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Résumé

L'objectif de cette étude est d'évaluer la composition en composés bioactifs et 1'activité
antioxydante de 1'huile d'olive vierge monovariétale issue d'une variété algérienne appelée
"Rougette de Mitidja", variété originaire du nord et introduite dans une zone aride (Biskra).
L’étude porte également sur les effets protecteurs contre le stress oxydatif induit par les
nanoparticules de dioxyde de titanium (NPTiO2) chez le rat Wistar. Les composés bioactifs dans
I’huile d’olive ont été analysés par spectrophotométrie UV-visible et par chromatographie
liquide haute performance avec un détecteur a réseau de photodiodes (HPLC-PDA). L'activité
antioxydante in vitro a été évaluée au test DPPH. L'étude in vivo a été réalisée sur des rats males
(Wistar albinos), avec un stress oxydatif induit par des NPTiO,. Les rats ont été répartis en six
groupes, dont cinq injectés avec des NPTiO: et un groupe contrdle. Parmi les cinq groupes,
quatre ont été traités avec différentes doses d'huile d'olive vierge apres 48 heures de 1'injection
de NPTiO». Les animaux ont été sacrifiés a jeun apres 6 semaines de traitement. Les paramétres
hématologiques, biochimiques et les marqueurs de stress oxydatif dans le foie et les reins ont
été évalués. Par ailleurs, une étude histologique des deux organes a été réalisée pour I’ensemble
des groupes expérimentaux, a 1’aide de coupes colorées observées sous un microscope Leica
ICC50 HD Microscope Camera. Les résultats obtenus ont révélé des teneurs élevés en
composés bioactifs dans I’huile d’olive, avec une activité antioxydante DPPH remarquable, un
pourcentage d’inhibition de 87,70 % et une concentration inhibitrice ICso de 14.49. De plus,
I’HPLC-PDA a révélé la présence de quercétine et d'acide cinnamique. Les NPTiO> ont induit
un stress oxydatif, comme le montre l'augmentation des paramétres biochimiques
(transaminases, bilirubine, créatinine, acide urique, triglycérides, cholestérol, glycémie) et des
taux de malondialdéhyde et la réduction du GSH et des enzymes antioxydantes (GSH-Px, GST,
Catalase) dans les foies et les reins des rats injectés comparés au groupe controle. Le profil
hématologique a montré une baisse des globules rouges, de I'hémoglobine et des plaquettes,
ainsi qu'une augmentation des globules blancs, des lymphocytes et des granulocytes. Le
traitement a I'huile d'olive a montré une modulation significative des parametres physiologiques
(poids corporels, poids des organes), ainsi qu'un effet protecteur, en améliorant les parameétres
biochimiques altérés, en augmentant la GSH et les activités des enzymes antioxydantes, et en
réduisant le taux de MDA dans les groupes traités, par rapport au groupe controle. Les résultats
histologiques ont confirmé les effets protecteurs de I’huile d’olive vierge sur les lésions
hépatiques et rénales causées par les NPTiO.. En conclusion, I’huile d’olive vierge
monovariétale semble avoir un puissant effet protecteur contre le stress oxydatif induit par les
NPTiO2, qui est lié a sa richesse en composés bioactifs.

Mots-clés : Huile d’olive vierge, Antioxydants, Composés bioactifs, HPLC-PDA, Stress
oxydatif, NPTiO>.
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Abstract

The aim of this study was to assess the composition of bioactive compounds and the
antioxidant activity of monovarietal virgin olive oil derived from an Algerian variety called
“Rougette de Mitidja”, originally from the north and introduced to an arid region (Biskra).
Additionally, the study evaluated its protective effects against oxidative stress induced by
titanium dioxide nanoparticles (NPTiOz). Bioactive compounds in olive oil were analyzed by
UV-visible spectrophotometry and high-performance liquid chromatography with a photodiode
array detector (HPLC-PDA). In vitro antioxidant activity was assessed using the 2,2-diphenyl-
1-picrylhydrazyl (DPPH) assay. An in vivo study was conducted on male albino Wistar rats,
where oxidative stress was induced by NPTiOa. The rats were divided into six groups: five
groups injected with NPTiO; and a control group. Of the five injected groups, four were treated
with different doses of monovarietal virgin olive oil 48 hours after NPTiO> injection. Animals
were sacrificed after six weeks of treatment, after 12-hour fasting period. Hematological,
biochemical parameters, and oxidative stress markers in the liver and kidneys were evaluated.
Moreover, a histological study of both organs was carried out in the different experimental
groups using stained tissue sections observed under a Leica ICC50 HD Microscope Camera.
The results revealed significant levels of bioactive compounds in the olive oil, showing
remarkable antioxidant activity, with a DPPH inhibition rate of 87.70% and an 1Cso of 14.49.
Furthermore, HPLC-PDA identified the presence of quercetin and cinnamic acid. NPTiO>
induced oxidative stress, as evidenced by increased biochemical markers (transaminases,
bilirubin, creatinine, uric acid, triglycerides, cholesterol, glucose) and elevated levels of
malondialdehyde in the liver and kidneys, along with a reduction in GSH and antioxidant
enzymes (GSH-Px, GST, Catalase) in these organs compared to the control group.
Hematological profiles showed a decrease in red blood cells, hemoglobin, and platelets, and an
increase in white blood cells, lymphocytes, and granulocytes. Treatment with olive oil
significantly modulated physiological parameters (body weight, organ weight) and exhibited a
protective effect by effectively normalizing altered biochemical parameters, increasing GSH,
antioxidant enzyme activities, and reducing MDA levels in treated groups compared to the
untreated group. Histological findings confirmed the protective effects of virgin olive oil on
liver and kidney lesions caused by NPTiO>. Monovarietal virgin olive oil appears to have a
potent protective effect against oxidative stress induced by NPTiO», attributed to its richness in
bioactive compounds.

Keywords: Virgin olive oil, Antioxidants, Bioactive compounds, HPLC-PDA, Oxidative
stress, NPTiO:.
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_ Introduction

Introduction

L'huile d'olive vierge est la principale matiere grasse monoinsaturée du régime alimentaire
méditerranéen, c’est aussi un puissant aliment fonctionnel avec plusieurs avantages pour la
santé. Elle est riche en acides gras monoinsaturés (AGMI), en particulier en acide oléique, et
contient divers composants mineurs, notamment des composés phénoliques, des caroténoides,
des flavonoides, des glycosides, des triterpénoides et des stéroides. Ces composés ont des effets

antioxydants puissants (Garcia-Gonzalez et al., 2010).

L'Union européenne a approuvé l'allégation selon laquelle " les polyphénols de I'huile d'olive
contribuent a la protection des lipides sanguins contre le stress oxydatif " (UE, 2012). Les
polyphénols présents dans l'huile d'olive présentent une gamme de propriétés bénéfiques,
notamment anti-inflammatoires, antiprolifératives, antioxydantes et antimicrobiennes,
associées a des impacts positifs sur diverses maladies, telles que le cancer, le diabéte, les
maladies de la peau, les troubles neurologiques et les maladies cardiovasculaires (Rigacci et

Stefani, 2016).

Selon Souza et al. (2017), les polyphénols présents dans 1'huile d'olive vierge ont montré des
effets anti-inflammatoires in vitro, réduisant notamment les taux de lipopolysaccharides
plasmatiques. Une étude menée par Necib et al. (2014) a montré que l'huile d'olive vierge
exerce des effets préventifs et protecteurs contre le stress oxydatif induit par le chlorure de
mercure chez les rats, protégeant efficacement le foie en atténuant la production de radicaux
libres. La qualité de ces composants bénéfiques dans I'huile d'olive peut varier en fonction de
certains facteurs tels que la variété d'olives, la maturité des olives a la récolte, le climat, le

transport, le systéme d'extraction.

La production d'huile d'olive en Algérie est encore a ses débuts dans les Wilayas du Sud
telles que Biskra, Ouargla et El Oued. Bien que ces régions, connues pour leur climat chaud et
sec, semblent propices a la culture de I'olivier. Ces zones ne sont pas traditionnellement
considérées comme zones de production d’olives. Ces dernieres années., l'industrie de I'huile
d'olive a connu une croissance significative grace a divers programmes de soutien agricole,
comme le Plan national de développement agricole (PNDA). Cela a conduit a 1'expansion de la
culture d'oliviers dans les provinces du Sud, notamment Biskra, EI-Oued, Laghouat et Ouargla.
Ces régions présentent des caractéristiques climatiques, pédologiques et écologiques différentes
de celles traditionnelles de production d'olives dans le Nord, telles que Tizi Ouzou, Bejaia et

Constantine (Sahali et Sahnoune, 2023). Plusieurs variétés d’olives ont été introduites dans
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ces régions, notamment "Azeradj", "Rougette de Mitidja", "Sévillane", "Chemlal", "Sigoise",

"Manzanille" et "Neb-Djemel" (Boukhezna, 2008).

D'autre part, le développement rapide de la nanotechnologie présente un risque potentiel
d'exposition humaine aux nanoparticules. Les nanoparticules de dioxyde de titane (NPTiO>)
sont largement utilisées dans diverses industries depuis plusieurs décennies, notamment la
biotechnologie, les cosmétiques, les catalyseurs, les colorants alimentaires, et les produits

pharmaceutiques (Rashid e al., 2021).

Cependant, les interactions des nanoparticules avec les systémes biologiques et leur toxicité
potentielle sont actuellement peu connues, ce qui complique 1'évaluation des risques sanitaires
associés. De ce fait, une attention particuliére doit étre portée a la toxicité des nanoparticules
de dioxyde de titane (TiO2), qui figurent parmi les nanomatériaux les plus couramment utilisés
dans les produits de consommation, selon l'inventaire du Projet sur les nanotechnologies

émergentes du Woodrow Wilson (2011).

Le stress oxydatif a été souvent identifi¢ comme un mécanisme toxique responsable de
l'apoptose et de I'inflammation induites par les NPTiO; dans divers types cellulaires, notamment
les macrophages, les cellules rénales embryonnaires et les cellules épithéliales (Hu et al., 2019).
Les enzymes antioxydantes sont généralement utilisées comme biomarqueurs pour évaluer
I'impact des nanomatériaux, qui induisent un stress oxydatif chez les bioindicateurs (Zhou et

al., 2024).

Cependant, plusieurs études ont montré que 'utilisation des NPTiO: peut entrainer un stress
oxydatif avec une surproduction des especes réactives de 1’oxygene (ERO) et de radicaux libres,
susceptibles d'endommager les tissus. Par exemple, Shukla et al. (2014) ont démontré¢ que
I’exposition a des nanoparticules de dioxyde de titane chez la souris induit un stress oxydatif
important, causant des dommages a I’ADN et une atteinte hépatique. Bien que les systemes
antioxydants endogenes et exogenes soient généralement capables d'équilibrer la production de
ces molécules, divers facteurs peuvent perturber cet €quilibre, entrainant une accumulation de

radicaux libres favorisant le stress oxydatif (Pizzino et al., 2017).

Cette accumulation peut endommager des macromolécules telles que les protéines, les
lipides et les acides nucléiques. Ceci pourrait conduire a diverses maladies chroniques et
dégénératives, telles que le cancer, les maladies cardiovasculaires et le diabéte de type 2

(Martemucci et al., 2022).
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Les maladies chroniques constituent un probléme de santé publique bien connu, causant la
majorité des déces dans le monde, comme I'a déclaré I'Organisation mondiale de la santé (OMS,
2019). Ainsi, la gestion de ces maladies représente un défi important pour les systémes de santé.
Pour la prévention de ces maladies, il est essentiel d'optimiser la défense antioxydante de
I’organisme pour minimiser les dommages oxydatifs induits par les especes réactives de

I’oxygene (ERO).

L’organisme utilise divers mécanismes pour contrer les effets de ces ERO, notamment la
production d'enzymes antioxydantes endogenes telles que la glutathion peroxydase (GPx) et la
catalase, ainsi que l'apport d'antioxydants exogénes par le biais d'une alimentation équilibrée et

saine (Liguori et al., 2018).

Une étude récente de Hamdiken et al. (2024) a montré que I’huile d’oléastre exerce un effet
protecteur contre le stress oxydatif induit par les nanoparticules de silice, en améliorant les
parameétres biochimiques et histologiques chez le rat. Le stress oxydatif causé par les
nanoparticules pourrait &tre corrigé par les antioxydants végétaux naturels, en particulier ceux
contenus dans les aliments. Ces nutriments présents dans les aliments, notamment ceux de
I'huile d'olive vierge, ont des structures et des fonctions uniques en tant qu'antioxydants, jouant
un role crucial dans la neutralisation des exces de radicaux libres et la prévention des maladies
chroniques (Pizzino et al., 2017). Une étude de El-Samak ef al. (2022) a montré que 1’huile
essentielle de thym, protege efficacement les rats contre le stress oxydatif, la génotoxicité et les

dommages a I’ADN induits par les NPTiOs.

La variété choisie pour cette étude est la "Rougette de Mitidja", originaire du Nord humide
et introduite dans la palmeraie de la commune de Khangat Sidi-Nadji, dans la Wilaya de Biskra.
Malgré plusieurs études portant sur la caractérisation de l'huile d'olive algérienne, aucune
recherche a ce jour, a notre connaissance, n'a été réalisée sur les effets biologiques des huiles

1ssues des variétés cultivées dans le Sud.

L'objectif de cette étude est d'évaluer la composition de 1'huile d'olive en composés bioactifs
responsables de ses effets bénéfiques sur la santé. Pour cela, la variété¢ d’olivier a été
caractérisée a I’aide de descripteurs morphologiques, les indices physicochimiques de 1’huile
ont été déterminés, et les composés mineurs, notamment les phénols, ont été analysés par

HPLC-PDA.

D’autre part, un stress oxydatif a été induit chez des rats exposés aux nanoparticules de

dioxyde de titane (NPTiOy) par injection intrapéritonéale. Les différents paramétres analysés
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incluent le profil biochimique, la numération de la formule sanguine (FNS) et les marqueurs de
stress oxydatif dans le foie et les reins. Nous avons ensuite évalué l'efficacité protectrice de

I'huile d'olive vierge administrée a différentes doses.
Ce document décrit notre travail et s’articule comme suit :
Une premiére partie relative a I'é¢tude bibliographique comprend deux chapitres :

- Le premier chapitre traite des généralités sur l'olivier et l'huile d'olive, en abordant

l'importance de 1'olivier, sa description, sa diversité et les propriétés de I'huile d'olive.

- Le deuxieme chapitre se concentre sur les nanoparticules de dioxyde de titane (NPTiO2),
en présentant leurs applications, ainsi que leurs effets positifs et négatifs, notamment leur role

dans l'induction du stress oxydatif.

Une deuxiéme partie, relative a I’expérimentation, présente le matériel végétal utilisé, ainsi
que les techniques et méthodes d'analyse de 1'huile d'olive. Elle aborde également I'induction

du stress oxydatif, le traitement des rats et les méthodes d'analyse statistique des données.

Une derniére partie concerne les résultats obtenus, leur analyse et leur discussion. Elle se

termine par une conclusion, résumant les différents résultats, suivie de quelques perspectives.
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Chapitre I : Généralités sur ’olivier et ’huile d’olive.
1. L’olivier
1.1. Importance de I’olivier

L'olivier (Olea europaea) joue un rdle central dans la culture des civilisations
méditerranéennes en tant que source d'huile d'olive, il est également économiquement vital et
revét une signification spirituelle, notamment dans la religion islamique, ou il symbolise la
lumiére divine : « Allah est la lumiére des cieux et de la terre. Sa lumiere est semblable a celle
d'une lampe allumée grdace a un arbre béni, un olivier dont I'huile éclairerait méme si nul feu

ne le touchait » (Sourate Ennour, verset 35).

L’olivier est cultivé principalement dans les pays méditerranéens mais sa culture s’est
répandue dans d’autres régions du monde telles que 1'Argentine, les Etats-Unis, le Chili, et

I'Australie (COI, 2017).

L'oléiculture est un secteur stratégique clé de l'économie méditerranéenne ; représentant
95% de la production mondiale, estimée a 10 millions d'hectares. Au total, 800 millions
d'oliviers sont cultivés dans le monde, dont 90% pour la production d'huile d'olive et le reste

pour les olives de table (COI, 2024).
1.2. Description de I'olivier
1.2.1.  Description morphologique

L'olivier (Olea europaea), appartenant a la famille des Oleaceae, est un arbre fruitier a
feuilles persistantes, connu pour sa production d'olives, des fruits polyvalents exploités pour

extraire I'huile d'olive, un aliment essentiel (figure 01).

Morphologiquement, cet arbre de taille moyenne, variant entre quatre et huit metres de
hauteur, est adapté aux climats méditerranéens, l'olivier prospere dans tous les pays
méditerranéens, tels que la Turquie, I’Espagne, la France, I’Italie, la Grece, le Portugal, la
Tunisie, le Maroc et I’Algérie (Veillet, 2010) et présente une longévité impressionnante,

dépassant souvent 500 ans (Wakib et al., 2024).

Les conditions optimales de croissance exigent des étés chauds et secs ainsi que des hivers
doux. Les dimensions et les contours de l'arbre peuvent varier en fonction des conditions
climatiques, de l'exposition, de la fertilit¢ du sol et des différentes variétés (Argenson et al.,

1999).
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Figure 01 : Image de 1'olivier (Olea europaea) (Veillet, 2010).

1.2.2.  Description botanique

D’apres, (Angiosperm Phylogeny Group, 2016) la classification botanique de I’olivier est

la suivante :

>

VvV V V V V V

Régne : Plantae (Plantes).

Division : Magnoliophyta (Angiospermes).
Classe : Magnoliopsida (Dicotylédones).
Ordre : Lamiales.

Famille : Oleaceae.

Genre : Olea.

Espéce : Olea europaea L. (1753)

Le genre Olea comprend environ 30 especes et 9 sous-especes reconnues. Cependant, le

nombre exact peut varier légérement en fonction des classifications taxonomiques récentes et

des nouvelles découvertes. L’olivier se caractérise par un nombre chromosomique de 23 et une

reproduction par voie végétative (Beghe et al., 2011).
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1.3. Critére de caractérisation
1.3.1.  Critéres morphologiques

Les caractéres morphologiques ont été structurés en descripteurs soit quantitatifs « ou
biométriques » ou qualitatifs préalablement établis par le Conseil Ol¢éicole International (COI) ;
en effet Vingt-trois caractéres morphologiques sont actuellement utilisés pour la caractérisation

primaire des variétés d’olivier (COL, 1997).

Parmi les caracteres utilisés, soient quantitatifs mesurables tels que le poids et la forme des
fruit (longueur et largeur), longueur des entre nceuds, la forme de la feuille (longueur et largeur)
et le poids et la forme de I’endocarpe ; soient qualitatifs qui sont déterminé par des observations
objectives de certains descripteurs tels que le port, la vigueur de I’arbre, la densité de feuillage,

courbures du limbe et la présence ou I’absence du mucron.

En plus de ces descripteurs morphologiques primaires, il existe des descripteurs secondaires
tels que les descripteurs phénologiques, comme 1’époque de floraison ou de maturité, et les

descripteurs agronomiques (ITAFV, 2023).

C’esten 1997, qu’un projet « ressources génétiques de I’olivier » a vu le jour. Il avait comme
objectif principal I’uniformisation des descripteurs des variétés d’olivier dans tous les pays

ol¢éicoles (COI, 2003).
1.3.2.  Critéres biochimiques

L'étude des constituants biochimiques de I'huile d'olive permet de caractériser les variétés
d'olivier grace a des techniques comme la chromatographie et 1'électrophorese (Haddam et al.,

2014). Les principaux criteres incluent :
- Profil des acides gras : Composition en acides saturés et insaturés.
- Composés phénoliques : Concentration en polyphénols, qui influencent 1'oxydation.
- Densité et indice de réfraction : Indicateurs de pureté et de qualité.
- Activité enzymatique : Evaluation de l'activité des enzymes comme la lipase.
1.3.3.  Critéres moléculaires
Les marqueurs moléculaires utilisés dans 1’identification des variétés sont :

- Les marqueurs enzymatiques sont les premiers marqueurs génétiques développés pour
identifier les variétés d’olivier, mais cette technique reste cotliteuse.

- Les marqueurs moléculaires, principalement les RAPD (Random Amplified Polymorphic
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- DNA) ont été tres utilisés en vue de I’identification des variétés d’olivier (Roubos et al.,
2010)

- Les marqueurs SSR (Simple Sequence Repeats) (Dominguez-Garcia et al., 2012)

- Les marqueurs SNP (Single Nucleotide Polymorphism) pour 1’identification des variétés

d’olivier (Ben Ayed et al., 2016).
1.4. Diversité des variétés d'olivier
1.4.1. Dans le monde

La diversité de l'olivier a travers le monde a ét¢ faconnée par sa culture, depuis son
introduction sur le pourtour méditerranéen (tableau 01). Cette culture a toujours été soumise a

des sélections naturelles, comme toutes les espeéces fruitiéres cultivées.

L'olivier se distingue en plusieurs variétés coexistantes au sein de la sous-espéce Olea
europaea selon les régions. Il existe en général deux groupes de variétés ; les oliviers sauvages

(Olea europaea oleaster) et les oliviers cultivés (Olea europaea sativa) (Besnard et al., 2001).

Les différences morphologiques entre les formes sauvages et cultivées résultent
principalement d'adaptations a des environnements différents. Les cultivars (ou variétés
cultivés) d'oliviers proviennent principalement des pays méditerranéens. Actuellement, 1'ltalie
compte plus de 538 variétés, I'Espagne environ 262 variétés d'olives, , la Gréce en dénombre

98, et la Tunisie en a environ 52 (COI, 2024).
1.4.2. En Algérie

En Algérie, la diversité des cultivars d’oliviers est riche mais la plupart restent inexplorées
en termes de caracteres de qualité (tableau 02). Ces dernieres années, la culture de 1'olivier s'est
progressivement étendue a de nouvelles zones géographiques, en réponse a la demande

croissante, sa haute valeur nutritionnelle et de ses bienfaits pour la santé¢ (Baldoni ez al., 2006).

Selon (Boukhari et al., 2020), il existe une diversité significative de variétés d'oliviers dans
le pays, avec une estimation d'environ 30 a 40 variétés principales. Pour la plupart des variétés,
l'origine est incertaine. Elles ont probablement été sélectionnées pour leur adaptation aux
vergers irrigués uniquement par les précipitations. Le nombre réel de variétés peut bien étre
plus élevé en raison du manque d'informations sur de nombreux petits cultivars locaux cultivés
a travers le pays. La structure variétale montre une prédominance selon les régions : « Chemlal »
et « Azeradj » pour la Kabylie ; « Limli » pour Jijel et Béjaia ; « Rougette de Mitidja » de
Mitidja et « Bouricha » pour Skikda (ITAFV, 2020).
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Tableau 01 : Principales variétés d’olivier cultivées dans le monde (COI, 2021).

Pays Principales variétés

Albanie Kaliniot.

Algérie Chemlal ; Sigoise ; Azeradj ; Limli ; Blanquette de Guelma, Rougette.

Argentine Arauco.

Chili Azapa.

Croatie Lastovka ; Levantinka ; Oblica.

Chypre Ladoelia.

Egypte. Aggezi Shami ; Hamed ; Toffahi.

Espagne Alfafara ; Alorena ; Arbequina ; Bical ; Blanqueta ; Callosina ;
Carasqueno de la Sierra ; Castellana ; Changlot Real ; Cornicabra ;
Empiltre ; Farga ; Gordal de Granada.

France Aglandau ; Bouteillan ; Grossane ; Lucques ; Picholine Languedoc ;
Salonenque ; Tanche.

US. A Mission

Greéce Adramitini ; Amigadalolia ; Chalkidiki ; Kalamone ; Conservolia ;
Koroneiki ; Mastoidis ; Megaritiki ; Valanlia.

Italie Ascolana Tenera ; Biancolilla ; Bosana ; Canino ; Carolea ; Casaliva ;
Cassanese ; Cellina di Nardo ; Coratina ; Cucco ; Dolce Agogia ; Dritta ;
Frantoio ; Giarraffa.

Jordanie Rasii

Liban Soury.

Maroc Haouzia ; Menara ; Meslala ; Picholine Marocaine.

Palestine Nabali Baladi

Portugal Carrasquenha ; Cobrangosa ; Cordovil de Castelo Branco ; Cordovil de
Serpa ; Galega Vulgar ; Macanilha Algariva ; Redondal.

Slovénie Bianchera.

Syrie Abou-Satl ; Doebli ; Kaissy ; Sorani ; Zaity.

Tunisie Chemlali de Sfax ; Chétoui ; Gerboui ; Meski ; Oueslati.

Turquie Ayvalik ; Cekiste ; Celebi ; Domat ; Erkence ; Gemlik ; Izmir Sofralik ;
Memecik ; Uslu.

Yougoslavie Zutica.
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Tableau 02 : Principales Variétés d'Oliviers en Algérie (ITAFV, 2020).

Variétés Description Localisation
Chemlal Var@te pour la production d'huile avec bon rendement en Kabylie
matiere grasse.

Sigoise Double fin : olives de table et huile, fruits de grande taille. Plaine de Sig de
Mascara

Azeradj Variété résistante utilisée pour la production d'huile. Kabylie

Blanquette | Forte production d'huile, bonne résistance. Mitidja, Tizi
Ouzou

Rougette Produisant des olives rouges, utilisées principalement Mitidia

de Mitidja | comme olives de table. !

Limli Utilisée pour la production d'huile. Jijel, Béjaia

Dahbia Résistante aux conditions arides mais faible rendement Sud algérien

Variété importée, adaptée aux climats arides, production Ghardaia, Sud

Arbequina d'huile algérien

Picholine Importée, bonne qualité d'huile, tolérante a la sécheresse Sud algérien

Adaptée aux conditions arides, utilisée pour les olives de

Manzanilla Sud algérien

table
Ferkani Cultivée pour 1'huile Fe’rkam, Wilaya de
Tébessa
Sebraa Variété d'huile, résistante Tle¥n.c en, Ouest
algérien
Bouricha Variété a huile. Skikda

1.4.3. Etude de la variété « Rougette de Mitidja »

La variété d'olivier "Rougette de Mitidja" est originaire de la plaine de Mitidja (Algérie) a
faible altitude en Algérie (figure 02). Cette variété est rustique, caractérisée par des fruits de

taille moyenne et allongée, principalement utilisés pour la production d'huile.

Selon l'arrété du 20 mai 2007, publié dans le Journal Officiel de la République Algérienne
Démocratique et Populaire (JORDP, 2007), cette variété possede plusieurs caractéristiques
agronomiques et commerciales intéressantes ; ce qui en fait une variété relativement productive
en termes d'huile. Elle est également précoce et rustique, elle s'adapte bien aux conditions

environnementales difficiles, y compris les zones semi-arides et arides.
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Cependant, sa productivité générale est faible. Le rapport pulpe/noyau de cette variété est de
4,33, indiquant une proportion relativement faible de pulpe par rapport au noyau. Le taux de
nouaison est moyen, a 2,50 %, et I'aptitude rhizogene, c'est-a-dire la capacité de la plante a
produire des racines a partir de boutures, est trés bonne, dépassant les 55 %. En revanche, la
"Rougette de Mitidja" présente une alternance de production, c'est-a-dire une variabilité dans

la production d'une année a 'autre (ITAFV, 2023).

y <+
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)
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Ain-Ouessara Khenchla
(Djefa)

=5

-

O

Naama -
i ¥ Chemlal X Ronde de Miliana
Name of varieties A\ Rougette de Mitidja O Sigoise
Figure 02 : Origine géographique de certaines variétés d'huile d'olive en Algérie (Boukhari

et al., 2020).
2. L’huile d’olive

2.1. Définition

L'huile d'olive, un aliment essentiel du régime méditerranéen, est extraite du fruit de 1'olivier
(Olea europaea L.). Réglementée par le COI, le réglement européen et le Codex Alimentarius.
Elle est reconnue pour ses propriétés alimentaires, antioxydantes et anti-inflammatoires. Son
importance réside dans son role polyvalent, de la cuisine a la santé, et elle répond a des normes
physicochimiques et organoleptiques grace a sa composition unique en acides gras et en

composés mineurs (COIL, 2019).
2.2. Les étapes essentielles du processus d'extraction de I'huile d'olive

Les étapes d'¢laboration de 1'huile d'olive selon les directives du COI en 2023 sont résumées

dans le tableau 03.
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Tableau 03 : Processus de production de 1'huile d'olive (COI, 2019).

Récolte des olives

La cueillette manuelle garantit la meilleure qualité d'huile, tandis que des outils comme
des vibreurs ou peignes sont aussi utilisés. Le choix de la méthode et du période affecte
la qualité finale.

Transport et
réception des
olives.

Les olives sont acheminées vers les huileries immédiatement apres la récolte, pesées,
et stockées dans des caisses en plastique aérées ou autres. Ces caisses doivent étre
autorisés pour les produits alimentaires.

Trituration des
olives

1. Nettoyage et effeuillage : Elimination des impuretés (feuilles, branches, etc.) pour
garantir la qualité du produit final.

2. Broyage des olives : Transformation des olives nettoyées en pate a l'aide de
broyeurs, respectant une texture équilibrée. Durée de broyage de 20 a 30 minutes pour
éviter l'oxydation des polyphénols.

3. Malaxage de la pate pour séparer les particules solides de la phase liquide, réalisé
pendant au moins 60 minutes a froid, a des températures ne dépassant pas 25°C.

4. Séparation : Utilisation de centrifugeuses pour séparer l'huile, 1'eau et les autres
composants.

5. Stockage et filtration : Stockage de I'huile dans des cuves pour décantation naturelle
et éventuelle filtration pour éliminer les particules résiduelles.

Conditionnement

L'huile d'olive extraite est transvasée pour préserver ses qualités, filtrée si nécessaire,
puis conditionnée en bouteilles ou bidons opaques. Des filtres adaptés garantissent la
qualité finale du produit.

2.3. Catégories de I’huile d’olive

Les acides gras libres (AGL) ou "acidité libre" est un test simple et courant utilis¢ dans les

normes de l'huile d'olive comme critére de classification. C’est aussi un indicatif de bons

processus de récolte et de manipulation. Leur présence dans une huile indique que la

dégradation s'est produite en raison d'une manipulation inadéquate lors des différentes étapes

traitement, de la récolte a la trituration.

La présence des AGL peut aussi inclure de nombreux facteurs tels que 1'utilisation d'olives

de mauvaise qualité (Polari et al., 2021). Les différentes catégories d'huiles d'olive sont

présentées sur le tableau 04.
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Tableau 04 : Catégories et caractéristiques des huiles d'olive (COI, 2019).

Chapitre 01 : L’olivier et I’huile d’olive.

Type d'ﬁlz:itleeggr(ljisve Acidité libre Caractéristiques
o La plus haute qualité, sans défaillance
Huile d'olive . . )
extra vierge <0,8 gpour 100 g | sensorielle. 'Rlc'he en antloxyflants
naturels, en vitamine E et en phytostérols.
HuiI.e d'olive <2.0 g pour 100 g Modérément riche en antioxydants
vierge naturels.
Huile ] S -
d'olive el {{hul‘lle ciie ?.uahte‘: 1nfer1§ﬁre part rapportt a
. Huile d'olive 'huile d'olive vierge. Elle peut présenter
vierge vierge courante <3,3 gpour 100 g des défauts sensoriels légers. Utilisée
principalement pour la cuisson.
Non adaptée a la consommation humaine
Huile d'olive sans traitement. Destinée a un usage non
>2,0 gpour 100 g . X . .
lampante alimentaire, peut étre raffinée pour
devenir consommable.
Subit un processus de raffinage, éliminant
Huile d'olive les défauts et les composés indésirables,
raffinée i mais perdant ¢également certaines
Huile caractéristiques organoleptiques.
d'olive non
vierge Extraite des résidus solides apres pressage
Huile de grignons des olives, traitée aux solvants ou autres
d'olive i procédés physiques, souvent raffinée et
mélangée avec de 'huile d'olive vierge.

2.4. Caractéristiques qualitatives de I’huiles d’olive

De nos jours, la qualité de l'huile d'olive reflete des aspects nutritionnels, sensoriels et

commerciaux. La qualit¢ nutritionnelle de I'huile d'olive vierge est liée a sa composition

biochimique.

2.4.

1. Caractéristiques organoleptiques

Selon le (COI, 2018), L'huile d'olive est un liquide limpide, de couleur jaune ou jaune-vert,

avec une odeur caractéristique. Sa qualité et ses propriétés sensorielles sont intimement liées a

sa composition chimique. L'analyse sensorielle de 1'huile d'olive vierge permet de déterminer

ses caractéristiques organoleptiques, a la fois positives et négatives.

Cette évaluation, réalisée par un panel de dégustateurs formés, vise a classifier 1'huile en

fonction de l'intensité des défauts et des qualités pergues.
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Les attributs gustatifs et olfactifs jouent un réle clé dans cette classification, influencant la

qualité et la valorisation de I'huile d'olive sur le marché.
Parmi les principaux attributs organoleptiques, on peut citer :
> Attributs positifs :

- Fruité : Ensemble des sensations olfactives provenant d'olives fraiches et saines (vertes
ou mires), pergues par voie nasale et rétronasale.

- Amer : Golt caractéristique des huiles obtenues d'olives vertes ou au stade de véraison,
ressenti principalement sur la langue.

- Piquant : Sensation tactile de picotement ressentie dans toute la bouche, typique des

huiles d'olives fraiches, souvent en début de saison.
> Attributs négatifs :

- Rance : Flaveur des huiles ayant subi une oxydation intense.
- Moisi-humide-terre : Golt provenant d'olives stockées dans des conditions humides ou
contaminées par les moisissures.

- Vineux-vinaigré : Flaveur rappelant le vin ou le vinaigre, liée a une fermentation aérobie.

Il existe d’autres attributs, tels que 1'épicé et I'herbacé pour les attributs positifs, ainsi que le

meétallique et I'acide pour les attributs négatifs.
2.4.2. Caractéristiques physico-chimiques

L'analyse des caractéristiques physico-chimiques de 1'huile d'olive représente une étape
décisive dans 1'évaluation de sa qualité et de son aptitude a la consommation. Ces parametres

offrent des informations fondamentales sur la composition chimique et la stabilité de I'huile.

Parmi les éléments fréquemment évalués, on retrouve la teneur en acides gras libres, la valeur
de peroxyde, 1'absorbance UV, l'indice d'iode, 1'indice de saponification, ainsi que la couleur.
Ces parametres sont employés pour classifier les huiles d'olive, conformément aux

recommandations du COI (COI, 2015),

Le COI propose une classification des huiles basée sur leurs caractéristiques
physicochimique (tableau 05). Toutefois, il est important de souligner que les critéres
déterminant l'inclusion ou l'exclusion d'une huile dans une catégorie sont nombreux et
susceptibles de varier en fonction de divers paramétres tels que la composition en acides gras

et stérols.
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Chapitre 01 : L’olivier et I’huile d’olive.

Tableau 05 : Critéres physicochimiques de I'huile d'olive (COI, 2019).

Type d’huile Vierge extra Vierge Vierge courante
Critéres de qualité
Acidité libre (% d’acide oléique) <0,8 <2,0 >2,0
Indice de peroxyde (mEq O:/kg) <20 <20 Non limité
Absorbance K79 <0,22 <0,25 > (0,25 ou non limité
Extinction spécifique AK <0,01 <0,01 > (0,01 ou non limité
Evaluation organoleptique (score >6,5 >5,5 <3,50u>2,5
médian)

2.43. Composition biochimique de I’huile d’olive

La composition biochimique de I'huile d'olive peut varier en fonction de plusieurs facteurs,
notamment la variété, le climat, la région de production et les méthodes de traitement. Elle est
principalement composée de triglycérides ou triacylglycérols, qui sont des esters de glycérol et
d'acides gras. Il existe deux fractions, saponifiable (Acides gras et triglycérides) et

insaponifiable (Phosphatides : phospholipides et composés mineurs).
2.4.3.1 Fraction saponifiable

» Triglycérides
Les triglycérides ou plus exactement les triacylglycérols constituent la majeure partie de

I'huile d'olive, représentant environ 98% a 99% de sa composition. Ils sont formés des triples
esters d’acides gras et de glycérol (Catania et al., 2016).
» Acides gras

Les acides gras sont les composants structurels des triglycérides dans 1'huile d'olive. Les
principaux acides gras présents sont l'acide oléique (monoinsaturé), l'acide linoléique

(polyinsaturé) et I'acide palmitique (saturé) (Villegas et Sanchez-Tainta, 2017).

2.4.3.2 Fraction insaponifiable

La fraction insaponifiable (tableau 06) contient les composés mineurs qui sont des
antioxydants jouant un role crucial dans la stabilité et la qualit¢ de l'huile d'olive. D'autres
composés mineurs, tels que les cires, les acides gras a longue chaine et les hydrocarbures (par

exemple, le squaléne), sont également présents (Villegas et Sanchez-Tainta, 2017).
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Chapitre 01 : L’olivier et I’huile d’olive.

Tableau 06 : Composition biochimique en composés mineurs de I'huile d'olive :
Composés phénoliques, vitamines, stérols et pigments (Musumeci et al., 2013).

Composés
Catégories Nature chimique Propriétés biologiques
Composés Hydroxytyrosol et ses dérivés
phénoliques y Yoy
- Oleuropéine Propriétés antioxydantes, potentiel anti-inflammatoire
Propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires.
-Oléocanthal C’est un inhibiteur enzymatique non spécifique des
cyclooxygénases (COX).
- Tyrosol Effets antioxydants, protection des cellules
- Acide caféique Propriétés anti-inflammatoires, antioxydantes
- Acide férulique Protection contre le stress oxydatif
- Acide vanillique Activité antioxydante, potentiel anti-inflammatoire
Flavonoides
- Lutéoline Antioxydant, régulateur du systéme immunitaire
Favorise l'activité des récepteurs GABA dans le
- Apigénine cerveau (réduit le stress), inhibe I'agrégation
plaquettaire
Vitamines Tocophérols
- a-tocophérol . .
o A
(vitamine E) ntioxydant majeur
- B-tocophérol Propriétés antioxydantes
- y-tocophérol Protection contre les dommages oxydatifs
Vitamine K
Roéle dans la coagulation sanguine et la santé osseuse
Stérols - B-sitostérol Réduction du cholestérol LDL, effet anti-inflammatoire
- Campestérol Effet sur la réduction du cholestérol
Pigments Caroténoides
- Lutéine Propriétés antioxydantes, protection oculaire
- Zéaxanthine Protection contre la dégénérescence maculaire
- Bétacaroténe Antioxydant, précurseur de la vitamine A
Chlorophylles
- Chlorophylle « a » Propriétés antioxydantes
- Chlorophylle « b » Antioxydante, contribue a la couleur verte de 1'huile
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Ces composants présentent des avantages nutritionnels et des implications importantes pour
la santé liée a 1'huile d'olive. Cependant, leur concentration est influencée par divers facteurs a
savoir les variétés d'oliviers, les conditions environnementales, le moment de la récolte, la

méthode d’extraction et les conditions de stockage (Jimenez-Lopez et al., 2020).
2.5. Effets biologiques de 1'huile d'olive vierge

L'huile d'olive est largement considérée comme un alicament en raison de sa composition
unique qui lui confére des propriétés bénéfiques pour la santé. Son profil lipidique,
principalement composé d'acides gras monoinsaturés (AGMI) dont le principal est 1’acide
oléique. De plus, elle contient des acides gras polyinsaturés (AGPI) tels que 1'acide linoléique
(0-6) et linolénique (®-3), reconnu pour ses effets positifs sur la réduction des lipoprotéines de
faible densité (LDL) (Mariotti et Peri, 2014). 11 faut noter aussi leur role protecteur contre les
troubles coronariens, auto-immuns et inflammatoires, ainsi que des propriétés

antithrombotiques et régulatrices de la pression artérielle (Lombardo ez al., 2018).
2.5.1. Activité anti-inflammatoire

L'inflammation récurrente ou chronique est un facteur étiologique majeur de plusieurs
pathologies non transmissibles. L'huile d'olive vierge a été suggérée comme un produit
thérapeutique potentiel dans diverses maladies inflammatoires chroniques (Limketkai ez al.,

2018).

L'huile d'olive vierge riche en polyphénols réduit I'inflammation chez les personnes atteintes

de syndrome métabolique et dans le tissu adipeux des souris (Saibandith et al., 2017).
2.5.2.  Propriétés cardioprotectrices

L'huile d'olive vierge est souvent considérée comme bénéfique pour la santé cardiovasculaire
en raison de ses propriétés cardioprotectrices. La consommation réguliere d'huile d'olive vierge
réduit le risque de maladies cardiovasculaires majeures, tels que les accidents vasculaires
cérébraux et les infarctus du myocarde, de maniére significative. Estruch er al. (2018), ont
montré que l'intégration de 1'huile d'olive vierge dans une alimentation méditerranéenne est

associée a une réduction notable des risques cardiovasculaires.

L'huile d'olive vierge est principalement composée d'acides gras monoinsaturés, en
particulier 1'acide oléique. Ces graisses monoinsaturées peuvent aider a réduire le taux de

mauvais cholestérol LDL tout en maintenant le taux de lipoprotéine de haute densité (HDL).
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L'huile d'olive peut également aider a réguler la pression artérielle, ce qui est important pour la

santé du cceur (Estruch et al., 2018).
2.5.3. Activité antioxydante

L'huile d'olive est reconnue pour ses propri€tés antioxydantes, principalement attribuées a
ses composants bioactifs tels que les composés phénoliques, les tocophérols, les squalénes et
les pigments. Ces substances protégent les cellules des dommages oxydatifs en réduisant
l'oxydation des lipides (Guclu et al., 2021). Ces caractéristiques font de I'huile d'olive I'une des

huiles comestibles les plus bénéfiques pour la santé a 1'échelle mondiale.

Le stress oxydatif, défini comme étant un déséquilibre entre les systémes oxydants et
antioxydants de 1'organisme, est un facteur clé dans le développement de nombreuses maladies,
telles que les maladies cardiovasculaires, le cancer et les troubles neurodégénératifs. L'oxygene,
bien qu'essentiel a la vie aérobie, peut générer des especes réactives (ERO) qui sont
responsables des dommages cellulaires et conduisent a la nécrose ou apoptose cellulaire

(Weseler et Bast, 2010).

L'huile d'olive, en plus de ses acides gras monoinsaturés comme l'acide oléique, contient des
composants mineurs ayant des propriétés antioxydantes significatives. Ces acides gras ne
servent pas uniquement de source d'énergie, mais sont également essentiels pour la structure de
la peau, de la rétine, du systeme nerveux, des lipoprotéines et des membranes biologiques

(Viola et Viola, 2009).

Les composés phénoliques de I'huile d'olive, en particulier I'hydroxytyrosol, jouent un role
clé dans la prévention de I'oxydation des lipides, de 'ADN et des LDL. L'hydroxytyrosol est un
puissant antioxydant, capable de neutraliser les radicaux libres en raison de sa structure
chimique et de ses groupes hydroxyle (Visioli et al., 2002). Des études ont montré que ce
composé contribue a la prévention du stress oxydatif dans le foie des rats exposés a des toxines,
comme le cadmium (Casalino et al., 2002), renforcant ainsi ses bienfaits protecteurs (Covas et

al., 2006).
2.5.4. Autres propriétés biologiques

L'huile d'olive posseéde diverses propriétés biologiques supplémentaires, dont les plus
notables : des bienfaits pour la circulation sanguine et la coagulation (Yubero-Serrano et al.,
2019) et des effets anti-age (de Pablos et al., 2019), neuroprotecteurs (Farr et al., 2012) et

capacité antimicrobienne (Bertelli et al., 2020).
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Chapitre II : Les nanoparticules de dioxyde de titane (NPTiO>)

1. Généralités sur les nanoparticules

Les nanoparticules sont de petites particules mesurant de 1 a 100 nanomeétres (nm) de taille
(Catania et al., 2016). Elles ont attiré une attention croissante en raison de leur utilisation dans
divers domaines tels que les produits de consommation, la médecine, le sol et les
environnements aquatiques. Elles sont utilisées, a titre d’exemple, pour les textiles, la thérapie
contre le cancer, la radiologie et les cosmétiques (Som et al., 2011). Ces utilisations, bien

qu'avantageuses, présentent certains risques pour les organismes vivants (Pak et al., 2020).

Ces nanoparticules ont la capacité de traverser les barriéres physiologiques des organismes
vivants, provoquant diverses réactions biologiques nocives. Elles peuvent pénétrer par les voies
respiratoires, le tractus intestinal ou la peau, atteindre le cerveau en franchissant la barric¢re
hémato-encéphalique, et induire des inflammations cérébrales, pulmonaires ainsi que des
troubles cardiovasculaires, mettant en évidence de réels risques pour la santé humaine

(Oberdorster et al., 2005).

En fait, certaines nanoparticules ont été découvertes a travers les dommages cellulaires qui
atteignent les organes en induisant, par conséquent, un stress oxydatif (figure 03). La toxicité
d'une nanoparticule chez un individu donné dépend de son patrimoine génétique, qui est
déterminé par la capacité de l'individu a s'adapter et a répondre aux substances toxiques

(Mancuso et Cao, 2014).
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Figure 03 : Mécanisme d'entrée des nanoparticules dans les cellules et les dommages

induits (Cypriyana et al., 2021).
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2. Les nanoparticules de Dioxyde de Titane (NPTiO>)
2.1. Définition

Le dioxyde de titane (TiO2), communément appelé "blanc de titane", est un minéral naturel
avec une multitude d'applications pratiques et potentielles. Il se trouve dans différentes phases
cristallines, notamment le rutile, I'anatase et la brookite, ainsi que sous forme amorphe. Elles
peuvent étre obtenues par plusieurs méthodes, dont la synthése hydrothermale ou encore la

pulvérisation.

Les nanoparticules de dioxyde de titane (NPTiO2) sont de minuscules particules composées
de dioxyde de titane, avec au moins une dimension de l'ordre du nanometre (1 a 100

nanometres) (Catania et al., 2016).
2.2. Applications et propriétés des NPTiO2
2.2.1.  Effets positifs

Les nanoparticules de TiO2 sont devenues un additif courant dans divers produits en raison
de leurs propriétés uniques et de leur polyvalence, avec des effets positifs dans les domaines

suivants :

> Applications dans les cosmétiques : Utilisées dans les produits de soins personnels tels
que les écrans solaires pour leur efficacité contre les rayons UV et pour améliorer la

stabilité¢ des cosmétiques. (Piccinno ez al., 2011) (figure 04).

> Applications alimentaires : Employées comme additif pour blanchir et opacifier les

aliments, avec des recherches en cours sur leur sécurité (Piccinno et al., 2011).

> Industrie des peintures et plastiques : Intégrées comme pigment blanc pour renforcer

la résistance aux UV et prolonger la durabilité¢ des matériaux (Piccinno et al., 2011).

> Applications pharmaceutiques : Potentiel vecteur de médicament, grace a leurs
propriétés nanométriques, pour améliorer 'efficacité thérapeutique et réduire les effets

secondaires (Ziental et al., 2020).

> Ingénierie tissulaire et pansements : Utilisées dans la régénération des tissus et les
pansements pour leurs propriétés cicatrisantes et antimicrobiennes (Ziental et al.,

2020).
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Figure 04 : Les différentes applications et propriétés des NPTiO (Piccinno et al., 2011)
2.2.2.  Effets négatifs

Malgré leurs propriétés positives et leurs utilisations polyvalentes précités, les NPTiO;
suscitent des préoccupations en raison de leurs effets négatifs potentiels dans divers domaines.

Parmi ces effets négatifs figurent :

» Induction du stress oxydatif : Les NPTiO; sont associées a une augmentation du stress
oxydatif, déséquilibrant les processus antioxydants et favorisant la production d'especes
réactives de I'oxygene (ERO), notamment dans les poumons (Hsiao et Huang, 2011).
Le stress oxydatif causé par les NPTiO> est aussi impliqué dans le développement de
maladies chroniques telles que le cancer, ainsi que des troubles inflammatoires,

neurodégénératifs et cardiovasculaires (McCord, 2000).

» Effets pro-inflammatoires : Leur capacité a générer des ERO est directement liée a une
inflammation accrue dans les tissus pulmonaires, exacerbant les réactions

inflammatoires locales (Nel et al., 2006).
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» Organes les plus vulnérables : Le foie et la rate sont particuliérement exposés en raison
de l'accumulation des nanoparticules, tandis que les reins et les poumons sont également
vulnérables en raison de leur role dans I'élimination des toxines et des particules

¢trangeres (Aillon ez al., 2009) (tableau 07).

Tableau 07 : Dommages aux organes induits par le stress oxydatif (Vaziri et al., 2003).

Organes Maladies
Les poumons Asthme, bronchite chronique
Les reins Glomérulonéphrite, insuffisance rénale chronique

Les articulations | Arthrite, rhumatisme

Maladie de Parkinson, maladie d'Alzheimer, dépression, perte de

Le cerveau
mémoire, accident vasculaire cérébral
Les yeux Cataracte, maladies de la rétine
Le feetus Retard de croissance.
Les vaisseaux Artériosclérose, hypertension, ischémie, cardiomyopathie, insuffisance
cardiaques cardiaque
Multi-organes Cancer, diabéte, infection inflammatoire, vieillissement
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Matériel et méthodes

1. Matériel végétal

L’huile utilisée dans cette étude est issue de la variété « Rougette de Mitidja » ; elle provient

d’un verger situé dans la commune de Khangat Sidi Nadji, Wilaya de Biskra.
1.1. Présentation de la zone d’étude

La Wilaya de Biskra, capitale des « Zibans », constitue la porte du Sahara. Elle est située
dans le Sud-Est de 1'Algérie et s’é¢tend sur une superficie d'environ 20 986 km?. Elle est
délimitée au Nord par la Wilaya de Batna, a 1'Est par la Wilaya de Khenchela, a I'Ouest par la
Wilaya de Djelfa et au Sud par les Wilayas d'Ouargla et d'El Oued. La ville se trouve a une

altitude moyenne de 187 meétres au-dessus du niveau de la mer.

Le climat de Biskra est de type saharien sec, caractérisé par des étés extrémement chauds et
des hivers doux. La pluviométrie annuelle varie de 120 a 150 mm, tandis que la température

annuelle moyenne est d'environ 21,8 °C (Benzohra, 2017).

L’oliveraie concernée par cette étude se situe au niveau de la commune de Khangat Sidi
Nadji, située a 100 km a I’Est de Biskra. Elle occupe une superficie de 80,00 km? (figure 05).
Les Coordonnées géographiques de cette région sont : 34° 48' 21" Nord/ 6° 42’ 25" Est.

1.2. Echantillonnage

Les échantillons ont été récoltées lors de la campagne oléicole 2019/2020 au niveau d’un
nouveau verger situé dans une haute plaine bien drainée. Il comprend quatre variétés d'oliviers

: « Blanquette », « Grosse de Hamma », « Sigoise » et « Rougette de Mitidja » (figure 06).

Ce verger, crée en 2008 avec une superficie initiale de 2 hectares dans le cadre du Plan
National de Développement Agricole (PNDA) sous la tutelle du ministere de l'agriculture, fait
partie des oliveraies modernes en Algérie. Il s'agit d'un verger semi-intensif, fertilisé avec des
engrais organiques et minéraux, présentant une homogénéité avec une densité de 300 oliviers
par hectare. Ces oliviers, 4gés en moyenne de douze ans, sont entourés de brise-vents qui

contribuent a créer un microclimat favorable a leur développement.

Les olives ont été récoltées d’une manicre aléatoire sur une parcelle d'oliviers de la variété
« Rougette de Mitidja ». Les olives ont été cueillies a la main sur 40 arbres, a divers endroits et
a une hauteur d'homme, conformément a la méthode d'échantillonnage recommandée par le
COI (2011). Apres la cueillette, les olives sont transportées et soigneusement nettoyées de toutes

impuretés dans une huilerie (maasra) située a Chechar Wilaya de Khenchela.
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Figure 05 : Carte de situation géographique de la zone d’étude (Khangat Sidi Nadji-
Biskra). (Google Earth, 2022).

Figure 06 : Prise de vue générale du verger d’étude (Photo personnelle, 2020).
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1.3. Caractérisation morphologique de la variété « Rougette de Mitidja »

La méthode de caractérisation morphologique que nous avons utilisée dans cette étude suit
les directives établies par le COI (1997) et le catalogue des variétés algériennes de 1'olivier

défini par PITAFV (2023) et décrite en détails dans I'annexe 01 (annexe 01).

Elle consiste a mesurer des caracteéres biométriques et a décrire des caracteres qualitatifs sur

des échantillons comme suit :

L’arbre : La vigueur, le port et la densité du feuillage, ainsi que des mesures biométriques,

ont été effectués sur 20 arbres : hauteur de l'arbre, diamétre du tronc et nombre de branches

principales.
- La feuille : les mesures ont été effectué sur 40 feuilles : la forme, la longueur et la largeur.

- Le fruit : les mesures ont été effectué¢ sur 40 olives : la longueur, la largeur, le poids, la

forme du sommet et de la base et la présence ou 1’absence du mamelon et de lenticelles.

- L’endocarpe : les mesures ont été effectué sur 40 endocarpes : la longueur, la largeur, le

poids, la forme, la symétrie, la base et la surface.
1.4. Extraction de I’huile d’olive

L'huile d'olive a été extraite a froid au niveau d’une huilerie en utilisant la méthode de
centrifugation Alpha-Laval. Ce systéeme moderne permet une séparation efficace de 'huile, de
I'eau et des résidus solides. Apres le broyage des olives en pate, ’huile est extraite par

centrifugation des la premiere pression, ce qui permet de préserver sa qualité.
2. Analyses de ’huile d’olive

2.1. Teneur en huile des olives

La teneur en huile des olives est un parametre essentiel pour la production d'huile d'olive.
L'extraction se fait avec un appareil Soxhlet en utilisant I'hexane comme solvant organique.
Apres évaporation du solvant, I'huile extraite est pesée pour déterminer la matiére grasse, selon

la norme (ISO 659, 1988).
2.2. Analyse des caractéristiques physicochimiques

L'huile d'olive obtenue a partir de la variété « Rougette », objet de cette étude, a été soumise
a des analyses physicochimiques, conformes aux critéres de qualité. Les méthodes utilisées
pour la détermination des caractéristiques physicochimiques sont des méthodes de titration qui

sont décrites dans la norme (ISO 659, 1996).
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2.2.1.  Acidité libre

L'acidité libre est la teneur en acides gras libres de I'huile d'olive résultant de I'hydrolyse des
triglycérides, exprimée conventionnellement en acide oléique (g/100g d'huile). L’acidité
correspond au nombre de milligrammes de potasse (KOH) ou de soude (NaOH) nécessaire pour

neutraliser les acides gras libres dans un gramme de corps gras selon la réaction :

R—COOH + NaOH — R—COONua+H0

Ou : R—COOH représente les acides gras libres, et NaOH est la solution de soude.

Une augmentation de ce parametre reflete généralement une dégradation des triglycérides
de I’huile, tandis qu’une faible acidité indique une huile bien conservée, extraite a partir d’olives

saines et fraiches.

2.2.2.  Analyse spectrophotométrique dans I’ultra-violet

La technique spectrophotométrique dans I'ultraviolet évalue l'oxydation des matiéres grasses
en mesurant 'absorbance de la lumiére a des longueurs d'onde spécifiques. Lors de 1'oxydation,
des hydroperoxides se forment et absorbent la lumiére a environ 266 nm, tandis que des produits
secondaires, comme les cétones insaturées, absorbent a 270 nm. Une extinction élevée a 270
nm indique un niveau accru d'oxydation, reflétant une concentration plus importante de ces

produits secondaires.
2.2.3. Indice de peroxyde (Ip)

L'indice de peroxyde (Ip) mesure le degré d'oxydation des huiles en quantifiant la
concentration de peroxydes présents dans un échantillon. Lors de cette analyse, 1'échantillon
d'huile est mélangé avec une solution d'iodure de potassium, qui est oxydée par les peroxydes,
libérant ainsi de 1'iode. Ce dernier est ensuite titré avec une solution de thiosulfate de sodium.
La quantité¢ de thiosulfate utilisée permet de déterminer la concentration de peroxydes,
exprimée en milliéquivalents d'oxygene actif par kilogramme d'huile. Ce parameétre fournit des
informations sur le degré d'oxydation des huiles. Une augmentation de I’indice de peroxyde

indique une oxydation avancée de 1’huile, traduisant une détérioration de sa qualité.
2.2.4. Indice de saponification (Is)

L'indice de saponification mesure la quantité de potasse (hydroxyde de potassium)
nécessaire pour saponifier un gramme de corps gras, exprimée en milligrammes. Il évalue la

composition des graisses et huiles en acides gras. Un indice élevé suggere une plus grande
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quantité d'acides gras a chaine courte, tandis qu'un indice faible indique des acides gras a chaine

plus longue.
2.2.5. Matiére volatile (I’humidité)

La détermination de la teneur en eau et en maticre volatile se base sur la perte de masse subie
par 1'échantillon dans des conditions expérimentales spécifiques. Cette perte de masse est
déterminée par dessiccation a une température de 103 £ 2°C, réalisée dans une étuve isotherme
sous pression atmosphérique, jusqu'a I'obtention d'un poids pratiquement constant. Une teneur
¢levée indique une humidité résiduelle, pouvant favoriser 1’altération de I’huile, tandis qu'une

faible teneur refléte une meilleure stabilité et conservation.
2.2.6. Phosphatides

La détermination des phosphatides s'effectue par l'insolubilisation de ces composés dans un
solvant tel que l'acétone. Ce processus vise a isoler spécifiquement les phosphatides de
1'échantillon, les rendant insolubles et permettant ainsi leur mesure distincte. Une teneur élevée
en phosphatides peut indiquer un raffinage insuffisant ou la présence d’impuretés, ce qui peut

altérer la stabilité et la qualité de 1’huile.

Les détails complets concernant le mode opératoire ainsi que 1'expression des résultats pour

chaque parametre, sont présentés dans /'annexe 02.
2.3. Analyse quantitative des composés mineurs

Dans cette partie, nous avons dosé quelques composés mineurs tels que les polyphénols
totaux, la teneur en chlorophylles, en caroténoides, en tanins et les flavonoides. L’analyse est
réalisée a ’aide d’un spectrophotomeétre « Secomam » installé au laboratoire de biochimie et

microbiologie appliquée de I’université Badji Mokhtar, Annaba.
2.3.1. Polyphénols
Pour le dosage des polyphénols deux méthodes ont été utilisées :
» Meéthode colorimétrique

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué¢ avec le réactif colorimétrique Folin-
Ciocalteu selon la méthode citée par Wong ef al. (2006). La méthode est basée sur la capacité
des composés phénoliques de réduire le mélange d’acide phosphomolybdique (H3PMO12040)
et phosphotungstique (H3PW12040) du réactif de Folin-Ciocalteu. L’absorbance du complexe

bleu formé a été mesurée a une longueur d’onde de 765 nm.
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» Analyse par HPLC-PDA

L’analyse quantitative des composés phénoliques présents dans I’extrait d’huile d’olive a été
réalisée par chromatographie liquide a haute performance avec détection par réseau de diodes
(HPLC-PDA), a I’aide d’un appareil « Shimadzu Nexera-i LC-2040C 3D » au niveau de
laboratoire de biochimie de I’Universit¢ Hamidiye, Istanbul (Turquie). La séparation a été
effectuée sur une colonne a phase inverse de type phénylhexyle (3 pm, 4,6 x 150 mm ; GL

Sciences InterSustain).

Le débit du solvant a été fixé a 1 ml/min, et la température de la colonne a été maintenue a
30 °C. La phase mobile était constituée de 0.1% d'acide formique dans I'eau (solvant A) et

d'acétonitrile (solvant B).

Les échantillons et les standards ont été injectés a un volume de 10 pl. La calibration a été
réalisée avec quinze composés phénoliques standards afin de détecter leur présence dans
l'extrait d'huile d'olive. Les composés standards évalués comprennent l'acide vanillique, 1'acide
caféique, I'épicatéchine, 1'acide p-coumarique, 1'acide salicylique, l'acide cinnamique, I'acide
rosmarinique, la quercétine, l'acide chlorogénique, 1'apigénine-7-O-glucoside, la rutine, la
naringénine, l'acide 4-hydroxybenzoique, l'acide gallique et l'acide férulique. Les résultats sont

exprimés en mg/l d'extrait (Friedman et Jiirgens, 2000).

2.3.2. Caroténoides

Selon Minguez-Mosquera et al. (1991), les caroténoides, comprenant le -caroteéne, les
xanthophylles et la lutéine, absorbent principalement dans le bleu et 1égerement dans le vert,
avec un maximum autour de 420, 440 et 460 nm. La méthode de détermination de la teneur en
ces pigments dans 'huile d'olive repose sur une approche spectrophotométrique. L'absorption a

470 nm qui est une longueur d’onde spécifique a la fraction des caroténoides.
2.3.3.  Chlorophylles

La détermination de la teneur en pigments chlorophylliens dans I'huile d'olive est réalisée en
suivant la méthode décrite par Wolff, (1968) et Minguez-Mosquera et al. (1991). Cette
technique mesure 'absorption de la lumicre a différentes longueurs d'onde (630 nm, 670 nm et

710 nm) pour quantifier la concentration des chlorophylles présentes dans I'échantillon.
2.3.4. Flavonoides totaux

La quantification des flavonoides est réalisée par la méthode colorimétrique décrite par

Zhishen et al. (1999). Cette méthode utilise le trichlorure d'aluminium et la soude. Le
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trichlorure d'aluminium réagit avec les flavonoides pour former un complexe jaune, tandis que

la soude forme un complexe de couleur rose absorbant dans le spectre visible a 510 nm.
2.3.5. Tannins condensés

La quantification des tannins condensés dans I'huile d'olive est réalisée par la méthode a la
vanilline adaptée par Julkunen-Tiitto, (1985). Cette méthode est basée sur la formation d'un

complexe entre les tannins et la vanilline, avec une mesure ultérieure de 1'absorbance a 550 nm.
2.3.6. Effet antioxydant (DPPH)

Cette méthode mesure la capacité d’un antioxydant a réduire le radical chimique DPPH®
(2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) par transfert d’un hydrogene (H). Cela conduit a la réduction
du DPPH° en DPPH>, provoquant un changement de la couleur violette a jaune (figure 07),
accompagné d'une diminution simultanée de I'absorbance a 515 nm. L'intensité de ce
changement de couleur est proportionnelle a la concentration et a la puissance des antioxydants
présents. Une réduction significative de l'absorbance dans le mélange réactionnel indique une

activité notable de la molécule testée dans la neutralisation du DPPH® (Blois, 1958).

VIOLET JAUNE

Figure 07 : Forme libre et réduite du DPPH® (Nunes et al., 2011).

Les détails complets du mode opératoire et de 1'expression des résultats de ces analyses sont

présentés dans l'annexe 03, tandis que les courbes d’étalonnage se trouvent dans /’annexe 04.
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3. Matériel animal

3.1. Les conditions d’élevage des rats

Dans cette étude, nous avons utilisé 36 rats males de la souche Wistar albinos, appartenant a
l'espece Rattus norvegicus. Ces rats ont été obtenus de 1'Institut Pasteur (Centre d'é¢levages
Kouba, Alger). Ils étaient agés de neuf semaines et présentaient un poids corporel compris entre

200 et 250 g a leur arrivée.

Les rats ont été soumis a une période d'adaptation d'environ 30 jours aux conditions de
'animalerie de 1’Université Badji Mokhtar, Annaba, maintenus a une température d'environ
25°C avec une photopériode naturelle. IIs étaient logés dans des cages en polyéthyléne tapissées

de copeaux de bois en tant que litiére.

Les cages et la litiere sont nettoyées tous les jours jusqu'a la fin de I'expérimentation. Les
rats sont nourris avec des croquettes équilibrées en nutriments (protéines, des glucides, des
lipides, des vitamines et des sels minéraux), provenant de 1’Office National de 1I’Aliment du

Bétail (ONAB de Guelma) (tableau 08).

Tableau 08 : Composition du régime alimentaire, g/ kilogramme d’aliment

(ONAB, Guelma).
Matiéres alimentaires Quantités en g/Kg Quantités en
d'aliment pourcentage.
Amidon 500 50
Soja 450 45
Calcium 20 2
Sels minéraux 20 2
Vitamines 10 1

3.2. Protocole et conception expérimentale
3.2.1. Produit chimique

Nous avons utilisé des nanoparticules de dioxyde de titane (NPTiO2). Le dioxyde de titane
a ¢été obtenu aupres du Laboratoire de Chimie des Matériaux Inorganiques (LCMI) a

'Université Badji Mokhtar-Annaba, Algérie.

Le stress oxydatif a été induit chez les rats par l'injection intrapéritonéale des NPTiO:

dissoutes dans de 1'eau physiologique (1%). La dose choisie de NPTiO> (40 mg/kg de poids
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corporel) a été basée sur des données de la littérature, indiquant sa capacité a induire le stress

oxydatif chez les rats sans entrainer de mortalité (Bhattacharya et al., 2009).
3.2.2. Traitements des groupes de rats

Les expériences sur les rats ont ét€ menées conformément aux directives de la Communauté
européenne (directive 86/609/CEE) et aux réglementations nationales algériennes (PNR-
ANDRS 8/u23/332) relatives au bien-étre des animaux utilisés a des fins scientifiques et

éducatives.

Apres une période d'acclimatation, les rats ont été répartis de manicre aléatoire en six
groupes. Chaque groupe comprend six rats. La période expérimentale s'est étendue sur 6

semaines.
La répartition des groupes de rats est effectuée de la maniére suivante :

» Groupe 01 : Le groupe témoin n’a regu aucun traitement ; seule de ’eau leur a été

administrée par gavage quotidien. Il est noté (Controle).
Les cinq groupes restants ont ét¢ injectés avec une solution de 1 ml de NPTiO».

» Groupe 02 : Aucun traitement supplémentaire apres l'injection de NPTiO> ; seule de

I’eau leur a été administrée par gavage quotidien. Il est noté¢ (NTO).

Les quatre autres groupes ont été traités a jeun avec de 1’huile d’olive, 48 heures apres

I'injection des NPTiO-, avec un gavage quotidien ;

» Groupe 03 : regoit d'une dose (D1) de 2 g/kg de p.c. Ce groupe est noté (NTO-D1).
» Groupe 04 : recoit d’une dose (D2) de 6 g/kg de p.c. Ce groupe est noté¢ (NTO-D2).
» Groupe 05 : recoit d’une dose (D3) de 10 g/kg de p.c. Il est noté (NTO-D3).
» Groupe 06 : regoit d’une dose (D4) de 14 g/kg de p.c. Il est noté (NTO-D4).

3.2.3. Sacrifice des animaux

Le sacrifice par décapitation a eu lieu aprés 6 semaines de traitement, soit 24 heures apres le
dernier gavage d'huile d'olive. Les rats ont ét€¢ mis a jeun pour éviter toute modification des
parametres biochimiques, essentiellement la glycémie et le bilan lipidique. Le poids final de

chaque rat a été enregistré le jour du sacrifice.
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3.24. Prélévement sanguin

Le prélévement sanguin a été effectué en recueillant immédiatement le sang dans deux séries
de tubes en polyéthyléne, soigneusement étiquetés. La premicre série contenait 1'anticoagulant

"Héparine de Lithium", tandis que la seconde I'anticoagulant "EDTA".

» Les tubes a EDTA : ont été réservés spécifiquement pour la détermination de la formule
de numération sanguine (FNS), permettant une analyse détaillée des cellules sanguines.
» Les tubes a héparine de lithium ont subi une centrifugation a 3000 tours/minute pendant
15 minutes. Les sérums ainsi récupérés ont été utilisés pour la détermination de certains
parameétres biochimiques tels que la glycémie, l'acide urique, l'urée, la créatinine,
cholestérol, triglycérides, protéines totales, de la bilirubine totale, la bilirubine directe,
ainsi que les enzymes transaminases Aspartate Aminotransférase (ASAT) et Alanine

Aminotransférase (ALAT).

3.2.5. Prélévement des organes
Apres sacrifice, les rats ont été soigneusement disséqués afin de prélever les foies et les reins.

Les organes extraits ont été débarrassés de leurs tissus adipeux, puis rincés dans une solution
saline (chlorure de sodium a 0,9%) avant d'étre pesés. Les organes ont ét¢ subdivisés en deux

parties distinctes :

» La premiére moiti¢ a été conservée a -20 °C au congélateur en vue de I’analyse des

parameétres du stress oxydatif (GSH, MDA, GSH-Px, GST et CAT).

» La deuxiéme moitié a été immédiatement fixée dans une solution de formol a 10%. Cette

procédure a été réalisée en vue de préparer des coupes histologiques.

La figure 08 résume les différentes étapes du protocole expérimental.
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Figure 08 : Schéma récapitulatif du protocole expérimental.
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3.3. Dosage des paramétres hématologiques (FNS)

Le dosage de la FNS a ¢été effectué au laboratoire des analyses médicales El-Hikma —

Annaba, selon la méthode de la norme (ISO 15189, 2012).

La Formule de Numération Sanguine (FNS) a été effectuée a I'aide de 'analyseur de marque

Mindray BC-2800 sur le sang total conservé dans les tubes EDTA.

Les paramétres déterminés sont : le nombre de globules rouges (GR), le nombre de globules
blancs (GB), la concentration en hémoglobine (HGB), I'hématocrite (HTC), le nombre de
plaquettes (PLT), les lymphocytes (Lymph), les midnocytes (MID) (les globules blancs de taille
intermédiaire), le volume globulaire moyen des hématies (VGM) et la concentration

corpusculaire moyenne en hémoglobine (CCMH).
3.4. Dosage des paramétres biochimiques

Le dosage des parametres biochimique (la glycémie, 1’acide urique, 1’urée, la créatinine, le
cholestérol, les triglycérides, les protéines totales, la bilirubine totale, la bilirubine directe, la
bilirubine indirecte et les transaminases) a été réalisée par des méthodes colorimétriques avec
un analyseur automatis¢ « Mindray BS 240 » et des kits commerciaux « Biosystem et Diasis »
au laboratoire des analyses médicales El-Hikma — Annaba. Le principe de chaque test a été

déterminé selon la fiche technique de cet analyseur (annexe 05).
3.5. Dosage des paramétres du stress oxydant
3.5.1. Protéines

Le dosage des protéines est déterminé selon la méthode de Bradford, (1976). Il repose sur
l'utilisation du Bleu Brillant de Coomassie G250 en tant que réactif. Ce dernier réagit
spécifiquement avec les groupements amines (-NH) des protéines, formant un complexe coloré
bleu. L'intensit¢ de la couleur est proportionnelle a la concentration des protéines dans
I'échantillon. La mesure spectrophotométrique de 1'absorbance a 595 nm, effectuée a l'aide d'un

spectrophotometre, permet d'évaluer cette concentration.
3.5.2. Malondialdéhyde (MDA)

L'évaluation du niveau de peroxydation lipidique repose sur la mesure du MDA par le test
« Thiobarbituric Acid Reactive Substances » (TBARS), conformément a la méthode de Buege
et Aust, (1978). Ce test, permet une détermination indirecte de la peroxydation des lipides en
mesurant le MDA. Le dosage se fonde sur la condensation du MDA en milieu acide et chaud

avec l'acide thiobarbiturique.
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Cette réaction engendre la formation d'un complexe de couleur rose entre deux molécules

d'acide thiobarbiturique, mesurable par spectrophotométrie d'absorption a 530 nm (figure 09).
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Figure 09 : Réaction du dialdéhyde malonique avec 1’acide Thiobarbiturique.

3.5.3.  Glutathion réduit (GSH)

Le dosage du glutathion réduit (GSH) est effectué¢ selon la méthode de Ellman, (1959)

ajustée par Jollow et al. (1974). Le principe de la réaction repose sur la réduction de I'acide

5,5'-dithiodis-2-nitrobenzoique (DTNB) par le GSH, libérant ainsi l'acide thionitrobenzoique

(TNB), qui présente une absorbance a 412 nm (figure 10).
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Figure 10 : Principe de dosage du glutathion (GSH).
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3.54. Activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GSH-Px)

L'activité enzymatique de la glutathion peroxydase est mesurée selon la méthode de Flohé
et Giinzler, (1984). Cette méthode repose sur la réduction du peroxyde d'hydrogene (H202) en
présence de glutathion réduit (GSH). Sous l'influence de la GSH-Px, le GSH est transformé en

glutathion oxydé (GSSG) selon la réaction suivante :

2GSH+H:0: — » GSSG+2H;0.

Cela permet de mesurer l'activité de la GSH-Px en évaluant la dégradation du peroxyde

d'hydrogene.
3.5.5. Activité enzymatique de la glutathion S-transférase (GST)

La mesure de l'activité des glutathion S-transférases implique la fourniture d'un substrat a
I'enzyme, généralement le 1-chloro-2,4-dinitrobenzéne (CDNB). Ce composé réagit facilement
avec les différentes formes de GST et le glutathion. La réaction de conjugaison entre ces deux
produits conduit a la formation d'une nouvelle molécule qui absorbe la lumiere a 340 nm. Cette
réaction permet de mesurer 'activité enzymatique de la GST en évaluant la formation du produit

conjugu¢ (Habig et al., 1974).
3.5.6. Activité enzymatique de la Catalase (CAT)

Les catalases, présentes dans de nombreux tissus, sont des enzymes tétramériques. Chaque
unité porte une molécule d'héme et une molécule de NADPH. Ces enzymes jouent un role
majeur dans la défense cellulaire contre le stress oxydant. Les especes réactives sont €limings,
ce qui accélere la réaction spontanée d'hydrolyse du peroxyde d'hydrogene (H20-) toxique pour

la cellule, en le transformant en eau et en oxygeéne (Aebi, 1984).

La réaction se déroule comme suit :

2 H.0, CAT , 2H;0+0;

Cette méthode mesure la décomposition de H>O> par la catalase, offrant ainsi une évaluation

précise de son activité enzymatique.

Les détails complets du mode opératoire et de I'expression des résultats de ces analyses sont

présentés dans /'annexe 06.
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3.6. Technique histologique

L'étude histologique a ét¢ menée au laboratoire d'Anatomie Pathologique du Centre de

Diagnostic Médical EI-MADINA a Annaba.

La méthode suivie est basée sur le protocole décrit par Hould (1984) et comprend les étapes

suivantes :
3.6.1. Fixation

Les échantillons ont été soigneusement fixés dans une solution de formol a 10%. Il convient
de noter que cette concentration a été choisie pour assurer une fixation adéquate des tissus tout

en préservant les structures cellulaires.

Les prélévements ont été placés dans des cassettes spéciales a parois tournées, permettant

une immersion optimale dans le liquide de fixation.

Ce processus est important pour garantir la stabilité¢ des échantillons et préserver leur

intégrité structurelle en vue de 1'analyse histologique ultérieure.
3.6.2. Déshydratation des échantillons

La déshydratation initiale des échantillons a été réalisée a I'aide d'un appareil automatique,
permettant une transition progressive et automatique a travers des bains d'éthanol de

concentrations croissantes (70, 95 et 100 %).

Il est essentiel de garantir que chaque ¢tape de déshydratation a été suffisamment longue

pour assurer une déshydratation complete des échantillons.
3.6.3. Inclusion et réalisation des blocs

Les pieces sont immergées dans des bains de paraffine liquide. Les tissus sont suffisamment

imprégnés de paraffine, 1'étape suivante consiste a les enrober.

Cela implique 1'inclusion du tissu imprégné dans un bloc de paraffine qui, en se solidifiant,

permettra la réalisation des coupes.

Cette procédure s'effectue a I'aide d'appareils appelés "appareils a inclusion", qui comportent

un réservoir de paraffine maintenu a I'état liquide par un systéme de chauffage.

La réalisation des coupes minces d'une épaisseur de 5 um est rendue possible grace a

l'utilisation d'instruments spécialisés appelés "Microtomes'".
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Ces coupes sont ¢talées sur des lames porte-objet, dépliées et fixées sur la lame en utilisant

une solution gélatineuse chauffée.

Ces ¢étapes garantissent une préparation appropriée des échantillons pour l'analyse
histologique, en assurant la solidification correcte du bloc de paraffine et la réalisation de

coupes minces de haute qualité.
3.6.4. La coloration

Pour la coloration, la technique a I'Hématoxyline-Eosine (H et E) a été¢ employée, impliquant
l'utilisation de 1'alcool acide (100 ml d'alcool éthylique a 70% + 50 ml d'acide HCI), de l'eau
ammoniacale (100 ml d'eau distillée + 2 ml d'ammoniaque), et de la solution d'Eosine (100 ml
de solution aqueuse a 3% d'Eosine, 125 ml d'alcool éthylique a 95%, 375 ml d'eau distillée, et

2 gouttes d'acide acétique).

Les étapes de coloration sont les suivantes :

3.6.5. Déparaffinage et hydratation des lames

On commence par déparaffiner et hydrater les lames a I'eau du robinet, suivi d'un ringage a
l'eau distillée. Hématoxyline de Harris : les lames sont immergées dans un bain d'Hématoxyline

de Harris pendant 15 minutes.
3.6.6. Différenciation

Les coupes sont différenciées dans l'alcool acide avec 1 a 2 plongées. Ensuite, les lames sont

déposées dans un bain d'eau du robinet et vérifier la différenciation au microscope.
3.6.7. Bleuissement
Un bleuissement a été effectué dans un bain d'eau ammoniacale.
3.6.8. [Eosine
Les lames sont immergées dans un bain d'Eosine pendant 15 secondes a 2 minutes.
3.6.9. Observation microscopique

Les préparations ont été séchées avant d'étre examinées au microscope optique. Toutes les
images ont €té capturées a un grossissement de x 400 a 1'aide d'un microscope optique (Leica

ICC50 HD Microscope Camera).
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3.7. Méthodes d’analyses statistiques des résultats

Les résultats ont été¢ exprimés sous forme de moyenne accompagnée de l'erreur standard de

la moyenne (Moy + SD).

La comparaison entre les différents groupes a été réalisée par une analyse de la variance a
l'aide du test « One Way ANOVA », suivie d'un test « t de Student » pour la comparaison des

moyennes.

L’analyse statistique des données a été effectuée a I’aide des logiciels GraphPad Prism

(version 8.0.1.244) et Microsoft Excel (version 2016).

- Trois comparaisons distinctes ont été réalisées :
e (*) : comparaison de groupe (NTQO) vs le groupe contrdole.
e (a) : comparaison des groupes (NTO-D1), (NTO-D2), (NTO-D3) et (NTO-D4) vs le groupe controle.
¢ (b) : comparaison des groupes (NTO-D1), (NTO-Dz), (NTO-D3) et (NTO-D4) vs le groupe (NTO).
- Les différences sont considérées comme :
e (*, a, b) : significative lorsque (p < 0.05),
e (**, aa, bb) : hautement significative lorsque (p <0.01),

e (***, aaa, bbb) : trés hautement significative lorsque (p < 0.001).
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Résultats

1. Analyse de I’huile d’olive
1.1. Caractérisation morphologique de la variété étudiée « Rougette de Mitidja »

Les caractéristiques morphologiques de la variété d’olivier « Rougette de Mitidja » sont
présentées dans le tableau 09, qui compare en photos les caractéristiques observées par nous-
mémes avec celles du catalogue des variétés algériennes, défini par PITAFY, (2023). Le
tableau 10 présente les mesures biométriques comparatives entre la variété étudiée et la

« Rougette de Mitidja ».

L'olivier étudié montre une forte vigueur, avec une hauteur d'environ 4,2+0,50 m et un tronc
de 65+£10,46 cm de diamétre, ce qui correspond aux caractéristiques générales de la Rougette
de Mitidja (hauteur typique : 3,5-5,5 m ; diamétre : 60-90 cm). L'arbre présente 5+0,83 branches

principales, dans la fourchette typique de 4 a 6 pour cette variété.

Les feuilles, elliptiques et lancéolées, mesurent en moyenne 5,83+0,64 cm de longueur et
1,2240,14 cm de largeur, avec un rapport longueur/largeur de 4,81+0,70, ce qui correspond aux

proportions habituelles de la Rougette de Mitidja (L : 5-7cm;1: 1-1,5 cm ; L/l : 4-6).

Les fruits, de forme allongée et pointus a la base, sans mamelon et avec de petites lenticelles,
mesurent en moyenne 2,37+0,26 cm de longueur et 1,53+0,18 cm de largeur, avec un rapport
longueur/largeur de 1,95+0,21, supérieur au seuil typique de 1,45. Leur poids moyen est de
3,63+0,45 g, ce qui correspond a la plage de 2 a 4 g observée pour la Rougette de Mitidja. A

maturité, le fruit devient noir.

L'endocarpe, également allongé, mesure 1,1+0,16 cm de longueur et 0,5+0,09 cm de largeur,
avec un rapport longueur/largeur de 0,8+0,54. Son poids est relativement élevé, atteignant
0,9£0,20 g, ce qui est supérieur au seuil typique de 0,45 g. Il présente un diametre transversal
maximal au niveau du point d'insertion central. La surface de l'endocarpe est rugueuse, avec

une extrémité supérieure dotée d'un mucron.
1.2. Teneur en huile des olives

L'évaluation de la teneur en huile est essentielle, car la production d'huile est 1'objectif

principal de la culture de I'olivier.

Le résultat obtenu concernant la teneur en huile de la variété étudiée est de 9.6 % par rapport

a la matiére fraiche.
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Tableau 09 : [llustration en photos des caractéristiques morphologiques entre la variété
¢tudiée avec celles de la variété « Rougette de Mitidja » du catalogue (ITAFV, 2023).

Résultats

Caracteres

Variété étudiée
(Photos personnelles, 2020)

Variété « Rougette de Mitidja »

(Photos du catalogue)

Aspect général

Arbre

Vigueur : Forte,
avec un bon
développement.

Port : Dressé, avec
des branches bien
développées.

Densité du
feuillage :
Moyenne.

Feuille

Forme :
Elliptiques et
lancéolées.

Taille : Longueur
et largeur
moyennes.

Fruit

Forme : Allongée.

Base : Pointue,
sans mamelon.

Lenticelles :
Petites.

Endocarpe

Poids : Moyen,

Forme : Allongée
pointue a ses deux
extrémités.

Surface :
Rugueuse.
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Tableau 10 : Mesures biométriques de 1'olivier étudié en comparaison avec la variété

« Rougette de Mitidja » du catalogue (ITAFYV, 2023).

Résultats

Caractéristique Mesures Vﬁl::;ett)tlsi(;l:ﬁ/[[;gl&;;a
Hauteur de 1'arbre (m) 4,2 +£0,50 3,5-5,5
Arbre Diamétre du tronc (cm) 65+10,46 60 - 90
I;?Iﬁ?gzlg: branches 540,83 4-6
Longueur (L) (cm) Moyenne : 5,83+0,64 Moyenne : 5-7
Largeur (I) (cm) Moyenne : 1,22+0,14 Moyenne : 1 - 1,5
Feuille I apport (/1) (cm) 4,810,70 4-6
Forme des feuilles Elliptique lancéolée Ellipti(ll;rfc,;(e;ié:ement
Longueur (L) (cm) 2,37+0,26 1,5-2,5
Largeur (I) (cm) 1,53+0,18 1-1,5
Fruit Rapport (L/1) (cm) 1,95+0,21 > 1,45
Poids (g) Moyen : 3,63+0,45 Moyen : 2-4
Forme Allongée Allongée
Longueur (L) (cm) 1,1+£0,16 1-1,5
Largeur (I) (cm) 0,5+0,09 0,5-0,7
Endocarpe | Rapport (L/I) (cm) 0,8+0,54 <22
Poids (g) Elevé : 0,9+0,20 Elevé : > 0,45
Forme Allongée Allongée

1.3. Caractérisation physicochimique

Les résultats des caractéristiques physicochimiques obtenus sont récapitulés dans le tableau

11. L'analyse des résultats montre que 1'acidité de 1'huile d'olive est de 1.9 %, avec des valeurs

UV de 0,05 pour Kz32 et 0,03 pour Ka7o.

L'indice de saponification est de 185,13 mg KOH/g d'huile, tandis que l'indice de peroxyde

est de 5,4 mEq d’Ox/kg d’huile. L'humidité de l'huile est mesurée a 0,19 %, avec un taux de
phosphatides de 0,83 %.
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Résultats

Tableau 11 : Caractérisation physicochimique de 1’huile d’olive vierge monovariétale étudiée.

Caractéristiques Valeurs Nor.mes’(C.OI. 2'019) Normsas ((’?ODEX 2013)
(Huile d’olive vierge) (Huile d’olive vierge)

Acidité (%) 1.9 <2,0 <33

DO 232 :0.05 DO 232:<25 DO 232 :<2.60
Absorbance UV DO 270:0.03 DO 270 :<0.22 DO 270 :<0.25

AK : 0.07 AK : <0.01 AK <0,01

Indice de peroxyde (mEq 5.4 <20 <20
d’Oy/kg d’huile)
Indice de saponification 185.13 184-196 184-196
(mg KOH/g)
Humidité (%) 0,19 <0.2 0.2
Phosphatides (%) 0.83 <1 /

1.4. Teneurs en composés mineurs et activité antioxydante

Le tableau 12 présente les résultats de l'analyse de la composition en compos€s mineurs

dans I'huile d'olive étudiée, ainsi que 1’activité antioxydante.

Les résultats sont les suivants : la concentration des polyphénols est de 439 mg EAG/kg,

celle des caroténoides est de 8,50 ppm, et celle des chlorophylles est de 9,60 ppm.

Les flavonoides sont présents a une concentration de 60 mg EQ/kg, tandis que les tannins

atteignent 29 mg EC/kg. L'activité antioxydante mesurée par le test DPPH montre un ICso de

14,49 ng/ml, avec un pourcentage d'inhibition de 87,70%.

Tableau 12 : Teneurs en composés mineurs et activité antioxydante DPPH de 1’huile d’olive

étudiée.
. Polyphénols Caroténoides | Chlorophylles | Flavonoides Tannins Test DPPH
Paramétres (mg (ppm) (ppm) (mg EQ/kg) (mg
EAG/kg) pp pp EERE) | EC/kg) 1Cso %
(ng/ml) Inhibition
Valeurs 439+0.11 8.50+0.01 9.60+0.05 60+0.01 29+0.01 | 14.49+0.02 87.70

Les valeurs sont les moyennes de triplicatas + SD.

EAG : équivalent d'acide gallique ; EQ : équivalent de quercétine ; EC : équivalent de catéchine.
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HPLC-PDA, ainsi que les résultats obtenus, sont présentés dans les figures 11 et 12.

Résultats

1.5. Analyse des composés phénoliques par HPLC-PDA.

Les quinze composés phénoliques standards utilisés pour I’analyse de 1’huile d’olive par

Les deux pics marqués par des cercles rouges représentent l'acide cinnamique et la

quercétine, avec des concentrations respectives de 0,047 mg/l et 0,185 mg/l, comme détaillé

dans le tableau 13. Ce tableau indique également les limites de détection (LOD en mg/1), les

limites de quantification (LOQ en mg/l), le temps de rétention (RT) et le coefficient de

régression (R?) pour chaque composé.

Les autres pics numérotés font également partie des résultats et peuvent correspondre a

d'autres polyphénols connus présents dans 1’huile d’olive, tels que 1’hydroxytyrosol, le tyrosol

ou la lutéoline.

Tableau 13 : Identification et quantification des composés phénoliques présents dans 1’huile

d’olive vierge par HPLC-PDA.

No. Composés LOD | LOQ | RT |Equation de calibration(R?) | Huile
phénoliques (mg/l) | (mg/l) | (min) étudiée
(mg/l)

1 | Acide gallique 0.7440 | 2.2547 | 4.352 | y=29799.9x+6494.60 (0.9995) -
Acide

2 0.6445 | 1.9531 | 10.217 | y=40036.7x+1238.33 (0.9995) -
4-hydroxybenzoique

3 | Acide chlorogénique | 1.3687 | 4.1476 | 12.073 | y=28066.0x+25870.2 (0.9990) -

4 | Acide vanillique 1.0565 | 3.2017 | 12.437 | y=48654.4x-26981.1 (0.9997) -

5 | Acide caféique 3.1730 | 9.6153 | 12.850 | y=16914.9x-1409.46 (0.9972) -

6 Epicatéchine 8.4615 | 25.6410 | 14.150 | y=4788.08x+789.457 (0.9986) -

7 | Acide p-coumarique | 1.3807 | 4.1841 | 18.486 | y=64013.4x-19190.2 (0.9933) -

8 | Acide férulique 1.3865 | 4.2016 | 20.971 | y=46665.0x-14606.2 (0.9928) -
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9 | Acide salicylique 4.6906 | 14.2140 | 21.929 | y=23472.2x+25113.1 (0.9994) -
10 |Rutine 2.1258 | 6.4420 | 23.494 | y=17392.Ix-5957.13 (0.9959) -
11 | Acide chicorique 3.9639 | 12.0120 | 27.011 | y=7443.82x+72484.6 (0.9887) -

Apigénine 7-0O-
12 ) 0.7295 | 2.2107 | 27.574 | y=39321.9x+1685.18 (0.9993) -
glucoside

13 | Acide cinnamique 0.6776 | 2.0533 | 30.234 | y=75026.0x-11276.0 (0.9988) 0.047

14 | Quercétine 1.2724 | 3.8560 | 32.008 | y=26403.4x+1558.71 (0.9997) 0.185

15 | Naringénine 1.3147 | 3.9840 | 34.939 | y=24207.0x+2212.93 (0.9920) -

LOD (mg/l) : Limites de détection ; LOQ (mg/l) : Limite de quantification ; RT : Temps de rétention ;
R? : Coefficient de régression.
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Figure 11 : Chromatogramme HPLC-PDA des composés phénoliques standards.
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Figure 12 : Chromatogramme HPLC-PDA des composés phénoliques présents dans 1’extrait

d’huile d’olive étudiée.
2. Etude biologique
2.1. Effets du traitement sur la santé générale des rats

Pendant I'expérimentation, aucun déces n'a été observé dans tous les groupes étudiés. Les

rats du groupe controle n'ont montré aucun signe de toxicité systémique.

En revanche, les rats du groupe NTO ont présenté des irritations et un gonflement au niveau

des yeux.
2.2. Evaluation de la variation du poids corporel, poids absolus et relatifs des organes

Les variations des poids corporels, ainsi que des poids absolus et relatifs des foies et des

reins des rats, sont présentées dans les tableaux 14 et 15.

L'administration de NPTiO» a provoqué des modifications hautement significatives (p<0,01)
des gains de poids corporels par rapport au groupe controle (25,00% de gain pour les rats du

groupe controle et 8,11% pour les NTO).

Comparés aux NTO, les rats traités avec les NPTiO; et I’huile d’olive vierge ont montré une
amélioration des poids corporels. Une différence hautement significative (p <0,01) a été
constatée dans les groupes NTO-D;, NTO-D3; et NTO-D4, et une différence trés hautement
significative (p< 0,001) dans le groupe NTO-D».
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Tableau 14 : Variation du poids corporels initiaux, finaux et gains de poids des groupes de

rats.
Poids corporels

exp(e';:i(l)rlllep:tsaux Initiaux (g) Finaux (g) Gains (g) Gains (%)
Controle 196,00+15,12 | 245,20+26,49 | 49,00+13,22 25,00
NTO 296,00+47,09 | 340,50+59,73 | 24,00+8,34C% 8,11
NTO-D1 232,70+10,13 | 274,00+£13,81 | 41,00+9,93 ®b 17,62
NTO-D: 210,20+£11,09 | 275,30+22,02 65’08,?)1)6’63 30,93
NTO-D3 257,80+£20,28 | 301,30+19,39 44’0(()3:,))13’22 17,07
NTO-D4 240,00+16,00 | 281,50+26,74 42’0(()3,:37’ 18 17,50

Les valeurs sont données sous forme de moyenne + S.D, n=06.
®p <0,05, ™ p <0,01, ® p <0,001 : (NTO) vs (contrdle).
@ p <0,05, @ p <0,01, @ p <0,001: (NTO-D;-D2-D3-Ds) vs (contrdle).
® p <0,05, ®» p <0,01, ®*» p <0,001): (NTO-D-D,-D3-D4) vs (NTO).

En ce qui concerne les foies, les poids relatifs des NTO sont inférieurs a ceux des témoins

avec une différence hautement significative (p <0,01).

Pour les rats traités a 1’huile d’olive, le groupe NTO-D> a montré un poids relatif proche de
celui du contrdle alors qu’une différence trés hautement significative a été notée entre les NTO
et le contrdle. Des variations significatives des poids relatifs des foies des lots NTO-D1, NTO-

D3 et NTO-D4 ont été observées comparés aux NTO ainsi qu’au contrdle.

Quant aux poids relatifs des reins, aucune différence significative n'a été observée pour tous

les groupes comparés au controle.
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Tableau 15 : Effets du traitement sur les poids et les proportions des organes chez les groupes

étudiés.
Poids (g)
exp(e';:i(l)rllleplftsaux PA (Foie) PR (Foie) PA (Reins) | PR (Reins)
Contrdle 7,810,838 3,23+0,63 1,4620,07 0,60+0,10
NTO 7,93£125 | 1,91£0,50 9 | 1,81+0,28 0,55+0,05
NTO-D: 7,5540,43 | 2,84+023 @D | 1,58+0,16 0,57+0,08
NTO-D; 7,96£0,86 | 3242020 ®® | 141+0,11 0,58+0,03
NTO-D; 7,7540,75 | 2,58+0,28®P | 1,46+0,12 0,49+0,10
NTO-D4 7,54+1.00 | 2,86+0,30 " | 1.42+0.22 0,56+0,08

PA : poids absolus. PR : Poids relatifs.
Les valeurs sont données sous forme de moyenne £ S.D, n=00.
™ p <0,05, ¢ p <0,01, ) p <0,001 : (NTO) vs (controle).
® p <0,05, @ p <0,01, @3 p <0,001: (NTO-D1-D2-D3-D4) vs (contrdle).
® p <0,05, ®» p <0,01, ®*» p <0,001): (NTO-D1-D2-D3-Dy) vs (NTO).

2.3. Evaluation de ’examen hématologique
2.3.1.  Erythrocytes et paramétres associés

Les résultats des effets du traitement sur les parametres érythrocytaires et les plaquettes sont

présentés dans le tableau 16.

Les résultats montrent des altérations significatives chez les rats du groupe NTO par rapport
au groupe controle. Une diminution significative du nombre de globules rouges et du volume
globulaire moyen (p<0,05) a été observée ainsi qu'une diminution hautement significative

(p<0,01) de la concentration d'hémoglobine et du nombre de plaquettes.

En revanche, les groupes traités avec différentes doses dhuile d'olive montrent des
améliorations significatives (p<0,05) du nombre de globules rouges comparés aux NTO, avec
des pourcentages d’amélioration différents (NTO-D; : 147,1% ; NTO-D; : 144,2% ; NTO-D3 :
140,2% et NTO-Ds4: 44,80 %).

De méme, la concentration d'hémoglobine a également augmenté de maniére significative
(p<0,05) dans ces groupes (NTO-D1, 136,7%), (NTO-D2, 133,7%) et (NTO-D3, 127,7%) par
rapport au groupe NTO.
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Pour le nombre de plaquettes, une élévation hautement significative (p<0,01) a été constatée
dans les groupes NTO-D; (140,6%) et NTO-D3 (141,2%) et une augmentation significative
(p<0,05) dans le groupe NTO-D> (130,5%).

Résultats

Concernant le volume globulaire moyen (VGM), une réduction hautement significative

(p<0,01) est notée pour le groupe traité avec la dose D2 (|5,2%), tandis qu'une diminution

significative (p<0,05) est relevée dans les groupes NTO-Ds (|3,5%) et NTO-D4 (|3,8%),

comparés au groupe NTO.

Aucune différence significative n'est relevée entre le groupe témoin et les groupes traités

avec 1'huile d'olive.

Tableau 16 : Effets du traitement sur les paramétres érythrocytaires chez les groupes

étudiés.
Parameétres
Groupes (leglE p | HGB(gdl) | PLT (x10°1) | HCT (%) | VGM () C((gj/l(‘i“l?
Controle 7,65+0,75 15,025+1,05 1126’Zéi127 33,05+10,72 | 50,63+1,13 | 38,55+1,18
NTO 5,20(%)1,33 10,5(6*ic)2,96 7135560(1192, 34,50+5,82 52,7%3):2,04 37.68+1.10
NTO-D; 7656043 | 14,4341,05 10038’71 0108 | 39.1743,03 | 51.1041,16 | 37.92+0,83
Variation (%) 147,10 136,70 140,60 113,60 13,10 10,60
NTO-D, 7,50;0,76 14,1%:):1,39 931,5353(ib)161, 37.4743.72 49,9(?;;1,55 37.6740.85
Variation (%) 144,20 133,70 130,50 18,60 15,20 10,03
NTO-D; 7,29$)1,18 13,4?(3;:1,65 1008%1))75,23 37.0545.76 50,8?(3;1,15 36,85+0.84
Variation (%) 140,20 127,70 141,20 17,40 13,50 12,20
NTO-D, 7,53(30,65 13,0(();0,98 875,6377i15 1, 38.22+3.94 50,7%:):0,05 36,0340,56
Variation (%) 144,80 123,10 122,70 110,80 13,80 14,40

Les valeurs sont données sous forme de moyenne + S.D, n=06.

™ p <0,05, ) p <0,01, “* p <0,001 : (NTO) vs (contrdle).

® p <0,05, @ p <0,01, @3 p <0,001: (NTO-D1-D2-D3-D4) vs (contrdle).
® p <0,05, ®» p <0,01, ®*» p <0,001): (NTO-D1-D2-D3-D4) vs (NTO).
1 augmentation et | diminution en % : variation des paramétres des groupes traités comparés au groupe NTO.
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2.3.2. Leucocytes et parameétres associés

L'analyse des parametres leucocytaires, présentée dans le tableau 17, révele des différences
significatives entre les groupes expérimentaux. Dans le groupe NTO, le nombre moyen de
globules blancs, de lymphocytes, de midnocytes et des granulocytes est relativement €élevé par

rapport au groupe témoin.

Les groupes traités avec NPTiO> et l'huile d'olive montrent une réduction hautement
significative (p<0,01) du nombre de globules blancs, avec une diminution de 39,1 % dans le
groupe NTO-Dy, et de lymphocytes, avec une baisse de 36,2 % dans le groupe NTO-Ds, par
rapport au groupe NTO. Les valeurs moyennes des parametres étudiés sont proches de celles

du groupe controle.

Une diminution significative (p<0,05) du nombre des midnocytes est observée chez le
groupe NTO-D, avec un pourcentage de réduction de 36,9 % ; aucune différence significative

n’a été observée pour les autres lots traités comparés aux NTO.

De plus, une réduction significative (p <0,05) des granulocytes est notée dans les quatre

groupes de rats traités avec 1’huile par rapport au groupe NTO.
2.4. Evaluation des parameétres biochimiques
2.4.1. Effet du traitement sur la glycémie et le profil lipidique

Le tableau 18 montre les résultats de la glycémie et du profil lipidique des groupes

expérimentaux.

Les résultats mettent en évidence des différences significatives entre le groupe NTO et le
groupe controle pour divers parameétres biochimiques; une augmentation hautement
significative (p<0,01) de la glycémie a jeun et des triglycérides, ainsi qu'une diminution

hautement significative (p<0,01) des HDL-c, ont été observées.

De plus, une augmentation trés hautement significative (p<0,001) du cholestérol total et

significative (p < 0,05) des LDL-c sont notées dans le groupe NTO.

Des baisses non significatives de glycémies ont été notées chez les groupes traités comparés

aux NTO.

Les taux de triglycérides diminuent significativement (p<0,05) pour les groupes NTO-D»,

avec une baisse de 12,9% et NTO-Ds avec une diminution de 8,8%.
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Ces diminutions sont hautement significatives (p<0,01) dans le groupe NTO-D1, avec une

réduction de 26,30%, et de 37,30% pour le groupe NTO-D4, comparés au groupe NTO.

Pour les taux de cholestérol total, une diminution significative (p <0,05) est observée dans
le groupe NTO-D; avec une réduction de 25,5 % et pour le groupe NTO-D; avec 23,8 %. Une
baisse hautement significative (p < 0,01) est notée pour les groupes NTO-D3 et NTO-D4 avec

une réduction de 41,2 % et 31,9 % respectivement comparés aux NTO.

Concernant les taux des HDL-c, une augmentation hautement significative (p<0,01) est
constatée dans les groupes NTO-Di, NTO-D>, NTO-D3 et NTO-D4 avec des hausses de 71,40
%, de 65,20 %, de 65,20 % et 52,4 %, respectivement, comparés au groupe NTO.

Quant aux taux des LDL-c, une diminution significative (p<0,05) est observée pour le groupe
NTO-D1, avec une réduction de 51,6% ; hautement significative (p<0,01) dans les groupes
NTO-D; et NTO-D3, avec une baisse de 57,3%, et 56,5%, respectivement et trés hautement

significative (p<0,001) pour le groupe NTO-D4 (64,2 %), comparés au groupe NTO.

Tableau 17 : Effets du traitement sur les leucocytes et leurs paramétres associés chez les

groupes étudiés.

Parameétres

Groupes | GB(aowy | Lymphocyte [ Midnocytes | Granulocyte
Controle 5,35+£2,05 4,40+0,66 0,83+0,13 1,50+0,32
NTO 11,42+1,43 €9 6,63+0,73 1,224+0,23 © 3,38+1,08
NTO-D: 6,96:+1,17 ®b 4,45+0,67 ™ 0,77+0,15 ® 1,72+0,43 ®
Variation (%) 139.10 132.90 136.90 149.10
NTO-D: 7,62+0,92 ® 4,48+0,98 ™ 0,80+0,17 1,85+0,67 ®
Variation (%) 133.30 132.40 134.40 145.30
NTO-Ds 7,08+0,85 ® 4,23+1,16 ®b) 0,88+0,03 1,58+0,20 ®
Variation (%) 138.00 136.20 127.90 153.20
NTO-D4 7,50+0,58 ® 4,60+0,51 ®b) 1+£0,06 1,87+0,13 ®
Variation (%) 134.30 130.60 118.00 144.70

Les valeurs sont données sous forme de moyenne + S.D, n=06.

™ p <0,05, ¢ p <0,01, ™ p <0,001 : (NTO) vs (contrdle).

® p <0,05, @ p <0,01, @3 p <0,001: (NTO-D1-D2-D3-D4) vs (controle).
® p <0,05, ®» p <0,01, ®*» p <0,001): (NTO-D1-D2-D3-D4) vs (NTO).
1 augmentation et | diminution en % : variation des paramétres des groupes traités comparés au groupe NTO.
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Tableau 18 : Effets du traitement sur la glycémie et les paramétres du profil lipidique chez les
différents groupes.

Parameétres
Groupes G?r:gé/lll;ie TG (g/l) Ctl;(t);fs(tgé/l{;) ! HDL-c (g/l) | LDL-c (g/1)
Controle 78,00+ 0,01 0,50 £ 0,01 0,46+0,02 | 0,34+0,05 | 0,33+0,08
148,00+ 0,39 | 0,91 0,01 1,02+0,02 | 0,21+0,07 | 0,62+0,17
NTO (%) () () (%) *
NTO-D1 102,0040,27 0,67(3;)0,13 0,76 $)0,08 0,36(;;)0,03 0,30(1:)0,02
Variation (%) 131.10 126.30 125.50 171.40 151.60
NTO-D; 114,00+ 0,17 0,79 (db:)0,14 0,77 5)0,13 0,35(;;)0,05 0,26(;;)0,07
Variation (%) 122.90 112.90 123.80 165.20 157.30
NTO-D; 98,00 + 0,04 0,83 (1:)0,26 0,60(:;)0,08 0,32(;:))0,04 0,27&)0,10
Variation (%) 133.80 | 8.80 141.20 152.40 156.50
NTO-Ds 102,00 + 0,15 0,57(;?))0,20 0,69(::))0,14 0,35(;;)0,04 O,22(bdb:b§),10
Variation (%) 131.10 137.30 131.90 165.20 164.20

Les valeurs sont données sous forme de moyenne £ S.D, n=06.
™ p <0,05, ¢ p <0,01, ) p <0,001 : (NTO) vs (controle).

@ p <0,05, @ p <0,01, @ p <0,001: (NTO-Di-D2-D3-Ds) vs (contréle).
®) p <0,05, ®» p <0,01, ®*» p <0,001): (NTO-Di-D2-D3-Ds) vs (NTO).

1 augmentation et | diminution en % : variation des parametres des groupes traités comparés au groupe NTO.

2.4.2.

Effets du traitement sur le profil rénal

Le tableau 19 montre les résultats des parameétres biochimiques du profil rénal, notamment

l'urée, l'acide urique et la créatinine, pour les groupes expérimentaux aprés six semaines de

traitement.

Le groupe NTO a montré une augmentation trés hautement significative (p <0,001) des taux

d'urée, d'acide urique et de créatinine par rapport au groupe contrdle,

Cependant, 1'administration d'huile d'olive vierge aux rats exposés aux NPTiO2 a entrainé

des améliorations.
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Une réduction trés hautement significative (p<0,001) des parametres, précédemment cités,

est observée dans les groupes traités avec I’huile d’olive par rapport au groupe NTO.

Pour le taux d'urée, une diminution de 59,7 % a été observée dans le groupe NTO-Dy, de
58,4% dans le groupe NTO-D2, de 70,1 % dans le groupe NTO-Ds et de 75,3 % dans le groupe
NTO-Da.

Les taux d'acide urique ont diminué de 59,3 % dans le groupe NTO-D1, de 58,6 % dans le
groupe NTO-D», de 62,8 % dans le groupe NTO-Ds et de 74,8 % dans le groupe NTO-Dg, par
rapport au groupe NTO.

Enfin, les taux de créatinine ont montré une réduction de 74,6 % dans le groupe NTO-Di, de
76,9 % dans le groupe NTO-D», de 68,9 % dans le groupe NTO-Ds et de 76,5 % dans le groupe
NTO-Dy4, par rapport au groupe NTO.

Il est important de noter que les groupes traités a I'huile d'olive ne montrent aucune différence

significative par rapport au groupe controle.

Tableau 19 : Effets du traitement sur les paramétres du profil rénal chez les groupes

expérimentaux.
Parameétres
Groupes Urée (g/l) Acide urique (g/1) Créatinine (mg/l)
Controle 0,25 +0,01 7,38 £0,63 7,80 £ 1,74
NTO 0,77 £ 0,01 ¢*9 29,06 +£ 0,78 9 29,10 +£ 5,45 ¢*9
NTO-D: 0,31 +0,13 (®bb) 11,82 + 5,28 (bbb) 7,38 +£0,31 (bb)

Variation (%)

159.70

159.30

174.60

NTO-D2

0,32 + 0,25 (®bb)

12,02 + 2,89 ®bb)

6,73 + 1,34 (®bb)

Variation (%)

158.40

158.60

176.90

NTO-Ds 0,23 £ 0,11 (®bb) 10,80 + 7,36 (®bb) 9,05 + 2,87 (bbb)
Variation (%) 170.10 162.80 168.90
NTO-D4 0,19 £ 0,06 (®bb) 7,32 £ 5,58 (bbb) 6,84 + 1,54 (bbb)
Variation (%) 175.30 174.80 174.80

Les valeurs sont données sous forme de moyenne + S.D, n=06.
® p <0,05, ¢ p <0,01, ¢* p <0,001 : (NTO) vs (contrdle).
@ p <0,05, @ p <0,01, @ p <0,001: (NTO-D1-D2-D3-Dy) vs (controle).
® p <0,05, ®» p <0,01, ®*» p <0,001): (NTO-D1-D2-D3-D4) vs (NTO).
1 augmentation et | diminution en % : variation des paramétres des groupes traités comparés au groupe NTO.
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2.4.3. Effets du traitement sur le profil hépatique

Le tableau 20 présente les résultats des parameétres hépatiques, notamment la bilirubine
totale, la bilirubine directe, la bilirubine indirecte, la concentration des protéines totales, ainsi
que les enzymes hépatiques : Aspartate Aminotransférase (ASAT) et Alanine Aminotransférase

(ALAT) chez les différents groupes de rats.

En comparaison avec le groupe controle, on pourrait déduire que les NPTiO2 ont été a
l'origine de perturbations des biomarqueurs hépatiques. Les rats du groupe NTO ont montré une
augmentation trés hautement significative (p<0,001) des taux de bilirubine directe, des
protéines totales et de l'activité de ' ALAT et une hausse hautement significative (p < 0,01) de

l'activité de ' ASAT comparés aux témoins.

Cependant, I'administration de 1’huile d'olive aux groupes NTO-Di, NTO-D;, NTO-D3
et NTO-D4 a entrainé une amélioration significative des marqueurs hépatiques par rapport au

groupe NTO.

La bilirubine totale a diminu¢ de 34,7% dans le groupe NTO-D; et de 33,3% dans le groupe
NTO-Ds. En revanche, une l1égére augmentation, non significative, a été notée dans les groupes

NTO-D3 et NTO-Dg4, avec des hausses respectives de 4,0 % et 9,2 % comparés aux NTO.

La bilirubine directe a été réduite de maniere significative dans le groupe NTO-D; (34,7%,
p<0,05) et pour le groupe NTO-D: (37,1 %) par rapport au groupe NTO, tandis que les

variations observées dans les groupes NTO-Ds3 et NTO-D4 restent non significatives.

Comparé au témoin, le groupe NTO a présenté une élévation hautement significative
(p<0,01) de ’activité de ’ASAT et une augmentation trés hautement significative (p < 0,001)

de ’ALAT et de la concentration des protéines totales.

L’administration d’huile d’olive aux groupes NTO-D; a NTO-D4 a permis une amélioration

notable des paramétres étudiés par rapport au groupe NTO.

On observe des baisses significatives, pour I’ALAT, I’ASAT et trés hautement significative
pour les protéines totales avec des taux de réduction 39,60 % et 51.40% et 9.50 respectivement

chez les NTO-D;.

Pour le groupe NTO-D», les baisses sont hautement significatives pour I’ASAT et les
protéines totales et significatives pour I’ALAT avec des taux de réduction de 49,8 ; 8,8 et

46,10% respectivement.
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Concernant le NTO-Ds, les diminutions sont hautement significatives, trés hautement

Résultats

significatives et significatives pour I’ASAT, ’ALAT et les protéines totales avec des taux de

réduction de 64.90, 63.30 et 8.20 % respectivement.

Quant a la dose NTO-Ds4, les réductions sont significatives, non significatives et trés

hautement significatives pour I’ASAT, I’ALAT et les protéines totales respectivement.

On remarque également pour ces groupes une augmentation trés hautement significative

(p<0,001) des protéines totales comparées a celles du controdle.

groupes expérimentaux.

Tableau 20 : Effets du traitement sur les parameétres du profil hépatique chez les

Paramétres
oo BiLT | BiLD | Bil.Ind | ASAT | ALAT | Prot.T
P mg) | mgn | mgy | um i) (/)
Controle 4,08:0,17 | 1,70£0.89 | 238£0.37 | 93,45+7.87 | 60,75+19,00 | 45.98+1,36
N0 519+ | 4245144 | 099+ | 22090+ | 18940+ | 7330+
131 ¢ 059 | 40240 | 18300 | 2740
061+ | 13340+ | 9197+ | 6632+
_ b) 5 B s 5
NTO-D; 3395146 | 27851010 | OO0 | SHEE L e | 3 sqem
Variation (%) | 134,70 | 13440 | 13840 | 139.60 | |51.40 19.50
346+ 0,79 | 11230+ | 102,10 | 66,86+
_ b) 5 s s 5
NTO-D: 140 | O 060 | 7344w | 230700 | 174 0m)
Variation (%) | 3330 | 137,02 | 12020 | 14920 | |46.10 18.80
5,40+ 179« | 7751+ | 6944+ | 6730+
NTO-Ds 307 | BBELADL o5 | e7a8em | 33g80m | 97wmn
Variation (%) | 1405 | 1330 | 181,10 | 16490 | 16330 1820
5,67 158+ | 12540% | 116,70+ | 6483%
NTO-D 075 | HBEOTHL o0hs | 1030® | 6920 | 3456
Variation (%) | 1925 | 1380 | 15990 | 4320 | [3840 | (1160

Les valeurs sont données sous forme de moyenne + S.D, n=06.
™ p <0,05, ¢ p <0,01, ™ p <0,001 : (NTO) vs (contrdle).
® p <0,05, @ p <0,01, @3 p <0,001: (NTO-D1-D2-D3-D4) vs (contrdle).
® p <0,05, ®» p <0,01, ®*» p <0,001): (NTO-D1-D2-D3-Dy) vs (NTO).
1 augmentation et | diminution en % : variation des paramétres des groupes traités comparés au groupe NTO.
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2.5. Etude des paramétres du stress oxydant

Les parametres du stress oxydant (protéines totales, MDA, GSH, GPx, catalase et GST) ont

¢été analysé dans les organes (foies et reins) des rats traités et témoins.
2.5.1. Protéines totales

La figure 13 montre les taux des protéines totales dans les organes des rats au niveau
hépatique, on observe une augmentation hautement significative (p <0,01) dans le groupe
(NTO), tandis qu'au niveau rénal, cette augmentation est non significative par rapport au groupe

controle.

Concernant la supplémentation avec l'huile d’olive, on observe une diminution tres
hautement significative (p < 0,001) au niveau hépatique dans les groupes (NTO-D;, NTO-Ds3,
et NTO-Dg) et une diminution hautement significative (p < 0,01) dans le groupe (NTO-D) par
rapport au groupe (NTO). Au niveau rénal, seule une amélioration significative du taux des
protéines totales (p < 0,05) est observée dans le groupe (NTO-Dy) par rapport au groupe NTO.
En revanche, comparé au groupe contrdle, une diminution hautement significative (p < 0,01)
est notée dans le groupe (NTO-Dy), tandis qu’une diminution significative (p < 0,05) est

observée dans les groupes (NTO-D3 et NTO-Dg).

Proteine Totale (mg)
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Figure 13 : Histogramme de la variation des taux des protéines totales dans les foies et les
reins des rats des groupes ¢étudiés. ® p <0,05, @ p <0,01, @ p <0,001 : (NTO-D1-D2-D3-Dy) vs
(contrdle). ® p <0,05, ®» p <0,01 ®*» p <(,001: (NTO-D1-D2-D3-D4) vs (NTO). @ p <0,05, " p <0,01, & p
<0,001: (NTO) vs (controle).

56




- Partie expérimentale Résultats

2.5.2. Malondialdéhyde (MDA)

La figure 14 présente les résultats de 1’analyse du MDA. Le stress oxydatif induit par les
NPTiO; a été associé a une augmentation trés hautement significative (p < 0,001) des taux de

malondialdéhyde dans les foies et les reins du groupe (NTO), par rapport au groupe controle.

Les rats des groupes traités avec I'huile d'olive ont montré une diminution trés hautement
significative (p < 0,001) des taux de MDA dans les foies, comparativement au groupe (NTO).
De plus, les groupes ayant recu les doses (D1, D2 et D4) ont également présenté une
augmentation hautement significative (p < 0,01) des taux de MDA dans les foies, en
comparaison avec le groupe controle. L’huile d’olive vierge semble aussi avoir un effet positif
dans les reins qui se traduit par une diminution hautement significative (p < 0,01) des taux de
MDA pour les doses (D1, D> et Ds), et trés hautement significative (p < 0,001) pour la dose
(D3). Des différences par rapport au groupe contrdle ont également été notées, avec une
¢lévation hautement significative (p <0,01) pour le groupe (NTO-D») et significative (p <0,05)
pour le groupe (NTO-D»).

MDA (nmol / mg prot)

bb

§ NTO-D, bbb,aa

S Foie
‘§ NTO-D;, o -

s b Rein
M) s
S NTO-D, bbb,aa

=

: NTO-D, bbb,aa

N V/ /77727777 xR

S NTO ‘

S

S~

)

Controle

Figure 14 : Histogramme de la Variation des taux de MDA dans les foies et les reins des rats.

@ p <0,05, @ p <0,01, @ p <0,001 : (NTO-D1-D2-D3-Da4) vs (contrdle). ® p <0,05, ®» p <0,01 ®P» p
<0,001: (NTO-D1-D2-D3-D4) vs (NTO). ) p <0,05, ™ p <0,01, @ p <0,001: (NTO) vs (contrdle).
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2.5.3.  Glutathion réduit (GSH)

La variation de GSH est montrée sur la figure 15, l'injection des rats avec les NPTiO> a
entrainé une diminution significative (p < 0,05) des taux de GSH dans les foies et une
diminution hautement significative (p < 0,01) dans les reins, comparativement au groupe

controle.

Dans les foies des rats traités avec 1'huile d'olive, on observe une amélioration des taux de
GSH, avec une différence hautement significative (p < 0,01) pour les doses D et D3 et

significative (p < 0,05) pour la dose D4 par rapport au groupe (NTO).

Dans les reins, seul le groupe (NTO-D4) montre une amélioration des taux de GSH avec une
différence significative (p < 0,05) par rapport au groupe (NTO). En revanche, les doses D et

D; présentent une différence hautement significative (p < 0,01) par rapport au groupe contrdle.
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Figure 15 : Histogramme de la variation des taux de GSH dans le foie et les reins des rats des
différents groupes expérimentaux. ® p <0,05, @ p <0,01, @ p <0,001 : (NTO-D1-D2-D3-Dy) vs
(contrdle). ® p <0,05, ®» p <0,01 ®P p <0,001: (NTO-Di-D2-D3-Da) vs (NTO). © p <0,05, * p <0,01, ** p
<0,001: (NTO) vs (controle).
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2.5.4. Glutathion peroxydase (GSH-Px)

Les résultats de I’analyse de 1’activité GSH-Px sont présentés dans la figure 16. On constate
que les NPTiO ont provoqué une diminution trés hautement significative (P < 0,001) dans les
foies et une diminution hautement significative (p <0,01) des niveaux de GSH-Px dans les reins

par rapport au groupe controle.

Dans les organes des rats traités avec de 1'huile d'olive, on observe une augmentation de
l'activité enzymatique de la GSH-Px. Cette augmentation est trés hautement significative (p <
0,001) pour les doses D1, D3, et Da, tandis que la dose D> montre une différence hautement

significative (p < 0,01) dans les foies, en comparaison avec le groupe (NTO).

Comparativement au groupe contrdle, on note une différence hautement significative (p <
0,01) des niveaux de GSH-Px dans les foies des rats des groupes (NTO-D; et NTO-D»), et une
différence tres hautement significative (p <0,001) dans les groupes (NTO-D3; et NTO-D4). Dans
les reins, une augmentation trés hautement significative (p < 0,001) est observée pour tous les

groupes traités a I’huile d’olive.
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Figure 16 : Histogramme de la variation de ’activité enzymatique de la GSH-Px dans le foie
et les reins des rats des différents groupes expérimentaux. ® p <0,05, @ p <0,01, @ p <0,001 :
(NTO-Di-D2-D3-Dy4) vs (contrdle). ® p <0,05, ®» p <0,01 ®*» p <0,001: (NTO-D1-D2-D3-Dy4) vs (NTO). @ p
<0,05, p <0,01, ™ p <0,001: (NTO) vs (controle).
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2.5.5. Catalase (CAT)

La figure 17 présente les résultats de 1’analyse de ’activité de la catalase dans les foies et
les reins. Une diminution trés hautement significative (p < 0,001) de I'activité de la catalase est
observée dans les foies, ainsi qu'une diminution hautement significative (p <0,01) dans les reins

des rats du groupe (NTO) comparativement au groupe controle.

Dans les groupes traités avec I'huile d'olive, une augmentation significative (p < 0,05) de
l'activité de la catalase est observée dans les foies des rats (NTO-D; et NTO-Ds), tandis que les

deux autres doses ne montrent pas de différences significatives.

Une différence significative (p < 0,05) est également constatée dans les reins des rats traités
avec les doses D1, D3, et D4, avec une augmentation trés hautement significative (p < 0,001)
pour la dose D> par rapport au groupe (NTO). Aucune différence n'a été observée entre les

groupes traités avec 1’huile d’olive et le groupe controle.
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Figure 17 : Histogramme de la variation de 1’activité enzymatique de la catalase dans le foie
et les reins des rats des différents groupes expérimentaux. ® p <0,05, @ p <0,01, @ p <0,001 :
(NTO-D1-D»-D3-Ds) vs (contréle). ® p <0,05, ®» p <0,01 ®» p <0,001: (NTO-D1-D2-D3-Ds) vs (NTO). ) p
<0,05, " p <0,01, “* p <0,001: (NTO) vs (contrdle).
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2.5.6. Glutathion S-transférase (GST)

L’analyse de l'activité enzymatique de la GST est illustrée dans la figure 18. On observe une
diminution hautement significative (p < 0,01) des niveaux de GST dans les organes des rats

exposés aux NPTiO; par rapport au groupe controle.

Cependant, une amélioration positive est enregistrée chez les rats supplémentés en huile
d'olive. Cette amélioration se traduit par une augmentation hautement significative (p < 0,01)
de l'activité de la GST dans les foies des rats (NTO-D; et NTO-D») et de maniére significative
(p <0,05) dans le groupe des rats (NTO-D4) par rapport au groupe (NTO).

En ce qui concerne les reins, une augmentation hautement significative de l'activité de la
GST (p <0,01) est observée chez les groupes (NTO-D; et NTO-D3) et de maniére significative
(p < 0,05) pour les groupes (NTO-D> et NTO-D4) par rapport au groupe (NTO). Aucune
différence significative n'est observée entre les groupes traités avec I’huile d’olive et le groupe

controle.
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Figure 18 : Histogramme de la variation de ’activité enzymatique de la GST dans le foie et
les reins des rats des différents groupes expérimentaux. @ p <0,05, @ p <0,01, @ p <0,001 : (NTO-
D1-D2-D3-Da) vs (contrdle). ® p <0,05, ®» p <0,01 ®*» p <0,001: (NTO-D1-D2-D3-D4) vs (NTO). ) p <0,05,

p <0,01, ©™ p <0,001: (NTO) vs (contrdle).
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2.6. Etude histologiques

Les résultats de 1’analyse histopathologique des tissus hépatiques et rénaux a été réalisée, et

les résultats sont présentés dans la figure 19 pour les foies et la figure 20 pour les reins.
2.6.1. Effet du traitement sur les tissus hépatiques

Les tissus hépatiques des rats du groupe controle présente une architecture normale avec un
schéma lobulaire hexagonal caractéristique, et aucun dommage tissulaire n'a été observé (figure

19-A).

En revanche, les foies des rats du groupe (NTO) ont montré des dommages
histopathologiques caractérisés par la dilatation des sinus hépatiques (figure 19-B). Les rats du
groupe (NTO-Dy) ont présenté des changements réparateurs, et leur tissu hépatique a montré

une récupération notable sous forme d'hépatocytes normaux (figure 19-C).

De plus, I'histomorphologie des tissus hépatiques des rats du groupe (NTO-D>) était proche
de la normale (figure 19-D).

L'observation microscopique des foies des rats du groupe (NTO-D3) et (NTO-D4) révéle une
modification cellulaire bien visible, se traduisant par une amélioration des sinusoides avec un

rétablissement des dégénérescences hépatocellulaires (figures 19-E et 19-F).
2.6.2. Effet du traitement sur les tissus rénaux

Les observations histologiques des tissus rénaux du groupe controle ont révélé une structure
normale du cortex (partie externe) et de la médulla (partie interne) du rein (figure 20-A). En
revanche, les rats du groupe (NTO) ont présenté des anomalies dans 1'agencement cellulaire des
cellules rénales, caractérisées par des zones étendues d'hémorragie et la formation de dépots

(figure 20-B).

Les groupes NTO-D; et NTO-D> montrent des améliorations histologiques dans le cortex et
la médulla rénaux par rapport au groupe NTO. La morphologie rénale normale est restaurée,
avec une réduction de la dégénérescence et de la congestion des tubules rénaux (figure 20-C et

20-D).

Les tissus rénaux des rats du groupe (NTO-D3) et (NTO-D4) présentent une réduction de ces
changements histologiques par rapport au groupe (NTO), les glomérules et les tubules semblent

étre en voie de régénération (figure 20-E et 20-F).
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Figure 19 : Coupes histologiques du foie observés au microscope optique (x 400). (A) : Le
groupe controle, (B) : Le groupe (NTO), (C) : Le groupe (NTO-D), (D) : Le groupe (NTO-D»), (E) :
Le groupe (NTO-Dy), (F) : Le roupe (NTO-Ds).

- Fléches jaunes : Une architecture normale des hépatocytes.
- Fléches rouges : Des veines centrales dilatées et congestionnées.

- Ktoiles vertes : Des zones de récupération histologique (veines centrales).
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Figure 20 : Coupes histologiques des reins observés au microscope optique (x 400). (A) : Le
groupe contrdle, (B) : Le groupe (NTO), (C) : Le groupe (NTO-D,), (D) : Le groupe (NTO-D>), (E) :
Le groupe (NTO-Ds), (F) : Le roupe (NTO-Dy).

- Fléches rouges : Des glomérules et tubules normaux.

- Etoiles jaunes : Une congestion des vaisseaux.

- Fléches noires : Régénération des glomérules et réduction des dommages.
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Discussion

La variété d'olivier sélectionnée pour cette étude présente tous les caractéres morphologiques
de la « Rougette de Mitidja » établis dans le catalogue des variétés algériennes d'olivier

(ITAFV, 2023).

La teneur en huile des olives revét une importance majeure dans l'industrie oléicole,
fournissant des informations essentielles pour évaluer le rendement potentiel en huile des olives
cultivées. Cette teneur en huile varie en fonction de la variété, de la date de récolte et du lieu de

culture (Essiari et al., 2014).

La teneur en huile obtenue est de 9,6%, par rapport a la matiére fraiche ; cette valeur est
inférieure aux valeurs obtenues pour cette variété dans le nord du pays (entre 18% et 20%).

Cela pourrait étre di au climat chaud et sec des régions du sud.

Cette valeur est également inférieure a celle obtenue pour des variétés algériennes étudiées

par Benrachou ef al. (2010) et pour des variétés marocaines étudiées par Essiari et al. (2014).

Les parameétres physicochimiques de I'huile d'olive évaluent sa qualité et sa composition.
Parmi ces parameétres, l'acidité est un critére de classification des huiles d’olive et un indicateur
clé de la qualité commerciale de I’huile. Elle permet aussi de détecter 1'altération de la matiere
grasse due a l'activité de la lipase, ainsi que d'apprécier la fraicheur des fruits, la durée de

stockage et la stabilité de I'huile (COI, 2011).

Les résultats obtenus montrent que 1'huile d'olive étudiée est classée dans la catégorie des
huiles d'olives vierges dont 'acidité libre est inférieure ou égale a 2 %, selon les normes du COI
(2019). Cette valeur est inférieure au résultat de Boulfane et al. (2015) pour des échantillons

du Maroc, ayant une acidité comprise entre 2,17 % et 3,29 %.

Par contre, les travaux de Sadok et al. (2018), ont révélé que 36 variétés de la Wilaya de
Bejaia avaient une acidité allant de 0,20 % a 0,80 % d'acide oléique, des valeurs nettement
inférieures a celles observées dans notre étude. De plus, nos résultats sont supérieurs a ceux
observés pour des variétés de 1'Est de 1'Algérie (0,8 %) (Benaziza et Semad, 2016) ainsi que

ceux du Sud de la Tunisie (0,9 % et 1 %) (Nakbi et al., 2010).

Les résultats de mesure de 1'extinction spécifique montrent K32 = 0.05 et Ko70 = 0.03, des
valeurs faibles selon Mordret ef al. (2012), indiquant une faible formation de produits

d'oxydation dans I'huile d'olive.
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Le paramétre Ko est associé aux produits d'oxydation primaires, comme les
hydroperoxydes, tandis que K270 est li¢ aux produits d'oxydation secondaires, tels que les
aldéhydes et les cétones. Ainsi, des valeurs basses de ces deux paramétres suggerent une bonne

qualité et fraicheur de 1'huile.

L’¢tude de Benaziza et Semad, (2016), a signal¢ des valeurs plus €levées pour la méme
variétés (Koz2 = 1,02 et Ko70 = 0,07) dans la région de Loutaya, Biskra. De méme, pour la variété
Chemlal originaire du Sud de la Tunisie, Faghim ef al. (2018) ont obtenu des valeurs nettement

supérieures (K232 = 4,3 et Ko70 = 0,4).

Nos résultats montrent que I'échantillon respecte les normes établies par le COI (2019) pour
I'huile d'olive vierge, avec un indice de peroxyde 5,4 mEq Ox/kg inférieur ou égal a 20 mEq
O2/kg. Cette valeur est comparable a celles rapportées par Benaziza et Semad, (2016), qui ont
observé des indices de peroxyde variant de 5,42 a 7,63 mEq O2/kg pour des variétés cultivées

dans la région aride de Loutaya (Biskra).

D’autre part, cette valeur est proche de celles rapportées par EI-Gharbi et al. (2018), pour
des huiles d'olive tunisiennes du sud de Sfax, qui varient entre 6,6 et 11,5 mEq O2/kg. Elle est
aussi inférieure a celles observées par Torres et Maestri, (2006) pour des variétés cultivées en

Argentine dans une zone semi-aride.

L’indice de saponification mesuré pour 1’huile d’olive étudi¢e est de 185,13 mg KOH/g
d’huile, ce qui est conforme aux limites fixées par la norme du COI, (2019) pour I’huile d’olive
vierge, indiquant une teneur modérée en acides gras a longue chaine. Un indice élevé suggere
une proportion plus importante d'acides gras a chaine courte et moyenne (Codex, 2021).

Nos résultats sont inférieurs a ceux rapportés par Derradj ef al. (2015) et Djedioui et al.
(2018), qui ont trouvé respectivement 191,95 mg KOH/g d'huile pour des variétés cultivées
dans la Wilaya de Guelma et 189,99 mg KOH/g d'huile pour des variétés produites dans la
Wilaya de Skikda, a l'est de I'Algérie. »

La teneur en humidité de 1'huile est de 0,19%. Cette valeur se situe dans les normes
acceptables COI (2019). Indiquant un risque limité d'hydrolyse des triglycérides. En effet, 1'eau

peut accélérer les réactions d'altération (Aissi et al., 2009).

La teneur en phosphatides de cette huile est de 0,83 %, ce qui est conforme aux limites
recommandées par les normes COI (2019). Une concentration plus élevée en phosphatides peut

affecter négativement la qualité gustative de 1'huile, en lui donnant un gotit désagréable.
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De plus, les phosphatides ont tendance a étre associés a des métaux tels que le fer et le cuivre,
qui peuvent agir comme catalyseurs d'oxydation, entrainant une acidification de l'huile d'olive
(Ryan et Robards, 1998).

L'analyse des composants mineurs dans 'huile d'olive vise a identifier les molécules qui
affectent sa qualité nutritionnelle et ses propriétés antioxydantes. Parmi ces composants, les

composés phénoliques jouent un role crucial dans I'évaluation de la qualité des huiles.

En tant qu'antioxydants puissants, ils contribuent au maintien de la pression artérielle
normale et protégent les lipides sanguins contre les dommages oxydatifs. Ils renforcent
¢galement le systeme de défense de I'organisme contre les maladies cardiovasculaires, le cancer

et les processus inflammatoires li€s au stress oxydatif (Scalbert et al., 2005).

L'évaluation des composés phénoliques dans 1’huile d’olive étudiée révéle des quantités
significatives, en accord avec les résultats de Boulfane ef al. (2015), qui observent des valeurs

comprises entre 182,83 et 514,93 mg EAG/kg.

Cette valeur est supérieure a celles observées pour différentes variétés algériennes du Nord,
qui se situent entre 115 et 420 mg EAG/kg (Laincer et al., 2014). De plus, elle dépasse celle
rapportée par Merouane ef al. (2014), pour la variété Chemlal du Nord-Ouest algérien, qui est
de 167,29 mg EAG/kg d'extrait.

L’analyse des pigments de I'huile d'olive vierge montre des teneurs moyennes en
caroténoides et en chlorophylles qui sont respectivement 8,50 ppm et 9,60 ppm. Ces valeurs
pourraient étre liées au stade de maturité des olives au moment de 1'échantillonnage tardif,

comme le suggere Sadok et al. (2018).

Nos résultats sont supérieurs a ceux de Dabbou ez al. (2010), qui indiquaient une teneur de
caroténoides de 6,58 ppm. En ce qui concerne les chlorophylles, notre analyse révele une teneur
¢levée, dépassant les valeurs enregistrées pour la variété Chemlali d'origine tunisienne (Lazzez

et al., 2006).

Les flavonoides, composés polyphénoliques abondants dans les végétaux et les fruits, jouent
un role important dans la stabilité a 1'oxydation des huiles d'olive vierges, tout en offrant des
propriétés nutritionnelles et organoleptiques remarquables (Ollivier et al., 2004).

La teneur en flavonoides a été mesurée a 60 mg EQ/kg, valeur trés élevée comparée a celles
rapportées pour certaines variétés cultivées en algérie. Par exemple, Khelifi ez al. (2019) ont
mesuré 2,5 mg EQ/kg pour une variété importée « Koroneiki ». De plus, Ilyasoglu et al. (2010)

ont rapporté des teneurs allant de 0,8 a 2,8 mg EQ/kg pour des variétés turques.
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L'analyse de I'activité antioxydante de I'huile d'olive a été effectuée a I'aide du test DPPH,
qui permet d'évaluer la capacité de neutralisation des radicaux libres. Les résultats obtenus
indiquent que I’huile présente une activité inhibitrice notable, avec une concentration inhibitrice
50 (ICso) évaluée a 14,49 ug/ml. Cette valeur est inférieure a celle observée par Merouane et
al. (2014) pour la variét¢ Chemlal dans le nord-ouest de I'Algérie, ou I'Cso est de 25,38 pg/ml.
La valeur obtenue est aussi inférieure a celles rapportées pour des variétés italiennes, allant de

91 et 160 pg/ml (Vincenzo, 2017).

En revanche, la valeur obtenue est supérieure a celle obtenue pour certaines variétés de 1'Est
algérien, rapportée par Metlef ez al. (2017), qui a enregistré une ICso de 5,75 pg/ml. Cette
capacité antioxydante peut étre expliquée par la richesse en composés phénoliques et en

antioxydants présents dans I'huile d'olive, comme le souligne Finicelli ez al. (2021).

L’analyse HPLC de I’huile d’olive étudiée met en évidence la présence de plusieurs
composés phénoliques, tels que I’acide cinnamique (0,047 mg/1) et la quercétine (0,189 mg/1).
Bien que les concentrations restent faibles, la présence de quercétine suggére une certaine

capacité antioxydante de I’huile, susceptible de contribuer a I’atténuation du stress oxydatif.

Ces résultats sont comparables avec ceux obtenus par Dierkes ef al. (2012) qui ont rapporté
des concentrations de quercétine autour de 0,2 mg/l et d'acide cinnamique proches de 0,05 mg/1
pour I’huile d’olive vierge. Boussahel ez al. (2020), ont ¢galement rapporté des concentrations
d'acide cinnamique autour de 0,147 mg/l dans des huiles d'olive algériennes. Par contre, les
résultats obtenus sont inférieurs a ceux rapportés par Zhu ef al. (2023), qui ont trouvé une

concentration de quercétine de 20 mg/1 dans leur huile.

En ce qui concerne 1’¢tude biologique, le traitement des rats par les NPTiO2 montre des
variations de poids corporels et des organes. Il pourrait étre di a I’effet toxique de ces
nanoparticules. En effet, Wang er al. (2018) ont confirmé 1’existence d’un lien entre les

modifications des poids corporels ou des organes et la toxicité des nanoparticules.

L'analyse de la numération de la formule sanguine (FNS) révele des différences
significatives entre les groupes étudiés. Le groupe NTO présente une diminution significative
du nombre de globules rouges. Une baisse hautement significative de la concentration en
hémoglobine et du nombre de plaquettes est €¢galement observée. Une 1égere augmentation du

volume globulaire moyen est notée.
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Parall¢lement, une augmentation significative du nombre moyen de globules blancs et de

lymphocytes est notée par rapport au groupe controle.

L’¢tude de Vasantharaja et al. (2015), portant sur l'impact potentiel des NPTiO; sur la
coagulation sanguine, suggere des dommages graves au systéme hématopoiétique. Ceci
pourrait étre liée a une stimulation du systéme de peroxydation lipidique par les NPTiO»,
favorisant la production de MDA et contribuant a I'hémolyse des globules rouges

(Kolanjiappan et al., 2003).

Nam et al. (2020), indiquent que la diminution en question pourrait affecter la teneur en

oxygene dans le sang, réduisant le métabolisme et affaiblissant la réponse immunitaire.

Les effets des nanoparticules sur les systémes immunitaire et hématologique ont été
largement étudiés. Des études, comme celle de Xu ef al. (2013), ont montré que le traitement

des rats avec des NPTiO: produit des résultats similaires aux notres.

Bien que les taux de HCT et CCMH ne montrent pas de variations significatives entre les
groupes traités et le groupe NTO, une diminution significative du VGM est observée. Une
¢tude sur des rats exposés au mercure, induisant un stress oxydatif, a révélé une diminution
significative du VGM, tandis que les taux de CCMH et TGMH restaient similaires au groupe
témoin (Necib et al., 2014).

Une autre ¢tude a montré que les NPTiO; induisent une génotoxicité au niveau des
leucocytes, entrainant une élévation de leur nombre par activation du systeéme immunitaire

(Grissa et al., 2015).

Ces résultats concordent avec ceux de I’étude de Rezaei ef al. (2019), qui a montré que les
NPTiO, provoquent des changements significatifs, notamment une élévation des globules
blancs. Ils sont également en accord avec les travaux d’autres chercheurs, qui ont observé que
l'injection intrapéritonéale de NPTiO: entraine des variations substantielles de divers
parametres hématologiques chez les rats (Vasantharaja et al., 2015).

En revanche, tous les groupes traités par les NPTiO: + huile d’olive présentent des
améliorations notables, en particulier une amélioration significative des parametres

hématologiques précédemment mentionnés.

La dose D; a montré le meilleur effet sur les globules rouges (147,10 %), ’hémoglobine
(140,60 %) et les globules blancs (]39,10 %), tandis que la dose D3 a eu le meilleur effet sur
les plaquettes (141,20 %) et les lymphocytes (|36,20%), par rapport au groupe NTO.
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Ces améliorations pourraient étre dues a une augmentation des enzymes antioxydantes,

réduisant le stress oxydatif au niveau de la moelle osseuse et de la rate (Casas ef al., 2018).

Ces constatations sont similaires aux résultats rapportés par Fathy et al. (2018), ou I'huile
d'olive a montré des effets bénéfiques sur les parameétres hématologiques chez des rats soumis

a un stress oxydatif induit par le doxorubicine et les y-radiations.

Toutes ces observations montrent que l'huile d'olive vierge pourrait améliorer les parametres
hématologiques affectés par le stress oxydatif induit par les nanoparticules, en particulier les

NPTiOo.

L’analyse des résultats montre que les NPTiO: ont induit une augmentation hautement
significative de la glycémie par rapport au groupe controle. Cette observation suggére que les
NPTiO: pourraient affecter les cellules pancréatiques, provoquant ainsi les altérations
métaboliques (Mohammadparast et Mallard, 2023). De méme, une ¢élévation de la glycémie
a été observée dans le groupe des souris traitées avec les NPTiO2, comme rapporté par Hu et
al. (2015). Ces auteurs ont confirmé que cette augmentation est liée a une production accrue

d'espéces réactives de I'oxygene (ERO), entrainant une résistance a l'insuline.

Quant au profil lipidique, les résultats montrent que le traitement par les NPTiO: a induit des
perturbations, notamment des élévations : hautement significative des triglycérides, treés
hautement significative du cholestérol total et significative des LDL-c, accompagnées d’une

diminution hautement significative du HDL-c, par rapport au groupe controle.

Ces résultats concordent avec ceux rapportés par He (2016), qui a montré que les
nanoparticules modulent le profil lipidique, entrainant des taux élevés de cholestérol sérique,

de triglycérides et de LDL-c.

Selon Bruckdorfer (1995), I'accroissement des radicaux libres notamment les peroxydes,
résultant de l'action des NPTiO», engendre une oxydation préférentielle des HDL par rapport
aux LDL.

Pour le profil rénal, les résultats ont montré que les NPTiO; induisent une élévation tres
hautement significative de la créatinine, l'urée et de 1'acide urique. L'urée et la créatinine sont

des indicateurs pertinents pour évaluer la fonction rénale (Brosnan et Brosnan, 2010).

Une élévation du taux d'urée sérique peut suggérer une altération de l'excrétion rénale,

signalant une éventuelle néphrotoxicité (Adeyemi et Elebiyo, 2012).
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Johnson et al. (2021) suggerent que l'administration de nanoparticules induit un
dysfonctionnement rénal, probablement di a une dégradation significative des bases puriques
des acides nucléiques (ADN et ARN). Ces auteurs indiquent aussi que le taux élevé d'acide
urique circulant peut refléter I'efficacité de la défense cellulaire contre les effets néfastes des
radicaux libres. Les résultats obtenus concordent avec ceux de Wang et al. (2007), qui ont
montré que des taux élevés d'urée et de créatinine dans le sérum des souris exposées aux NPTiO;

sont associés a un dysfonctionnement rénal.

Les résultats de I’analyse du profil hépatique montrent que les NPTiO: entrainent une
¢lévation des enzymes hépatiques dans le sérum, avec une augmentation hautement
significative de ’ASAT et trés hautement significative de I’ALAT. On observe également une
augmentation de la bilirubine totale, une augmentation trés hautement significative de la
bilirubine directe, ainsi qu’une diminution de la bilirubine indirecte, par rapport au groupe

controle.

Selon Oberdorster et al. (2005), ces nanoparticules peuvent s'accumuler dans le foie,
entrainant des lésions hépatiques, ce qui se manifeste par des variations des enzymes marqueurs
hépatiques (ALAT et ASAT). Wang et al. (2007), ont trouvé, chez des souris, des résultats

similaires liés a des dommages hépatiques causés par 1’exposition aux NPTiOs..

Selon Adeyemi et Elebiyo, (2012), l'altération des taux sériques de bilirubine peut indiquer
un stress hépatique induit par les nanoparticules. Cette augmentation peut étre due a une
hémolyse accrue des globules rouges, associée a une diminution de leur nombre dans cette

étude.

Les quatre groupes de rats traités avec des doses croissantes d'huile d'olive vierge ont montré

une amélioration significative des parametres biochimiques comparés au groupe NTO.

Des effets bénéfiques sur la glycémie ont été observés. La dose D3 a montré la plus grande
réduction de la glycémie, la rapprochant de celle du groupe contrdle (133,80 % Vs NTO). Les
antioxydants présents dans I'huile d'olive vierge peuvent jouer un role protecteur pour les
cellules contre les dommages causés par les radicaux libres. Rossi ef al. (2017), ont montré que

I’huile d’olive peut atténuer les effets néfastes des NPTiO; sur les cellules.

L'huile d'olive vierge améliore également le contrdle glycémique chez les rats exposés aux
NPTiO:z. Les acides gras monoinsaturés qu'elle contient sont associés a une meilleure sensibilité

a l'insuline, comme rapporté par Mazzocchi ef al. (2019).
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Concernant le profil lipidique, la dose D4 a montré le meilleur effet en termes de réduction
des triglycérides (37,30 %) et des LDL-c (64,20 %). Pour le cholestérol total, la réduction la
plus importante a été¢ observée avec la dose D3 (41,20 %), tandis que la dose D; a induit la

meilleure amélioration du HDL-c avec une augmentation de 71,40 %, par rapport aux NTO.

Pour le profil rénal, la dose D4 a induit une réduction significative des taux d’urée et d’acide
urique, avec des diminutions respectives de 75,30 % et 74,80 %. La baisse la plus importante
de la créatinine a été observée avec la dose D», atteignant un pourcentage de 76,90 % par rapport

au groupe NTO.

En ce qui concerne le profil hépatique, la dose D; a induit la meilleure réduction de la
bilirubine totale (34,70 %). La dose D> a entrainé la diminution la plus marquée de la bilirubine
directe (37,00 %). Pour la bilirubine indirecte ainsi que pour les enzymes hépatiques ASAT et
ALAT, la dose D3 a montré les réductions les plus significatives, avec des pourcentages
respectifs de 81,10 %, 64,90 % et 63,30 %. Enfin, la dose D4 a permis la meilleure réduction

des protéines totales, avec une baisse de 11,60 %, par rapport au groupe NTO.

Covas et al. (2006) ont montré que la consommation de I'huile d'olive vierge exerce des
effets bénéfiques, notamment en réduisant le stress oxydatif, en limitant 1'oxydation des

lipoprotéines et en augmentant les taux de HDL.

Selon Owen et al. (2000), la capacité antioxydante de I'huile d'olive vierge a été confirmée
par des €tudes in vitro et in vivo, qui ont montré des propriétés antioxydantes dépassant méme

celles de la vitamine E.

Lammi et al. (2020), ont rapporté que les extraits d'huile d'olive vierge possedent des

propriétés hypocholestérolémiantes.

Nous avons constaté que 1’administration de I'huile d'olive a atténué l'effet néphrotoxique
des NPTiOz chez les rats. La réduction de la concentration d'urée sérique indique une moindre
dégradation des acides aminés par le foie. D’autre part, la diminution du taux de créatinine

sérique suggere une amélioration de la filtration glomérulaire (Adeyemi et Elebiyo, 2012).

Ces résultats concordent avec d'autres €tudes, comme celle de Necib ef al. (2013) et celle
Wani et al. (2018), qui ont rapporté une réduction de la néphrotoxicité induite par les

nanoparticules.

Concernant les résultats obtenus pour 'analyse du profil hépatique, nous avons remarqué

une amélioration des parameétres (protéines totales et activités des ASAT et ALAT) apres
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traitement a 1'huile d'olive en comparaison avec le groupe NTO ; ceci pourrait €tre associé a

une diminution de la toxicité provoquée par les nanoparticules.

Ces observations sont en accord avec les travaux de Mohammadian et al. (2018), qui ont
montré que I'administration d'huile d'olive vierge réduisait de maniére significative de 1’activité

des ASAT et ALAT chez des souris avec un stress oxydatif induit par I'arsenic.

Nos résultats concordent aussi avec ceux de Al-Seeni et al. (2016). Ils ont constaté qu'une
administration quotidienne d'huile d'olive pendant 30 jours chez des rats soumis a un stress
induit par le tétrachlorure de carbone (CCls) entrainait une diminution significative de 1’activité
des enzymes hépatiques (ALAT, ASAT, ALP) et de la bilirubine totale par rapport aux rats

témoins.

Bulotta et al. (2014) ont montré que I'huile d'olive vierge contient des composés phénoliques
agissant comme des antioxydants naturels ; ceci explique l'amélioration que nous avons
observée. L'huile d'olive vierge, riche en composés polyphénoliques, est reconnue pour ses
propriétés anti-inflammatoires, antioxydantes et hépatoprotectrices. Parmi ces composés,
l'oleuropéine et I'hydroxytyrosol agissent en piégeant les radicaux libres et en chélatant les

métaux lourds (Bashandy et al., 2014).

La peroxydation lipidique constitue un processus autocatalytique, initi€¢ par les radicaux
libres, au cours duquel les acides gras polyinsaturés présents dans les membranes cellulaires

subissent une dégradation, conduisant a la formation d'hydroperoxydes lipidiques.

Nos résultats montrent que les NPTiO; induisent une augmentation significative de la
peroxydation lipidique dans les foies et les reins, comme en témoigne la quantité élevée de

MDA par rapport au groupe NTO.

Cette augmentation peut étre attribuée a l'accumulation des nanoparticules dans les tissus.
Rajamani, (2011) a observé que les NPTiO> s'accumulent dans le foie et les reins, entrainant

la génération de radicaux libres et une peroxydation lipidique chez les rats Wistar.

En ce qui concerne les marqueurs du statut antioxydant, le glutathion (GSH), un antioxydant
non enzymatique, a significativement diminué dans les organes des rats du groupe NTO par
rapport au groupe témoin. Cette diminution refléte une perturbation de I'équilibre redox et une
réduction de la capacité a neutraliser les especes radicalaires, contribuant ainsi a I'augmentation

du stress oxydant dans ce groupe.
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Cette diminution s'explique par le role du glutathion dans le piégeage des radicaux libres et

sa consommation accrue (Matuz-Mares et al., 2021).

De plus, le GSH sert de substrat aux enzymes glutathion peroxydase et GST, essentielles

pour la neutralisation des ERO (Forman et al., 2009).

Shukla ez al. (2014) ont montré que 1'exposition aux NPTiO, peut augmenter la génération

des ERO, accroitre les taux de MDA et réduire les taux de GSH chez les souris.

Les résultats obtenus révelent que l'exposition aux NPTiO; entraine une diminution des
activités des enzymes : GST, GSH-Px et catalase. Ighodaro et Akinloye (2018) ont signalé que
ces enzymes sont essentielles pour neutraliser les ERO et prévenir les dommages liés au stress
oxydatif. Nadjarzadeh ez al. (2014) ont également signalé que la faible activité de ces enzymes

pourrait accroitre la sensibilité aux dommages cellulaires causés par les radicaux libres.

Certains auteurs ont suggéré que ces nanoparticules s'accumulent dans le foie et les reins,
provoquant une génération accrue des ERO, une peroxydation lipidique et une réduction des
taux de protéines et des activités des enzymes antioxydantes, dont GSH-Px et catalase.

(Rajamani, 2011 ; Abbasi et al., 2019).

Cependant, I'administration d'huile d'olive vierge a conduit a une amélioration significative
des parametres antioxydants dans les organes : le MDA, le GSH, la catalase, la glutathion

peroxydase et la GST, montrant ainsi un effet antioxydant de cette huile.

Cependant, il est important de noter que l'huile d'olive n'a pas d'effet négatif lorsqu'elle est
consommeée par des sujets en bonne santé ; en effet, Vissers et al. (2001) ont montré que la
consommation d'huile d'olive extra-vierge n'affectait pas la peroxydation des lipides

plasmatiques chez des individus sains.

D'autres études, comme celles de Oliveras-Lopez ef al. (2014) et de Amamou et al. (2015),
ont montré que l'huile d'olive pourrait avoir la capacité de diminuer la peroxydation lipidique
dans des conditions de stress oxydatif en augmentant 1'activité des enzymes antioxydantes dans

les tissus.

Nos résultats sont aussi en accord avec ceux de Shakra et al. (2019), qui ont montré que
I'huile d'olive a corrigé les parametres du stress oxydatif hépatique et rénal chez des rats soumis
a un stress oxydatif induit par les nanoparticules d'oxyde de fer (NPOF) ; ces effets peuvent étre

attribués a sa richesse en antioxydants (Mihailovic ef al., 2021).
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L’analyse histopathologique a confirmé les dommages de stress oxydant sur les tissus
hépatiques et rénaux induit par les NPTiO;. Ce résultat concorde avec celui de Verma et al.
(2021), qui ont observé des changements similaires dans les tissus hépatiques et rénaux apres
I'administration de nanoparticules d'oxyde de fer (NPOF) ; ces changements incluaient une

congestion de la veine centrale et une infiltration de cellules mononucléés.

De plus, I'examen histopathologique des reins a montré une altération de l'architecture
cellulaire chez le groupe NTO. Ces résultats sont similaires a ceux de Abd-Eltawab Tammam
et al. (2022) qui ont observé des cellules tubulaires rénales dégénérées chez des rats exposés
aux nanoparticules ; ils ont aussi noté une perturbation de 1'architecture cellulaire, avec des

zones importantes d'hémorragie et de formation de caillots.

Les résultats histopathologiques montrent que 1'administration de cette huile d'olive vierge,
a différentes doses, a réduit les dommages causés par les NPTiO; aux foies et aux reins. Ceci
est lié a sa richesse en flavonoides et composés phénoliques qui a non seulement préservé les

fonctions hépatiques et rénales, mais a aussi diminué la plupart des altérations dégénératives.

D’aprés Aniya et al. (2005), les antioxydants et les médicaments dérivés de plantes sont

efficaces pour atténuer les toxicités hépatiques et rénales induites par le stress oxydatif.
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Conclusion et perspectives

Cette étude a été initiée dans le but essentiel de concevoir de nouvelles approches
thérapeutiques contre le stress oxydatif induit par les nanoparticules de dioxyde de titane
(NPTiO3), en exploitant les bienfaits d'un extrait d'huile d'olive vierge monovariétale issue de

la variété "Rougette de Mitidja".

Cette étude poursuit deux objectifs principaux : d’une part, caractériser les propriétés
physico-chimiques et la composition en antioxydants de I’huile d’olive ; d’autre part, évaluer
les effets d’une administration orale quotidienne d’un extrait d’huile d’olive a différentes doses,
afin de déterminer si une huile produite dans le Sud présente les mémes effets que celle issue
du Nord, tout en identifiant la dose la plus efficace pour atténuer les effets néfastes du stress

oxydatif.
Les principales conclusions de cette étude sont les suivantes :

» Lacidité libre mesurée, étant un paramétre clé pour la classification des huiles d’olive
selon le COI, classe notre huile dans la catégorie des huiles d’olive vierges courantes. Ces
résultats soulignent l'importance de maitriser les bonnes pratiques oléicoles, depuis la
récolte jusqu’au conditionnement et au stockage, afin de préserver les qualités

commerciales de ’huile.

» Concernant les autres caractéristiques physicochimiques, les valeurs obtenues

respectent les normes établies par le COI et le CODEX.

» En ce qui concerne les composés mineurs, les résultats ont révélé une richesse en
caroténoides, chlorophylles, flavonoides et polyphénols, notamment en acide cinnamique
et en quercétine. Cette composition en antioxydants a conféré a I’huile une activité
antioxydante ¢élevée, avec une ICso de 14,49 pg/ml et un pourcentage d’inhibition de 87,7

%.
En ce qui concerne ’activité antioxydante in vivo, les résultats ont montré que :

» D’administration des nanoparticules de dioxyde de titane (NPTiO2) a une dose de 40
mg/kg p.c. a induit un stress oxydatif chez les rats, entrainant des altérations
biochimiques, hématologiques ainsi que des perturbations des enzymes antioxydantes

dans le foie et les reins.
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» Le traitement quotidien des rats avec cette huile d'olive vierge a doses croissantes a
montré que les quatre doses utilisées ont exercé des effets positifs sur la réduction du

stress oxydatif :

¢ La dose D1 s’est révélée la plus efficace pour améliorer les paramétres immunitaires
avec une augmentation significative du nombre de globules rouges (47,10 %), une
¢lévation de la concentration d’hémoglobine (36,70 %) et une diminution notable du
nombre de globules blancs (39,10 %). Une augmentation notable des HDL-c (71,40 %)

a également été observée, par rapport au groupe NTO.

¢ La dose D2 a produit les effets les plus marqués sur la créatinine (76,90 %) et la

bilirubine directe (37,00 %), comparé au groupe NTO.

e La dose D3 a montré une réduction marquée de la glycémie (33,80 %), du cholestérol
total (41,20 %) ainsi que des activités enzymatiques ASAT (64,90%) et ALAT
(63,30%). Elle a également induit une augmentation significative des niveaux de
bilirubine indirecte (81,10%), soulignant ainsi son efficacité dans la protection

hépatique.

o La dose D4 a donné le meilleur effet sur le profil lipidique, avec une réduction
importante des LDL-c (64,20 %) et des triglycérides (37,30 %). Par ailleurs, une
diminution des protéines totales (| 11,6 %) et des parametres rénaux, urée (75,30%) et
acide urique (74,80%), a été constatée, suggérant un effet bénéfique de cette dose sur la

fonction rénale.

Ces résultats montrent un effet dose-dépendant marqué, chaque dose s’est avérée efficace

dans I’amélioration de certains parametres sé€riques.

» Une analyse détaillée des paramétres de stress oxydatif dans les foies et les reins a révélé

que la dose optimale varie selon le parametre mesuré :

e Dans le foie, la dose D; a induit une diminution significative du MDA, témoignant
d’une réduction de la peroxydation lipidique, avec une augmentation de 1’activité de la
GST, ce qui renforce la réponse antioxydante. La dose D4 s’est révélée la plus efficace
pour accroitre les taux de GSH ainsi que I’activité de la GSH-Px et de la catalase,

soulignant une protection antioxydante renforcée.
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e Dans les reins, les effets observés en fonction de la dose, seules les doses D1 et D4 ont

montré une protection antioxydante significative selon les parametres évalués.

On pourrait déduire que I’administration réguli¢re de cette huile d’olive, riche en composés
antioxydants tels que les flavonoides et les composés phénoliques, a permis une amélioration
notable des divers parameétres biochimiques analysés. Elle a exercé un effet protecteur
significatif contre les dommages oxydatifs dans les tissus hépatiques et rénaux, atténuant les
effets déléteres induits par les NPTiOz. Cela s’est traduit par une réduction de la peroxydation
lipidique, une augmentation de la concentration de glutathion réduit (GSH) et une amélioration

de I’activité des enzymes antioxydantes (GSH-Px, GST, CAT).

Ces résultats préliminaires, semblent &tre acceptables et prometteurs quant a 1’effet
antioxydant de cette huile, mettent en lumiére son intérét potentiel dans la prévention des

maladies liées au stress oxydatif, notamment pour une huile produite dans le Sud.
Dans la continuité de cette étude, nous suggérons les perspectives suivantes :

> Etendre ce type de recherche & d’autres variétés d’oliviers récemment introduites dans le

Sud, telles que Chemlal, Sigoise, Picual, Ferkani, Manzanilla, Frantoio, Abani et Tablout.

> Evaluer la qualit¢ de ces huiles au moyen d’analyses détaillées de leur composition
biochimique, notamment en acides gras, triglycérides, antioxydants, stérols, dialcools
triterpéniques et stérols totaux, tout en procédant a une analyse compléte des caractéristiques

physico-chimiques et organoleptiques, recommandés par le conseil oléicole international.

» En complément de I’effet antioxydant, il serait pertinent d’explorer d’autres effets
bénéfiques des huiles issues des variétés d’oliviers introduites dans le Sud, tels que leurs

effets anti-inflammatoires, antidiabétiques et anticancéreux.

» Par ailleurs, essayer également des études cliniques, en complément des études biologiques
sur les animaux, afin d’évaluer les effets a long terme de la consommation d'huile d'olive
vierge sur la sant¢ humaine. Ces études pourraient aboutir a 1’¢laboration de
recommandations nutritionnelles précises sur les doses a consommer ou a I’intégration
d’antioxydants naturels, présents dans l'huile d'olive et dans notre alimentation pour

promouvoir la santé et prévenir diverses pathologies.

Enfin, 1'objectif final de ce type d’étude est de produire des huiles de qualité, conformes aux

normes internationales (COI et CODEX), et répondant aux attentes des consommateurs. Cela
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nécessite la maitrise des bonnes pratiques agricoles, en particulier dans le Sud ou les conditions

climatiques sont souvent défavorables.

Ces dernicres années, l'extension de diverses variétés d'oliviers dans ces régions a été
significative. Il serait donc intéressant d’obtenir des huiles de haute qualité (extra vierge) et
d’obtenir des appellations d’origine telles que AOC (Appellation d'Origine Controlée) ou IGP
(Indication Géographique Protégée) pour ces régions, critéres essentiels dans le commerce

international des huiles d'olive.
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Annexe 01 : Caractérisation morphologique de la variété « Rougette de
Mitidja »

La variété "Rougette de la Mitidja" est fréquemment présente dans la plaine de la Mitidja et
sur le piémont de 1'Atlas, a faible altitude. Cette variété est rustique, caractérisée par des fruits
de taille moyenne et allongée, principalement utilisés pour la production d'huile. Le rendement
est estimé entre 18 et 20%, et le taux d'enracinement des boutures herbacées donne un résultat
moyen de 48,30%. La méthode de caractérisation morphologique utilisée dans cette étude suit
les directives établies par le catalogue des variétés algériennes de I'olivier (ITAF, 2023) pour

l'identification primaire des variétés.
1. La feuille

Quatre caracteéres relatifs a la feuille ont été pris en compte, dont trois sont de nature
quantitative et le quatrieme est qualitatif. Ces observations ont été réalisées sur des échantillons
comprenant une quarantaine de feuilles adultes provenant de la partie médiane de 8 a 10 pousses
de l'année. Ces pousses ont été sélectionnées parmi les plus représentatives et situées dans la

partie de 1'arbre orientée vers le sud, a hauteur d'homme
1.1. La forme

Déterminée par :

0,

¢ Le rapport entre longueur (L) et la largeur (1) :
» Elliptique (L/1: <4)
» Elliptique lancéolée (L/1 : 4-6)
» Lancéolée (L/1: > 6)

% Longueur :
» Réduite (<5 cm)
» Moyenne (5-7 cm)
» Elevée (> 7cm)

% Largeur:

» Réduite (< 1cm)

» Moyenne (1- 1,5 cm)

» Elevée (> 1,5 cm)

1.2. Courbure longitudinale du limbe
L’axe longitudinal de la feuille permet de classer le limbe en quatre catégories :

» Epinastique



> Plane
» Hyponastique
> Hélicoidale

2. Le fruit
2.1. Fruit entier

Les caracteres pris en considération sont évalués sur un échantillon de 40 fruits provenant
de la zone médiane des rameaux fructiféeres. Ces fruits sont soigneusement sélectionnés parmi
les plus représentatifs, situés dans la partie de I'arbre orientée vers le sud, en excluant les plus
petits, les plus gros et ceux présentant des malformations. La description du fruit est effectuée
au moment de la fin de la véraison. Pour certains caractéres, deux positions sont prises en
compte : la position "A", ou le fruit présente généralement son asymétrie maximale lorsqu'il est
pris par ses deux extrémités entre 1'index et le pouce, et la position "B", résultant de la rotation

du fruit de 90° afin de tourner la partie la plus développée vers l'observateur.
2.2. Poids

Dans I’hypothése ou chaque variété a été cultivée dans des conditions agronomiques

normales pour sa zone de culture, les catégories suivantes ont été¢ définies :

» Réduite (<2 g)

» Moyen (2-4 g)

» Elevé (4-6 g)

» Trés élevé (> 6 g)

2.3. Forme (en position A)
Déterminée en fonction du rapport entre la longueur (L) et la largeur (1).

» Sphérique (L/1: < 1,25)
» Ovoide (L/1: 1,25-1,45)
» Allongée (L/1: > 1,45)

2.4. Symétrie (en position A)
Déterminée par la correspondance entre ses deux moitié€s longitudinales.
» Symétrique

» Légérement asymétrique
» Asymétrique



2.5. Position du diamétre transversal maximal par rapport au pédoncule (en position

B)

Vers la base (situé vers le pédoncule)
Centrale

Vers le sommet

Sommet (en position A) :

Pointu

Arrondi

Base (en position A) :

Tronquée

Arrondie

YVVVVVVYYYVYYVY

2.6. Mamelon
Ce caracteére du point stylaire du fruit peut étre :

> Absent
> Présent

2.7. Présence de lenticelles

Les caractéres liés aux lenticelles sont évalués lorsque le fruit est complétement
développé mais encore a un stade de couleur verte. Ces formations, discernables a 1'ceil nu,

peuvent étre classifiées comme suit :

> Peu nombreuses
> Nombreuses

2.8. Dimension des lenticelles
Par rapport a d’autres variétés, elles peuvent étre :

> Petites
> Grandes

3. L’endocarpe (noyau)

L'endocarpe représente la partie interne lignifiée du fruit qui assure la protection de la graine
ou de I'amandon, et c'est sur cette partie que les observations structurelles sont effectuées. On
utilise généralement le terme "noyau" pour décrire I'ensemble formé par 1'endocarpe et la graine.

Les caractéres associés a l'endocarpe doivent étre évalués sur I'échantillon mentionné

précédemment, constitu¢ de 40 fruits. Tout comme pour le fruit lui-méme, certaines



caractéristiques sont évaluées en deux positions : la position "A", normalement associée a
'asymétrie maximale ou la suture du carpelle est visible pour l'observateur, et la position "B",
résultant de la rotation de la position "A" de 90° afin de présenter la partie la plus développée a
'observateur. En général, les caracteres de I'endocarpe se révelent étre fortement discriminants

pour l'identification des variétés.

3.1. Poids

Dans I’hypothése ou chaque variété a été cultivée dans des conditions agronomiques normales

pour sa zone de culture, les catégories suivantes ont été définies :

» Réduit (<0,3 g)
» Moyen (0,3- 0.45 g)
» Elevé (> 0,45 g)

3.2. Forme (en position A)
Déterminée en fonction du rapport entre la longueur (L) et la largeur (1) :

» Sphérique (L/1:<1,4)
» Ovoide (L/1: 1,4-1,8)
» Elliptique (L/1: 1,8- 2,2)
> Allongée (L/1:>2,2)

3.3. Symétrie (en position A)
Déterminée par la correspondance entre ses deux moitiés longitudinales :

» Symétrique

» Légeérement asymétrique

» Asymétrique
Position du diametre transversal maximal du noyau par rapport au point d’insertion (en position
B). Selon sa situation, elle peut étre :

» Vers la base (situé vers I’insertion)

> Centrale
> Vers le sommet

3.4. Sommet (en position A)

> Pointu
> Arrondi



3.5. Base (en position A)

» Tronquée
> Pointue
> Arrondie

3.6. Surface (en position B)
En fonction de la profondeur et de I’abondance des sillons fibrovasculaires :

> Lisse
» Rugueuse
> Raboteuse

3.7. Nombre de sillons fibrovasculaires
Observés a partir du point d’insertion du pédoncule

» Réduit (<7 g)

» Moyen (7- 10 g)

» Elevé (> 10 g)

» Extrémité du sommet :

3.8. Mucron

> Sans mucron
> Avec mucron



ROUGETTE DE MITIDJA

Synonymes : pas de synonymes connus

ORIGINE : plaine de Mitidja
DIFFUSION : restreinte
DESTINATION Huile
Arrété du 10 Mai 2007 modifiant
PUBLICATION : et complétant I'arrété du 2 octobre 2006

JORDP N° 01 de 6 janvier 2008

|-CARACTERISTIQUES AGRONOMIQUES ET COMMERCIALES

Rendement en huile :

Précocité :
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Taux de nouaison:
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Figure A : Caractéristiques morphologique de la variété « Rougette de Mitidja » (ITAFYV,

2023).
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Annexe 02 : Analyse des caractéristiques physicochimiques d’huile d’olive
1. L’acidité libre
e Mode opératoire

L'acidité libre, exprimée en pourcentage d'acide oléique, est déterminée comme suit :

- Dissoudre 1g d'huile d'olive dans 50 ml d'éthanol a 95%, préalablement neutralisé.

- Utiliser une solution d'hydroxyde de potassium 0,1N en présence de phénolphtaléine comme
indicateur coloré pour titrer la solution.

- Effectuer la titration sur la solution de 1g d'huile dissoute dans 50 ml d'éthanol & 95%,
préalablement neutralisée.

- La fin du dosage est indiquée par l'apparition d'une couleur légérement rose.

- L'acidité est déterminée par le volume de solution de soude nécessaire au changement de

couleur (ISO 660, 1996).

e Expression des résultats

L’acidité est donnée par 1’équation suivante :

. qe s VxNxM
Acidite =—

0xm

Ou,

V : volume, en millilitres, de la solution titrée d'hydroxyde de sodium éthanoique

utilisée.

- N : normalité exacte, en moles par litre, de la solution titrée de NaOH éthanolique
utilisée.

- M poids molaire, en grammes par mole, de I'acide adopté pour I'expression du résultat

(égale a 282).

m : masse, en grammes, de la prise d'essai.

- Simplification pour ce cas particulier : NxM /10 =1

Calcul de l'indice d'acide : (IA) =A% X2

Ou, A% : représente le pourcentage d'acidité.
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2. Analyse spectrophotométrique dans I’ultra-violet

e Mode opératoire

- Préparation des échantillons : Diluer 0,25 grammes d'huile d'olive dans 25 ml de
cyclohexane (Prolabo). Assurer une homogénéité parfaite en filtrant a une température
ambiante d'environ 30°C jusqu'a ce que les densités optiques (DO) soient inférieures a
1.

- Mesure des absorbances : Utiliser une cuve en quartz pour la lecture des absorbances
par rapport a celles du solvant. Utiliser un spectrophotométre de marque SECOMAM
UV line 9400 (COI, 2015).

e Expression des résultats

Les valeurs sont exprimées comme extinction spécifique notée de fagon conventionnelle par

KA et exprimé comme suit :

Ki=EL/CXS

Ou,

KA : extinction spécifique a la longueur d’onde A.
EX : extinction a la longueur d’onde A.
C : Concentration de la solution en grammes par millilitres (g/100ml).

S : Chemin optique (1cm).

3. Indice de peroxyde (Ip)

e Mode opératoire

- Peser 2 g d'huile avec une précision de 0,001 g dans une fiole.

- Dissoudre les 2 g d'huile dans 10 ml de chloroforme, agiter.

- Ajouter 15 ml d'acide acétique glacial et 1 ml d'iodure de potassium saturé (KI), agiter
pendant 1 minute, puis laisser reposer pendant 5 minutes a 1'abri de la lumicre, a une
température de 15 a 25°C, puis Ajouter 75 ml d'eau distillée.

- Titrer l'iode libéré avec une solution de thiosulfate de sodium [Na2S>0s3] a 0,02N, tout en

agitant vigoureusement.
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- Utiliser quelques gouttes d'empois d'amidon (1 g/100 ml) comme indicateur coloré¢, titrer
jusqu'a la disparition de la couleur.

- Effectuer simultanément un essai a blanc (ISO 3960, 1977).

e Expression des résultats

L’indice de peroxyde, en milliéquivalent d’O2/kg est calculé selon 1’équation suivante :

Ip=""""x 1000

Ou,

- T : normalité de la solution de thiosulfate de sodium (Naz Sz O3)
Vo : volume de thiosulfate versé dans le blanc (en ml)
V : volume de thiosulfate versé dans la prise d’essai (en ml)

m : prise d’essai exprimée en grammes.

4. Indice de saponification

e  Mode opératoire

- Une prise d'essai de deux grammes (2 g) d'huile est introduite dans une fiole contenant 25
ml de potasse alcoolique (0,5 N).

- Le mélange est porté a ébullition sous un réfrigérant a reflux pendant 60 minutes, en agitant
de temps en temps.

- Un titrage a chaud de l'exces de potasse est effectué¢ avec de 1'acide chlorhydrique (0,5 N)
en présence de quelques gouttes de phénolphtaléine, jusqu'a décoloration.

- Un essai a blanc est réalisé dans les mémes conditions (ISO 3657, 1977).

e  Expression des résultats

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

(V0 —V1)x56,1xN

m

Is

Ou,

- Vo : Volume, en millilitres, de la solution d’HCl utilisé pour 1’essai a blanc.
- Vi1: Volume, en millilitres, de la solution d’HCI utilis¢ pour 1’échantillon
- N : Normalité de la solution d’HCI.
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m : la masse, en grammes, de la prise d’essai.
t : la température a laquelle a été effectuée la détermination.

5. La teneur en eau et en matiére volatile (I’humidité)

Mode opératoire

Peser 0,5 g de I'échantillon.

Chaufter 1'échantillon dans une étuve a une température comprise entre 103°C et 105°C
pendant une demi-heure.

Laisser refroidir dans un dessiccateur pendant 1 heure.

Peser une deuxiéme fois I'échantillon.

Répéter 1'opération de chauffage plusieurs fois, avec un temps d'incubation de 30

minutes, jusqu'a I'obtention d'un poids constant.

Expression des résultats

La teneur en eau et en matiere volatile est exprimée en pourcentage, selon l'équation suivante :

Ou,

Eau et matiére Volatile (%) = [(mg-m;) /mg] x 100

mo : la masse en grammes de la prise d'essai avant la dessiccation.
mi : la masse en grammes de la prise aprées la dessiccation.

6. Détermination des phosphatides

e Mode opératoire

Dissoudre 25 g d'huile dans 200 ml d'acétone.

Mettre la solution au réfrigérateur a une température de -4°C pendant deux heures.
Laver les papiers filtres avec de l'acétone, les sécher dans 1'étuve pendant 30 minutes,
puis les placer pendant une heure dans le dessiccateur.

Peser les papiers filtres.

Laver les papiers filtres avec de 1'acétone jusqu'a disparition des corps gras.

Sécher les papiers filtres a 100-105°C dans I'étuve pendant 30 minutes.

Remettre les papiers filtres dans le dessiccateur pendant une heure.

Repeser les deux papiers filtres.
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e Expression des résultats

Les résultats de la teneur en phosphatides sont exprimés en pourcentage, selon la formule

suivante :

Phosphatides (%) = [(P1-P3) / P] x 100

Ou,

- P1:lepoids du filtre avant filtration.
- P2:lepoids du filtre Apres filtration.
- P :lepoids de la prise d’essai.
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Annexe 03 : Analyse quantitative des composés mineurs 1'huile d'olive

1. Dosage des Polyphénols totaux

e Mode opératoire

- Prélever un volume de 0,1 ml de 1'huile d'olive et le mélanger avec 2 ml d'une solution

fraichement préparée de carbonate de sodium a 2%.

- Agiter vigoureusement le mélange a l'aide d'un vortex et incuber pendant 5 minutes.

- Ajouter 100 pl du réactif Folin-Ciocalteu 0,1N au mélange.

- Incuber le mélange obtenu a température ambiante, a I’abri de la lumiére, pendant 30

minutes.

- Mesurer I’absorbance contre un blanc a 1’aide d’un spectrophotométre réglé a 750

nm.

- La lecture de I’absorbance maximale a 750 nm est proportionnelle a la quantité de

composés phénoliques présents dans I'huile d'olive.

- Réaliser une courbe d'étalonnage en paralléle dans les mémes conditions opératoires

en utilisant 1'acide gallique comme contréle positif

2. Détermination de la teneur en caroténoides

e Mode opératoire

- Une prise de 7,5 grammes d'huile est introduite dans une fiole jaugée de 25 ml.

- La fiole est complétée jusqu'au trait de repere avec du cyclohexane.

- L'absorbance de la solution de matiere grasse obtenue est mesurée a 470 nm par rapport

a celle du solvant.

e Expression des résultats

La teneur en caroténoides, exprimée en ppm, est déterminée par la formule suivante :

Caroténe (ppm) = (Ag7 X 25 % 10000) / (2000 % 7.5)

- Ou: Aur:absorbance a470 nm; 7,5 g : poids de I’huile.

3. Détermination de la teneur en chlorophylles

e Mode opératoire
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Une prise d'échantillon d'huile d'olive est prélevée.

L'échantillon est dissous dans un solvant qui est 1'acétone pour extraire les pigments
chlorophylliens.

L'échantillon préparé est analysé a 1'aide d'un spectrophotométre.

Les mesures sont effectuées a trois longueurs d'onde spécifiques : 630 nm, 670 nm et

710 nm.

Expression des résultats

La teneur en chlorophylles est exprimée en ppm. La teneur en chlorophylle est déterminée en

utilisant la relation suivante :

Ou,

Chlorophylles (ppm) = Ag7o — (Aszo + A7) /2

Ae30 : absorbance a 630 nm par rapport a une cuve de référence contenant de
tétrachlorure de carbone.

Ag70 : absorbance a 670 nm.

A710 : absorbance a 710 nm.

L : trajet optique = 1 cm.

0,1086 : coefficient li¢ a I’appareil.

4. Détermination de la teneur en flavonoides totaux

Mode opératoire

Prélever 500 pl d'huile d'olive et dissoudre dans 2 ml d'éthanol ou de méthanol.
Ajouter 150 pl d'une solution de nitrite de sodium (NaNQO) a 15%.

Laisser réagir pendant 6 minutes. Introduire 150 pl de chlorure d'aluminium
(AICI3-6H20) a 10% dans le mélange.

Laisser reposer pendant 6 minutes. Ajouter 2 ml d'hydroxyde de sodium a 4% aux
tubes.

Compléter immédiatement le volume final a 5 ml avec de I'eau distillée.

Aprés 15 minutes, effectuer la lecture a 510 nm contre un blanc a l'aide d'un
spectrophotomeétre.

Réaliser une courbe d'étalonnage en paralléle dans les mémes conditions opératoires

en utilisant la catéchine comme contrdle positif.
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5. Détermination de la teneur en tannins condensés

e Mode opératoire

- Prélever 50 pl d'huile d'olive et ajouter a 1500 ul de la solution vanilline/méthanol
(Masse/volume, 4%).

- Meélanger le contenu a l'aide d'un vortex.

- Ajouter ensuite 750 pl d'acide chlorhydrique concentré (HCI) au mélange.

- Laisser réagir a température ambiante pendant 20 minutes.

- Mesurer I'absorbance a 550 nm contre un blanc a I'aide d'un spectrophotomeétre.

e Expression des résultats

Pour estimer la concentration des tanins en milligrammes équivalents de catéchine par
kilogramme du poids de la matiere seche, une courbe d'étalonnage a été établie. Cette courbe a

été obtenue en utilisant des solutions standards de catéchine avec des concentrations connues



Annexe 04 : Les courbes d’étalonnages

Courbe d’étalonnage y =0,0073x - 0,3165
R2=10,9904
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Figure A : Etalonnage de l'acide gallique en vue du dosage des polyphénols totaux.
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Figure B : Etalonnage de la catéchine pour la quantification des flavonoides
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Figure C : Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des tannins.
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Figure E : La courbe d’étalonnage pour le dosage des protéines.



Annexe 05 : Dosage des paramétres biochimiques selon la fiche technique

Le dosage des paramétres biochimique a été réalisée par des méthodes colorimétriques avec
un analyseur automatis¢ (Mindray BS 240, France) et des kits commerciaux (biosystem et

diasis). Le principe de chaque test a été déterminé selon la fiche technique de cet analyseur.
1. Mesure de la glycémie
e Principe

Le glucose est oxydé sous I’action de la glucose-oxydase (GOD) en acide gluconique et
peroxyde d’hydrogene (H2O2), ce dernier, en présence de peroxyde (POD) oxyde le phénol et
le 4-aminophénasone (chromogene incolore) pour former la quinonéimine, un composé coloré

en rouge violet (Barham et Trinder, 1972) selon les réactions suivantes :

Glucose +O2+H0 —C9P o Acide ghuconique + HzO

2H20: + phénol + 4- aminophénazone GOD Quinonémune + 4H0

L’intensité de la coloration est proportionnelle a la concentration du glucose dans I’échantillon.

e Mode opératoire

Blanc Etalon Echantillon
RT (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (ul) - 1.0 -
Echantillon (ul) - - 10

» On mélange (a I’aide d’un agitateur), on incube pendant10 min a 37°C, ou 15 a 20 min a une

température ambiante.

» Les absorbances des échantillons et de I’étalon sont lues contre le blanc a 505 nm, la coloration

est stable au moins 30 minutes.

e (Calcul de la concentration

La concentration du glucose est calculée par la formule suivante :

[Glucose (g/1)] = (DO échantillon’ DO étalon) x 1g/1 (concentration de I’étalon).




2. Détermination de ’activité de I’aspartate aminotransférase (ASAT)

a) Principe

Ce réactif ASAT/SGOT est basé sur les recommandations de la Fédération Internationale de

Chimie Clinique (I'TFCC) sans phosphate de pyridoxal (Schumann, 2002).

» La série de réactions impliquées dans le systeéme de dosage est la suivante :

b. Oxaloacétate + NADH MDH

a. L-Aspartate + 2-Oxoglutarate AST/GOT
—

Oxaloacetate + L-Glutamate

, Malate + NAD*

c. Echantillon Pyruvate + NADH LDH

» L-Lactate - NAD

a. Le SGOT/ASAT présent dans I'échantillon catalyse le transfert du groupement amine du

L-aspartate au 2-oxoglutarate formant I'oxaloacétate et le L-glutamate.

b. L'oxaloacétate en présence de NADH et de malate déshydrogénase (MDH) est réduit en

L-malate. Dans cette réaction, le NADH est oxydé en NAD. La réaction est surveillée en

mesurant la vitesse de diminution de l'absorbance a 340 nm due a I'oxydation du NADH

en NAD.

c. L'ajout de lactate déshydrogénase (LDH) au réactif est nécessaire pour obtenir une

réduction rapide et complete du pyruvate endogene afin qu'il n'interfére pas avec le

dosage.
b) Mode opératoire

» Meéthode a deux réactifs — substrat

Réactif 1 (tampon) 1,000 ml

Echantillon 0,100 ml
» Meélanger et incuber 5 min. a 37°C. Puis ajouter :

Réactif 2 (substrat) 0,250 ml




>

Mélanger, incuber 1 min. a 37°C, puis mesurer l'absorbance initiale du Etalon et de

I'échantillon par rapport au blanc réactif.

Mesurer le changement d'absorbance exactement aprés 1, 2 et 3 min. Calculer le

changement d'absorbance sur 1 minute (AA/min).

Calcul de la concentration

AA(Ech)/min

ASATIGOT (UIL) = 10 o1 fomin

x C (Cal)

> Ou, C(cal) = concentration de I’Etalon (les Etalons sont calculés automatiquement par

l'instrument)

3. Détermination de ’activité de I’alanine aminotransférase (ALAT)

a) Principe

Ce réactif ALT/GPT est basé sur les recommandations de I'IFCC sans phosphate de pyridoxal
(Schumann, 2002).

» La série de réactions impliquées dans le systéme de dosage est la suivante :

a.

a. L-Alanine + 2-Oxoglutarate ALT/GPT > Pyruvate + L-Glutamate

b. Pyruvate + NADH IDH . [ lactate+ NAD*

c. Echantillon Pyruvate + NADH LDH » L-Lactate + NAD

Le groupement amine est transféré par voie enzymatique par le SGPT/ALAT présent
dans l'échantillon de l'alanine a l'atome de carbone du 2-oxoglutarate donnant du

pyruvate et du L-glutamate.

Le pyruvate est réduit en lactate par la LDH présente dans le réactif avec 1'oxydation
simultanée du NADH en NAD. La réaction est surveillée en mesurant la vitesse de

diminution de l'absorbance a 340 nm due a 'oxydation du NADH.

Le pyruvate de I'échantillon endogeéne est rapidement et complétement réduit par la
LDH pendant la période d'incubation initiale pour éviter les interférences pendant le

dosage.



b) Le mode opératoire

Méthode a deux réactifs — substrat

Réactif 1 (tampon) 1,000 ml

Echantillon 0,100 ml

» Me¢élanger et incuber 5 min. a 37°C. Puis ajouter :

Réactif 2 (substrat) 0,250 ml

» Meélanger, incuber 1 min. a 37°C, puis mesurer l'absorbance initiale du Etalon et de

I'échantillon par rapport au blanc réactif.

» Mesurer le changement d'absorbance exactement aprés 1, 2 et 3 min. Calculer le

changement d'absorbance sur 1 minute (AA/min).

¢) Calcul de la concentration

AA(Ech)/min

ALAT/GPT (U/L) = oo = x C (Cab

> 0Ou, C(cal) = concentration de 1’Etalon (les Etalons sont calculés automatiquement par

l'instrument).

4. Dosage de la bilirubine totale, directe et indirecte
a) Principe

M¢éthode modifiée de (Pearlman et Lee, 1974), dans laquelle un tensioactif est utilisé comme
solubilisant. Le glucuronate de bilirubine réagit directement avec le sel de sulpho-di-azonium
et forme un dérivé coloré azo-bilirubine. L'intensité de la couleur de 1'azo-bilirubine formée.

b) Mode opératoire

Blanc réactif Etalon Echantillon
Réactif de travail 0,500 ml 0,500 ml 0,500 ml
Echantillon - - 0,025 ml
Etalon (Cal) - 0,025 ml -
Eau distillé 0,025 ml - -




» M¢élanger et incuber 5 min. a 37°C.
» Mesurer l'absorbance de I'échantillon A(Ech) et de I'étalon A(Cal) par rapport au blanc
réactif.

¢) Calcul de la concentration

AA(Ech)
AA(Cal)

Bilirubine totale et directe (mg/dl) = x C (Cal)

d) Utilisation du facteur :

Bilirubine totale et directe (mg/dl) = fx AA

e f=facteur = Bilirubine totale =23 a (546-630nm) ; Bilirubine Direct =17 a (546-
630nm)

Bilirubine indirecte (mg/dl) = findirectexAAd indirecte

» Ou:
e findirecte : est le facteur spécifique a la bilirubine indirecte.

e AA indirecte : est la différence d'absorbance associée a la bilirubine indirecte.

5. Dosage du cholestérol
a) Principe

Ce réactif est basé sur la formulation de (Allain et al., 1974) et 1a modification de (Roeschlaub

P, & al. 1974) avec d'autres améliorations pour rendre le réactif stable en solution.

a- Ester de cholesterol + H20 i.. Cholestérol + Acides Gras
. CHE
b- Cholestérol + 02 — Cholest-4-en-3-one + HaO2
c-  2H02+4AAP +Phénol  —EOD__  Colorant Quinonéimine + 4H20
> Ou:

CHE = Cholestérol Estérase
CHO = Cholestérol Oxydase
4AAP = 4-aminoantipyrine
POD = Péroxydase



a. Les esters de cholestérol sont hydrolysés par voie enzymatique par le cholestérol

estérase en cholestérol et acides gras libres.

b. Cholestérol libre, y compris celui présent a 1'origine, puis oxydé par le cholestérol

oxydase en cholest-4-en-3-one et peroxyde d'hydrogene.

c. Le peroxyde dhydrogéne combiné avec la 4-aminoantipyrine pour former un

chromophore (colorant quinonéimine) qui peut étre quantifié¢ a 505 nm.

b) Le mode opératoire

Blanc réactif Etalon (Cal) Echantillon
Réactif de travail 1,000 ml 1,000 ml 1,000 ml
Echantillon - - 0,01 ml
Etalon (Cal) - 0,01 ml -
Eau distillé 0,01 ml - -

» Meélanger et incuber 10 min. a 37°C. Mesurer 'absorbance de 1'échantillon A(kcn) et de

1'étalon A(car) par rapport au blanc réactif.
La coloration est stable pendant une heure.

¢) Calcul de la concentration

AA(Ech)
AA(Cal)

Cholestérol (mg/dl) = x C (Cal)

» Ou : C(cal) = concentration de I’Etalon (les Etalons sont calculés automatiquement par

l'instrument)
6. Dosage des triglycérides (TG)
a) Principe

La série de réactions impliquées dans le systeme de dosage (Cole et al., 1997) est la suivante :



Triglycérides + H;0 —LEL
Glyvcérol + ATP GK
Glycérol-3-phosphate + O;

Glycérol + Acides gras libres
Glvcérol-3-phosphate + ADP

GPO DAP + H;0,

——

H;0:+ 4AAP + 4-Chlorophénol —tOD

——. Quiﬂﬂnéimiﬂﬁ + H]D

Les triglycérides sont hydrolysés par hydrolyse enzymatique par la lipase en acides libres et
en glycérol. Le glycérol est phosphorylé par 1'adénosine triphosphate (ATP) avec le glycérol
kinase (GK) pour produire le glycérol-3-phosphate et 1'adénosine diphosphate (ADP). Le
glycérol-3-phosphate est oxydé en di-hydroxy-acétone phosphate (ADP) par le glycérol
phosphate oxydase produisant du peroxyde d'hydrogéne (H>O>). Dans une réaction colorée de
type Trinder catalysée par la peroxydase, le H>O> réagit avec la 4-aminoantipyrine (4AAP) et
le 4-chlorophénol pour produire un colorant de couleur rouge. L'absorbance de ce colorant est

proportionnelle a la concentration présente dans I'échantillon.

b) Le mode opératoire

Blanc réactif Etalon (Cal) Echantillon
Réactif de travail 1,00 ml 1,00 ml 1,00 ml
Echantillon - - 0,01 ml
Etalon (Cal) - 0,01 ml -
Eau distillé 0,01 ml - -

» Meélanger et incuber 10 min. a 37°C. Mesurer 'absorbance de 1'échantillon A(kcn) et de
I'étalon A(car) par rapport au blanc réactif.
» La coloration est stable pendant une heure.

¢) Calcul de la concentration

AA(Ech)
AA(Cal)

Triglvcérides (mg/dl) = x C (Cal)

» Ou : C(cal) = concentration de I’Etalon (les Etalons sont calculés automatiquement par

l'instrument)



7. Dosage de HDL-c
a) Principe

Les VLDL (Very Low Density Lipoproteins) et les LDL (Low Density Lipoproteins)
sériques ou plasmatiques sont précipités par le phosphotungstate en présence des ions de
magnésium. Aprés €limination par centrifugation du précipité, le surnageant est utilisé¢ pour la
détermination de ’HDL cholestérol (High Density Lipoproteins) (Grove, 1979).

b) Mode opératoire

La précipitation : Dans un tube a centrifugation, on met :

100
R (ul)

Echantillon (ml) 1.0

On mélange bien, on laisse agir pendant 10min a une température ambiante. Apres
centrifugation a 4000 rpm. pendant 20 min ou 12000 rpm. pendant 2min, on collecte les

surnageants.

¢) Calcul de la concentration : La concentration des HDL c'est calculé par la réaction suivante :

[HDL <] (g1) = (DO échantillon/ DO étalon) x 3,2 g/l (concentration de I’étalon)

8. Dosage des LDL-c

La formule de Friedewald (1972) permet de calculer le taux LDL-c selon la formule suivante

LDLc = CT- ((TGS) + HDL¢)

Ou,

» LDL-c: low density lipoprotein cholesterol.
» CT : cholestérol total.

» TG : triglycérides.

» HDLc: high density lipoprotein cholesterol.
1- Dosage des protéines totales

a) Principe



M¢éthode de Biuret (Cornall et al., 1949). Les liaisons peptidiques de la protéine réagissent
avec les ions cuivre II en solution alcaline pour former un complexe d'ions bleu-violet (la
réaction dite du biuret), chaque ion cuivre se complexant avec 5 ou 6 liaisons peptidiques. Le
tartrate est ajouté comme stabilisant tandis que l'iodure est utilis¢é pour empécher I'auto-
réduction du complexe de cuivre alcalin. La couleur formée est proportionnelle a la

concentration en protéines et est mesurée a 546 nm.

b) Le mode opératoire

Blanc réactif Echantillon Etalon (Cal)
Réactif R1 1,00 ml 1,00 ml 1,00 ml
Eau distillé 0,02 ml - -
Echantillon - 0,02 ml -
Etalon (Cal) - - 0,02 ml

» Me¢élanger et incuber pendant 10 minutes (en cas de procédure automatique, incuber
pendant 5 minutes) incubation a I'obscurité.

» L'absorbance de I'échantillon A1 et de 1'étalon (Cal) A2 par rapport au blanc réactif est lue
a un intervalle de 30 minutes.

¢) Calcul de la concentration

Al
Protéine Total (g/dl) = E x C (Cal)

» Ou, C(cal) = concentration de 1’Etalon (les Etalons sont calculés automatiquement par

l'instrument).

9. Dosage de créatinine
a) Principe

La créatinine réagit avec le picrate alcalin pour produire une couleur rougeatre (réaction de
Jaffe), ceci est une réaction non spécifique et est donnée par de nombreuses autres substances.
La spécificité du test a été améliorée par l'introduction d'une méthode cinétique, cependant, les
antibiotiques céphalosporines sont encore des interférents majeurs. L'absorbance de la couleur
jaune orang¢ formée est directement proportionnelle a la concentration en créatinine et est

mesurée photométriquement a 490-510 nm (Myers et al., 2006).



b) Mode opératoire

Blanc réactif Etalon (Cal) Echantillon
Réactif de travail 1,00 ml 1,00 ml 1,00 ml
Echantillon - - 0,100 ml
Etalon (Cal) - 0,100 ml -
Eau distillé 0,100 ml - -

- Bien mélanger et lire l'absorbance initiale (A1) 30 secondes apres le mélange et
'absorbance finale (A2) 60 secondes apres le mélange.

¢) Calcul de la concentration

(AA=A2-Al)

Créatini D) = AA(Ech)/min — AA(BI)/min C(C
réatinine (g/dl) = AA(Cal)/min — AA(BI)/min x C(CaD)

- Ou, C(cal) = concentration de 1’Etalon (les Etalons sont calculés automatiquement par

l'instrument)
10. Dosage d’urée
a) Principe

La méthodologie enzymatique employée dans ce réactif est basée sur la réaction décrite pour
la premiere fois par (Talke et Schubert, 1965). Pour raccourcir et simplifier le dosage. Les
calculs sont basés sur la découverte de (Tiffany ef al, 1972) que la concentration d'urée est

proportionnelle au changement d'absorbance sur un intervalle de temps fixe.

Urée +H,0 —SLPH | oNH, +CO,
NH;. 0 KG+ NADH —Ur25¢ | Glutamate + NAD

a. L'urée est hydrolysée en présence d'eau et d'uréase pour produire de I'ammoniac et du

dioxyde de carbone.



b. En présence de glutamate déshydrogénase (GLDH) et de nicotinamide adénine di-
nucléotide (NADH) réduite, I'ammoniac se combine avec I'-cétoglutarte (a-KG) pour

produire du L-glutamate.

c. La réaction est surveillée en mesurant le taux de diminution de 'absorbance a 340 nm

lorsque le NADH est converti en NAD.
b) Mode opératoire

- Méthode a deux réactifs — substrat

Blanc réactif Etalon Echantillon
Réactif 1 1,000 ml 1,000 ml 1,000 ml
Echantillon - - 0,010 ml
Etalon - 0,010 ml -
Eau distillé 0,010 ml - -

» Meélanger et aprés 5 min. incubation (a 37°C) ajouter :

Réactif 2 0.250 ml 0.250 ml 0.250

» Me¢élanger et mesurer I'absorbance initiale apres 30 sec (A1), démarrer le chronométre
simultanément et relire exactement aprés 1 min (A2). Mesurer par rapport au blanc
réactif.

» Calculer le changement d’absorbance AA(Ech) = (A2—Al) /min.

d) Calcul de la concentration

) AA(Ech) — AA(bI)
Urée (mg/dl) = AA(Cal) — AA(DI) x C (Cal)

- Ou, C(cal) = concentration de 1’Etalon (les Etalons sont calculés automatiquement par

l'instrument)

11.  Dosage d’acide urique

a) Principe



La série de réactions impliquées dans le systéme de dosage (Henry et al., 1974) est la suivante

Acide Urique + O;+ H;0  —Ur25€ _ Ajlantoique + CO; + H;0;

DHBS + 4AAP + 2H;0, Leroxvdase o, . ant quinonéimine + 4H;O

» L'acide urique est oxydé en allantoine par l'uricase avec production de H>O».

» Le peroxyde réagit avec la 4-aminoantipyrine (4-AAP) et le DHBS en présence de
peroxydase pour donner un colorant quinonéimine.

» L'absorbance de ce colorant a 505 nm est proportionnelle a la concentration d'acide
urique dans I'échantillon.

b) Mode Opératoire

- Méthode a deux réactifs — substrat

Blanc réactif Etalon Echantillon
Réactif 1 0,800 ml 0,800 ml 0,800 ml
Echantillon - - 0,020 ml
Etalon - 0,020 ml -
Eau distillé 0,020 ml - -

» Meélanger et aprés 1-5 min. incubation lire 1'absorbance initiale pour le blanc A(bl),

'échantillon A(Ech) et 1'étalon A(Cal). Puis ajouter :

Réactif 2 0.2 ml 0.2 ml 0.2 ml

» Meélanger et aprés 1-2 min. incubation lire I'absorbance du blanc A(bl), de 1'échantillon
A(Ech) et de I'étalon (étalon) A(Cal).

» Calculer I'absorbance résultante comme la différence entre 'absorbance finale et initiale
A= (Afinal-Ainitial ).

¢) Calcul de la concentration

AA(Ech)—AA(bI)
AA(Cal)— AA(bI)

Acide Urigue (uMol/'L) = x C (Cal)

- Ou, C(cal) = concentration de 1’Etalon (les Etalons sont calculés automatiquement par
l'instrument).



Annexe 06 : Dosage des parametres du stress oxydatif

1. Dosage des protéines :
e Mode opératoire

- Ajouter 5 ml de bleu brillant de Coomassie G250 a 0,1 ml de 'homogénat.

- Agiter le mélange pour assurer une homogénéite.

- Laisser le mélange a température ambiante pendant 5 minutes pour stabiliser la couleur.
- Mesurer 'absorbance de I'échantillon a 595 nm.

- Comparer l'absorbance de I'échantillon avec celle du blanc, qui contient la solution de

tampon phosphate a la place de I'homogénat.

- Reporter les valeurs d'absorbance obtenues sur la courbe d'étalonnage établie
préalablement dans des conditions similaires, en utilisant une solution mere d'albumine

bovine sérique (1 mg/ml de BSA) comme standard.

2. Détermination de l1a malondialdéhyde (MDA) :
e Mode opératoire

- Prélever 375 pl de 'homogénat.

- Ajouter 150 pl de solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM pH 7.4).

- Ajouter 375 pl de solution TCA-BHT (TCA 20%, BHT 1%).

- Agiter et centrifuger a 1000 tours/min pendant 10 min.

- Prélever 400 pl de surnageant. Puis ajouter 80 ul d’HCI (0.6 M).

- Ajouter 320 pl de solution Tris-TBA (Tris 26 mM, TBA 120 mM).

- Meélanger et incuber au bain marie a une température de 80°C pendant 10 minutes.

- La densité optique a été enregistrée a A=530 nm. L’ absorbance est proportionnelle a la

quantité¢ de MDA formée, donnant ainsi une évaluation précise des lipides peroxydés.

e Calcul de la concentration



La concentration du MDA est calculée selon la loi de Beer-Lambert (DO = E.C.L) :

Do .10°
e. L. X. Fd

C (nmol /mg protéine) =

Ou,
- C: Concentration de MDA en nmol/mg de protéines.
- DO : Densité optique lue a 530 nm.
- &: Coefficient d’extinction molaire du MDA = 1.56 x 10° M! cm’!
- L : Longueur du trajet optique = 1 cm.
- X Concentration d’échantillon en protéines (mg/ml).
- Fd : Facteur de dilution : Fd = 0.2083.

3. Détermination du taux de glutathion réduit (GSH) :

e Mode opératoire

- Prélever 0,8 ml de I'homogénat.

- Ajouter 0,2 ml de solution d’acide salicylique (0.25%).

- Agiter et laisser pendant 15 minutes dans un bain de glace.

- Centrifuger a 1000 tours/mn pendant 5 mn.

- Prélever 0,5 ml du surnageant.

- Ajouter 1 ml de tampon Tris, pH 9,6.

- Meélanger et ajouter 0,025 ml d’acide 5,5 dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB) a 0,01 M.

- Laisser pendant 5 mn a une température ambiante et lire les densités optiques a 412 nm
contre le blanc.

e Calcul de la concentration

La concentration du glutathion réduit est obtenue par la formule suivante :

DO xL x1.525

131 x 0.8 x 0.5 x mg protéine

GSH (nMol/mg protéine) =




Ou,

- D.O: Densité optique.

- L : Volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation (0.8 ml homogénat
+ 0.2 ml de I’acide salicylique).

- 1,525 : Volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau du
surnageant (0.5 ml surnageant +1 ml Tris + 0.025 ml DTNB).

- 13,1 : Coefficient d’absorbance du groupement —SH a 412 nm.

- 0,8 : Volume de I’homogénat.

- 0,5: Volume du surnageant.

4. Détermination de ’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GSH-Px) :

e Mode opératoire

Prélever 0,2 ml de I'homogénat (surnageant).

Ajouter 0,4 ml de GSH (0,1 mM).

Ajouter 0,2 ml de la solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM pH 7.4.
Incuber au bain marie a 25°C, pendant 5 min.

Ajouter 0,2ml de H202 (1,3 mM) pour initier la réaction, laisser agir pendant 10

minutes.

Ajouter 1 ml de TCA (1%) pour arréter la réaction.
Mettre le mélange dans la glace pendant 30 minutes.
Centrifuger durant 10 minutes a 3000 tours /minutes.
Prélever 0,48 ml du surnageant.

Ajouter 2,2 ml de la solution tampon TBS.

Ajouter 0,32 ml de DTNB (1,0 mM).

M¢élanger et aprés 5 minutes lire les densités optiques a 412 nm.

e Calcul de ’activité enzymatique de la GSH-Px



La détermination de I’activité enzymatique de la GSH-Px se fait a I’aide de la formule

suivante :

GSH-Px (nMol GSH/mg protéine) =

(DO Echantillon - DO Etalon) = 0,04

5

DO Etalon

mg de protéine

Ou,

- DO échantillon : Densité optique de 1’¢échantillon.

- DO étalon : Densité optique de I’étalon.

- 0,04 : Concentration de substrat (GSH).

5. Détermination de ’activité enzymatique de la glutathion S-transférase (GST)

e Mode opératoire

- Préparer un mélange de glutathion (GSH) et 1-chloro-2,4-dinitrobenzéne (CDNB).

- Maintenir la température a 37°C.

- Ajuster le pH a 6,5.

- Ajouter le mélange de GSH et CDNB a I'homogénat contenant les enzymes GST.

- Mesurer la variation de la densité optique a 340 nm pendant une minute, sur une période

de cinq minutes.

- Soustraire la densité optique du blanc (contenant les réactifs sans 1'homogénat) pour

¢liminer I'effet de la conjugaison spontanée du substrat.

- La variation mesurée refleéte spécifiquement l'activité enzymatique de la GST dans les

échantillons, contribuant a la compréhension des processus de conjugaison et de

détoxification dans le métabolisme cellulaire.

Réactifs Blanc (uL) Essai (nL)
Tampon phosphate (0.1M) pH 6.5 850 830
CDNB (0.02M) 50 50
GSH (0.1M) 100 100




Homogénat - 20

Calcul de Pactivité enzymatique de la GST

La concentration de la GST est obtenue par la formule suivante :

(DO Echantillon/min - DO blanc/min)

9.6 x mg de protéine

GST (nMel CDNE /min/mg protéine) =

Ou,
- DO (Echantilon) : Densité optique de 1’échantillon /min.
- DO @ianc) : Densité optique du blanc /min.

- 9.6 : Coefficient d’extinction du GSH-CDNB exprimé en mM'. Cm™.

6. Détermination de I’activité enzymatique de la Catalase (CAT):

e Mode opératoire

Le mode opératoire se déroule selon les étapes présentées dans le tableau suivant :

Réactifs Zéro (uL) Blanc (uL) Essai (uL)
Tampon phosphate (0.1M) pH 7.4 1000 800 780
H,0; (0.5M) 200 200
Homogénat - 20

- Les absorbances sont enregistrées avec un délai de 15 secondes et pendant une période

de mesure de 60 secondes.

e Calcul de ’activité enzymatique de la catalase

L'activité catalytique est calculée en utilisant I'équation suivante :

Ou,

ADO

Activite CAT les d°H20: /min/mg d téi = v oTa
ctivité {(umoles 20z /min/mg de protéine) e x1xX xFd




ADO : Variation de la densité optique par minute.

€ : Coefficient d’extinction d’H202 (0,043 mM 'cm™).

1 : Largeur de la cuve.

X : Quantité de protéines en mg/ml.

Fd : Facteur de dilution pour le H>O; dans la solution tampon.



