
5,35+ 0,71 pg/ml).

Il n’y a pas des études similaires qui expliquent le pouvoir réducteur CUPRAC des extraits de
I’huile d’olive.

IX.4.4. Le pouvoir réducteur

Les antioxydants ayant une propriété reductrice tels que les polyphénols présents dans les
extraits méthanoliques d’huiles d’olives, réagissent comme donneurs d’électrons entrainant la
réduction du Fe** de complexe ferricyanide (couleur jaune) en fer ferreux (couleur bleu

verdatre), dont I’intensité est proportionnelle au pouvoir réducteur (Gulgin et al., 2007). Par
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conséquent, Fe?* peut étre évalué en mesurant et en surveillant I’augmentation de la densité de la
couleur bleu dans le milieu réactionnel a 700nm (Apak et al 2005).

Le pouvoir réducteur des olives est probablement dil a la présence de groupement hydroxyle
dans les composés phénoliques essentiellement 1’oleuropéine et 1’hydroxyltyrosol qui peuvent
servir comme donneur d’électron. Par conséquent, les antioxydants sont considérés comme des
réducteurs et inactivateurs des oxydants (Ozylrek et al 2011). Les résultats obtenus sont
exprimés en termes d’Ags Hg/ml (tableau 10).

L’Aos est trés importante pour I’Acide Ascorbique avec une valeur de 6.77£1.15 pg/ml,
suivie par I’a-Tocophérol avec une valeur de 34.93+2.38 pg/ml. On remarque que tous les

extraits de notre travail ont un pouvoir réducteur inférieur a celui des antioxydants standards.

La variété Ferkane OUED SOUF enregistre la plus faible valeur d’Ags soit 49,13 + 25,08
pg/ml, et donc le pouvoir réducteur le plus important. Suivie par les variétés Azzoradj BOUIRA
et Nebjmel HAMMA (63,19+5,43ug/ml et 64,01+7,03ug/ml). Ce qui correspond a une capacité
réductrice importante par rapport aux autres variétés.

Par contre, les extraits des variétés Rougette de Metidja SIDI-AICH, Sigoise BATNA, et
Blanquette GUELMA ont montré les plus bas pouvoirs réducteurs et les plus grandes valeurs
d’Aps avec 300,10+124,31ug/ml, 250,21+47,60ug/ml et 150,69+10,84pg/ml respectivement,
dont ces valeurs sont beaucoup supérieures aux valeurs des standards.

Cependant, le pouvoir réducteur des variétés Sigoise OUED SOUF, Rougette OUED SOUF et
Chemlal OUED SOUF est moins efficace et insignifiante avec des valeurs d’Ags > 200 pg/ml.

Les résultats démontrent que I'extrait des huiles d’olive de différentes variétés avait des ions
ferriques marqués (Fe®") réduisant la capacité et les propriétés des donneurs d'électrons pour
neutraliser les radicaux libres en formant des produits stables. Le pouvoir réducteur refléte la
capacité de don d'électrons du composé bioactif et était associé a une activité antioxydante. La
capacité réductrice du compose pourrait servir dindicateur de son activité antioxydante
potentielle (Luminita 2015). Pour ce test également nous n’avons pas trouvé des travails

similaires concernant I’extrait de 1’huile d’olive.

Selon les travaux Ben Salah et son équipe (2012), I’olivier est une source importante des

composés phénoliques, comme 1’oleuropéine qui posséde une bonne activité antioxydante et un
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pouvoir reducteur fort. En se basant sur tous les résultats obtenus. Nous pouvons classer nos
extraits selon les régions.

La region SIDI-AICH est classé premiere en termes de la plus efficace. Parce qu'elle
comprend trois variétés qui ont marqué les meilleurs résultats dans les tests que nous avons
réalisés, ces variétés sont Limeli, Aaleth et Aimel. Suivie par la région OUED SOUF qui
comprend deux variétés, qui enregistrent de méme des meilleurs résultats, telle que Sigoise et
Chemlal. Les régions ZIGHOUD, BEJAIA et BOUIRA ont également enregistré des résultats
plus ou moins signifiant. Nous pouvons aussi classer nos extraits selon les variétés dont Chemlal
enregistre les plus basses valeurs d’ICso et d’Ags et donc les meilleures activités antioxydantes,
suivie par Sigoise, Limeli, Aaleth et Aimel. Cependant, la variété Rougette enregistre des valeurs

d’ICsq et d’Ag s tres élevées dans les différents tests et donc, c¢’est la variété la moins efficace.

Il a été suggéré que la teneur en composés phénoliques est corrélée a I’activité antioxydante.
Il est considéré que l'activité antioxydante des composés phénoliques est due a leur potentiel
d'oxydo-réduction élevé, ce qui leur permet d'agir comme des agents réducteurs, donneurs
d'hydrogene, et des désactivateurs d'oxygene singlet (Miguel et al 2010).

Cependant, les travaux de Galvano et al (2007) ont reporté une corrélation positive entre
I’activité¢ antioxydante de I’huile d’olive et sa teneur en composés phénoliques, mais cette
activité n’est pas attribuée seulement au facteur quantitatif, dont la qualité du contenu phénolique
joue un réle déterminant pour cette activité biologique (Morellé et al 2004).

De nombreuses tentatives ont été rapportées dans la littérature pour expliquer la relation
structure-activité de certains composés antioxydants naturels (Es-Safi et al 2007). Il a été
proposé que l'activité anti-oxydante est en relation avec le nombre de groupes hydroxyle sur le
noyau des flavonoides (Es-Safi et al 2007). Il est également proposé que l'activité antioxydante
des flavonoides flt dépendante de la présence de fonctions hydroxylées en ortho (Foti et al
1996).

Malgré son pouvoir antioxydant inférieur a celui des antioxydants synthétiques, 1’huile
d’olive reste trés avantageuse par sa capacité de continuer a piéger les radicaux libres pour une
durée allongée qui peut s’étendre jusqu’au sixieéme jour (Keceli et Gordon, 2001). Ce potentiel
antioxydant confére a I’huile d’olive un grand intérét dans la prévention contre les maladies
cardiovasculaires, les cancers, le diabéte, les maladies neurodégénératives, 1’inflammation et le

vieillissement (Benlmlih et Ganam, 2012).
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IX.5. Evaluation de ’activité inhibitrice des enzymes

1X.5.1. L’activité inhibitrice de I’acétylcholinestérase

A ce jour, la maladie d’Alzheimer reste incurable. Cependant, 1'une des approches les plus
prometteuses pour le traitement de cette maladie consiste a ameéliorer le niveau d'acétylcholine

dans le cerveau en utilisant des inhibiteurs de I'acétylcholinestérase (Ingkaninan et al 2003).

En se basant sur I’hypothese d’inhiber 1’action de I’AChE pour mieux traiter la MA, la plupart
des inhibiteurs connus de I’enzyme AChE soient des alcaloides. Ainsi, selon (Houghton et al
2006) plusieurs composés, autres que les alcaloides, présentent une grande capacité d’inhiber
I’enzyme AChE tels que les terpenoides, les composés phénoliques, les flavonoides et les iso-
coumarines.

Le présent travail montre que la plupart des extraits des huiles d’olive testés ont montré une
activité inhibitrice contre l'acétylcholinestérase. Les résultats obtenus sont représentés dans le
tableau 11.

Tableau 11 : Valeur de I’ICsq du test de 1’activité inhibitrice de 1’acétylcholinestérase pour les

différents extraits d’huile d’olive.

Extraits Variétés 1Cs0 pg/mL
Extrait 1 Sigoise OUED SOUF 54,10+4,93
Extrait 2 Rougette OUED SOUF 214,15+ 32,36
Extrait 4 Chemlal OUED SOUF 50,26+8,16
Extrait 5 Ferkane OUED SOUF 54,17+5,44
Extrait 6 Rougette de Metidja SIDI-AICH 129,50+18,49
Extrait 7 Sigoise BATNA >200
Extrait 8 Blanquette GUELMA 116,70+6,24
Galantamine 6.27+1.15

L’ICsp est tres importante pour le Galantamine avec une valeur de 6.27+1.15 pg/ml. On
remarque que tous les extraits de notre travail ont un pouvoir antioxydant inférieur a celui du
standard utilisé. D’apres les résultats, 1’activité d'inhibition de I'enzyme AChE indique que la
variété Chemlal OUED SOUF a montré I’inhibition la plus puissante de I’AChE (50,26+8,16
pg/ml) suivie par Sigoise OUED SOUF et Ferkane OUED SOUF (54,10+4,93, 54,17+5,44
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pg/ml). Les variétés Rougette OUED SOUF, Rougette de Metidja SIDI-AICH et Blanquette
GUELMA ont montré I’inhibition la moins puissante de I’AChE avec 214,15+ 32,36,
129,50+18,49 et 116,70+6,24 pg/ml respectivement. A 1’opposé, la variété Sigoise BATNA a
I’activité inhibitrice de ’enzyme AChE la moins efficace et insignifiante avec une valeur d’ICs

> 200 pg/ml.

En comparaison avec les autres extraits testés les varietés Sigoise OUED SOUF, Chemlal OUED
SOUF et Ferkane OUED SOUF ont montré une activité significative a la fois dans I'inhibition de
I'AChE et dans I'activité antioxydante. Ce résultat confirme encore le r6le des polyphénols dans

[’activité anticholinestérase.

Les résultats obtenus pour nos variétés d’huile d’olive pour I’activité inhibitrice de I’enzyme
AChE sont meilleurs par rapport a ceux obtenus par (Figueiredo-Gonzéalez et al 2018) pour la
variété Brava avec une valeur d’ICso de 483 £ 30 pg/ml.

I n’y a pas trop d’études qui expliquent I’effet inhibiteur de I’ AChE des extraits de 1’huile

d’olive.

Cependant, des études faites par (Edziri et al 2019) concernant des olives tunisiennes montre
que dans le test AChE, les extraits des variétés étudiés ont également montré des taux élevés de

capacité d'inhibition de I'acéthylcholinestérase avec 1Cso de 500 pg / ml.

Plusieurs recherches sont menées pour tester des extraits naturels riches en composés
phénoliques et en flavonoides et d’identifier d’autres molécules plus compétitives dans
I’inhibition de I’enzyme AChE que celles commercialisées sur le marché (Ferreira et al 2006).
Ainsi, la premiere partie de notre étude a confirmé la richesse des extraits des huiles d’olive en
composés phénoligues et en flavonoides et indique que EVOO a une large marge de valeur
médicinale et qu’il a également des capacités pour la production de nouveaux médicaments pour
le traitement de la maladie d'Alzheimer et également pour d'autres troubles neurodégénératifs
(Lauretti et al 2017).

Ceci nous a encouragées de revaloriser cette espece en testant, en plus de Dactivité

antioxydante, 1’activité anti-AChE
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Conclusion et perspectives

Au cours de ces derniéres années, un intérét croissant pour les molécules possédant
naturellement des activités antioxydantes a été manifesté. L’olivier (Olea europea L) ainsi que
d’autres plantes représentent une source inépuisable de substances et de composés bioactifs, tels
que les polyphénols, a activité antioxydante pouvant étre exploitées en industrie agroalimentaire,

en cosmétologie et en phytothérapie.

D’un point de vue applicatif, les travaux de ce mémoire se sont articulés autour d’un axe
d’investigation principal qui est la valorisation des polyphénols de vingt-neuf huiles d’olive.
L’huile d’olive est déja utilisée depuis de nombreuses années en médecine traditionnelle pour ses
vertus thérapeutiques attribuées aux polyphénols. Cette étude se focalise sur I’extraction et le
dosage des polyphénols et des flavonoides des huiles d’olive ainsi que 1’évaluation de leur

activité antioxydante et anti-cholinestérase.

Les tests phytochimiques ont permis de mettre en évidence la présence des polyphénoles et
les flavonoides dans toutes les variétés étudiées. Les huiles d’olive sont soumises a extraction par
un solvant hydrométhanolique et les rendements en polyphénoles sont compris entre 0.04% et
0.21%.

Quantitativement, 1’évaluation du contenu des polyphénols totaux en adoptant la méthode de
Folin-Ciocalteu révele que la variété Sigoise HAMMA suivie par Nebjmel HAMMA, Azzorad]
BOUIRA et Chemlal BOUNOUARA sont quantitativement les plus riches en polyphénols totaux
par rapport aux variétés testées a savoir 38,80+0,45 ; 34,10+4,50 ; 30,47+2,30 et 30,47+3,61 ug
GAE / ml respectivement. Les autres variétés enregistrent des teneurs qui balancent entre
3,51+2,09 ug GAE / ml pour Rougette de Metidja SIDI-AICH soit la plus faible teneur et
24,49+1,36 ng GAE / ml pour Sigoise OUED SOUF.

De méme nous avons déterminé la teneur des flavonoides qui nous mene a conclure que les
douze variétés testées contiennent des quantités considérables de flavonoides. Les extraits des
variétés Blanquette GUELMA et Rougette OUED SOUF ont des teneurs en flavonoides proches
(32,29£2,50 et 31,67+6,63 pg EQ / ml) et supérieures aux autres variétés. Les extraits de
Chemlal BOUNOUARA et Chemlal OUED SOUF donnent les teneurs en flavonoides les plus
faibles soit 16,67+0,88 et 17,01+0,15 pug EQ / ml. 1l ressort de ces analyses que les huiles d’Oleo

europea L. sont riches en polyphénols totaux et en flavonoides.
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Le potentiel anti-radicalaire des extraits a été détermine par différents tests in vitro tel que : la
méthode de DPPH, la méthode ABTS la méthode CUPRAC et le test de POUVOIR
REDUCTEUR. Dans la littérature peu de travaux ont étudiés ces activités sur les extraits d huile

d’olive, cela donne a notre travail de la nouveauté.

La méthode chimique consiste a 1’utilisation du test DPPH, qui est basée sur la réduction du
radical libre 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle. Les résultats obtenus montrent que les extraits de
I’huile d’olive renferment de puissants composés actifs capables de réduire ce radical libre,
puisqu’ils agissent a des faibles concentrations. Les valeurs les plus basses des ICsy ont été
enregistrées pour la variété Chemlal de ZIGHOUD (25,24+2,47ug/ml), Sigoise OUED SOUF
(26,71+1,71pg/ml), Aimel SIDI-AICH (26,83+0,44 pg/ml) et Sigoise BOUIRA (27,19+2,84).

Les résultats obtenus pour la mesure de ’activité antioxydante, en utilisant le test ABTS,
montrent que les plus fortes activités reviennent a la variété Rougette de Metidja SIDI-AICH,
Aimel SIDI-AICH et Chemlal BATNA avec des valeurs d’ICsq successives (5,49£0,96 pg/ml,
8,12+0,39ug/ml et 9,14+6,45 pg/ml).

Avec le test du CUPRAC, il est remarqué que la variété Sigoise OUED SOUF suivie par
Chemlal OUED SOUF sont les plus performant avec des valeurs d’Ags de 19,62+0,88 et

21,96+0,54 successivement.

Le pouvoir réducteur estimé par le test de réduction de chlorure ferrique des extraits
d’huiles d’olive montre que la variété Ferkane OUED SOUF posséde le pouvoir réducteur le
plus important par rapport aux autres variétés étudiés avec des Ag s de 49,13 + 25,08 pg/ml.

Le test de ’activité anticholinestérase, réalise sur sept extraits a montré que la variété
Chemlal OUED SOUF a montré I’inhibition la plus puissante de I’AChE avec une valeur d’ICsg
de 50,26+8,16 pg/ml.

Sachant que notre pays posséde une biodiversité immense dont chaque plante se caractérise
par un réservoir assez important de métabolites secondaires avec des caractéristiques
thérapeutiques et pharmacologiques particuliéres qui demandent d’étre exploitées par les

recherches, de cet effet, et comme perspectives on propose de:

e Faire une étude biochimique approfondie sur ’huile d’Olea europea L.
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Déterminer les molécules responsables des activités biologiques, et d'approfondir 1’étude

phytochimique en utilisant des techniques plus performantes.

e Des essais complémentaires seront nécessaires afin de pouvoir confirmer les activités
mises en évidence.
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Résumé :

L’huile d’olive, aussi appelé « 1’or vert », est I’une des huiles végétales les plus importantes en
vertus nutritionnelles et thérapeutiques car elle est caractérisée par sa richesse en matiére organique
représentée essentiellement par les composés phénoliques. Ces derniers sont, par excellence, des
inhibiteurs de I’oxydation par piégeage des radicaux libres, identifies comme des antioxydants
naturels.

Cette étude a été réalisée dans ’objectif d’évaluer I’activité antioxydante et inhibitrice des
enzymes de vingt-neuf extraits méthanoliques d’huiles d’olive de différentes variétés et issues de
plusieurs régions. Cette activité antioxydante a été mesurer in vitro par I’utilisation des méthodes
antiradicalaires DPPH, ABTS, CUPRAC et le pouvoir réducteur. L’activité enzymatique a été testée
pour I’évaluation du pouvoir anti Alzheimer en utilisant 1’acétylcholinestérase (AChE) comme model.

Les résultats obtenus ont montré une inhibition importante des radicaux libres avec des valeurs
significatives. Les variétés Limeli, Aaleth et Aimel de SIDI-AICH ont montrées les meilleures valeurs
ainsi que Sigoise et Chemlal d’OUED SOUF. Ces derniers, a savoir Sigoise et Chemlal, ont également
enregistré les meilleures valeurs dans 1’activité anti- Alzheimer.

Au terme de cette étude, nous constatons que les huiles d’olive testées sont tout de méme riches
en polyphénols et flavonoides et que les polyphénols ont une grande capacité de piégeage des radicaux
libres et donnent ainsi une activité antioxydante assez importante.
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