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Résumeé

Les composeés phénoliques (CP) de l'olive font pdutirégime méditerranéen connu
pour ses effets bénéfiques sur la santé humaimgétét porté pour ces molécules s’explique
par leurs propriétés antioxydantes.

L'objectif de ce travail est I'étude de quelquespiétés anti-oxydantes des composés
phénoliques totaux extraits de la pulpe d’olive® @} variétéechamlalainsi que d’autres CP
individuels (I'acide caféique (AC), I'acide galligAG), I'acide tannique (AT)). Les activités
obtenues sont comparées a celle de la vitamindg C)v

Les résultats du dosage des CPO, indiguent lassehde cette variété en CP (1633 +
0,16 mg d’équivalent en AG/100 g de pulpe).

Quelgues mécanismes a la base de I'effet antioxydes CPO ont été étudiés. Des
méthodes testant I'activité réductrice ainsi quedpacité de piégeage d’especes radicalaires
(1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl (DPPH) et le peroxyd’hydrogene (kD,)) ont été réalisées.

Les résultats montrent que les CPO présententaivigé@ de réduction du fer (RRBau
= 50,55 + 3,33ug/ml) plus élevée que celle de t&lviLa capacité de piégeage du radical
DPPH par les CPO est supérieure {&£C12,60 + 0,20 g/g de DPPHa celle de la vit C. Il en
est de méme pour l'activité de piégeage dO4+& certaines concentrations.

Ces propriétés antioxydantes des CPO ont été égatetestées sur un modele
cellulaire correspondant aux érythrocytes humatipagiculierement ses membranes.

La protection par les CPO contre 'hémolyse indpige HO, a été étudiée. L'effet
anti-hémolytique des CPO est assez élevBo(¥C86,83 + 5,26 ug/ml), mais resteférieur a
celui de la vit C (IGo= 40,3 = 6,97 ug/ml) sur ce systeme.

Sur le systtme membranaire, les CPO montrent uniit@cprotectrice plus
importante (IGo = 49,27 + 1,91ug/ml) contre la peroxydation lipidiqueluite dans des
conditions de stress oxydatif parn®/FeSQ. Paradoxalement, dans ces essais, la vit C
présente un effet pro-oxydant.

L’oxydation des protéines membranaires, sous Keffie systeme bD,/FeSQ, est
évaluée par électrophorese. Les résultats monteeptrotection conférée par les CPO a
certaines concentrations contre l'oxydation de lapgart des protéines membranaires.
Cependant a de fortes concentrations un effet pydamt est trouvé pour toutes les
substances testées (CPO, AG et vit C).

Pour les différentes activités testées en présdaceit C et des CPO, les résultats
obtenus indiquent qu’il y'a un effet additif dedigités de la vit C et des CPO pour la plupart
des tests utilisés.

En conclusion, le travail mené a permis de mettrestef I'importance des propriétés
antioxydantes des CPO. En effet, les CPO, ont wwg@p important en tant qu’agents
réducteurs et en tant que piégeurs de radicaussliplus que ne le ferait la vit C. Au niveau
cellulaire, ces molécules peuvent assurer la piiotecles constituants membranaires contre
les effets du stress oxydant préservant ainsgljnté membranaire.

Mots clés : Composés phénoliques de I'olivextraction / stressoxydant/ DPPH/ H,0,/
erythrocytes membrane érythrocytaire/ électrophorése



Abstract

The phenolic compounds (CP) of olive make parthefMediterranean diet known for
its beneficial effects on human health. Interestied to these molecules is explained by their
antioxidant properties.

The purpose of this work was to study some aidax properties of the total
phenolic compounds extracted from olive pulp (CR®xhamlal variety as well as other
individual CP (caffeic acid (CA), gallic acid (GAgnnic acid (TA)). The activities obtained
are compared with that of the vitamin C (vit C).

Result of quantification of the CPO indicates riebs of this variety in CP (1633 +
0.16 mg of GA equivalent /100 g of pulp).

Some mechanisms at the base of the antioxidantteffiethe CPO were studied.
Methods testing the reducing activity as well as ¢hpacity of trapping radical species (1,1-
diphényl-2-picrylhydrazyl (DPPH) and hydrogen pedax(H,O,)) were applied.

The results show that the CP show a reducing p@dieysay = 50.55 + 3.33 pg/ml)
present the higher activity of the reduction ohitban that vit C. The scavenging capacity of
radical DPPH by the CPO (k& 12.60 + 0.20 g/g de DPPHSs higher than that of vit C, in
the same way, for scavenging activity of hydrogerogide at some concentrations.

These antioxidant properties of the CPO were aésiet on a cellular model
corresponding to the human erythrocytes and matepkarly the erythrocyte membranes.

The protection by CPO against hemolysis inducedify, was studied. The results
show that all the substances tested exhibit arhamtiolytic activity. The anti-haemolytic
effect of the CPO is rather high @€= 86.83 + 5.26 pug/ml), but remains lower than thiat
vit C (IC50=40.3 £ 6.97 pg/ml) on this system.

On the membrane system, the CPO show the highetgicpive activity (1Go =49,27
+ 1,91pug/ml) against lipid peroxidation induced aonditions of oxidative stress by
H.O./FeSQ However, in these tests, vit C presents a proatiéffect.

The oxidation of membrane proteins induced bPHeSQ system is evaluated by
electrophoresis. The result show the protectionfaroed by the CPO with some
concentrations against oxidation of the majoritynedmbrane proteins. However with high
concentration, pro-oxidant effect is found fortak substances tested (CPO, AG and vit C).

For the various activities tested in the presericat® and CPO, the Results obtained
indicate that there is an additive effect of thavéttes of vit C and CPO for the majority of
the tests used.

In conclusion, undertaken work has allowed to ulerthe importance of the
antioxidant properties of the CPO. Indeed the CR&@eha significant capacity as reducing
agents and as free radical scavenging more thad wibuld do it. At the cellular level, these
molecules can ensure the protection of membranepgoents against the effects of the
oxidative stress thus preserving the membranerityeg

Key words: olive phenolicé extraction/ oxidative stress DPPH/ H,O,/ erythrocyte/
erythrocyte membrang electrophoresis
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Introduction générale

La santé publique se préoccupe comme jamais awgdrdes effets préjudiciables de
la préparation industrielle des aliments, de I'emnpkcessif des conservateurs et des additifs
alimentaires qui sont, de plus en plus manifestes.

Les produits naturels connaissent, depuis quelgoeges, une montée en popularité et
sont le sujet de plusieurs recherchésant entre autre a développer de nouveaux psoduit
thérapeutiques contre les maladies qui demeureoreisans traitements ainsi que pour palier
a I'’émergence de la résistance aux traitementsedégéant comme les antibiotiques. En outre,
ces produits naturels pourraient avoir des apmpiicat dans le domaine agro-alimentaire
comme alternative a I'utilisation de conservateaird’additifs alimentaires synthétiques.

Les multiples atouts santé des fruits et légumes B&s a leur richesse en certains
micronutriments dont les antioxydants qui appaesissle plus en plus clairement comme
essentiels au bon fonctionnement de notre organiemée protégeant contre plusieurs
maladies

La classe de micronutriments la plus importanteesmpond aux composés connus
sous le nom de polyphénols ou composés phénoligiess.composés sont les antioxydants
les plus abondants dans notre alimentation. En mmeyel a 2 g de polyphénols sont
consommes par jour. Ces molécules végétales saguiideen plus étudiées et leurs bénéfices
santé sont clairement admis.

Chez 'nomme, de nombreuses situations physiopagicpies sont associées a une
production accrue d'especes réactives de I'oxyd&fR) tels que les radicaux hydroxyles.
Lorsque la production d’ERO est trop importante pamle de situation de stress oxydant,
situation que les chercheurs impliquent dans lapgiu des maladies humaines. Les
antioxydants alimentaires dont les polyphénols rfzaent donc étre des molécules candidates
pour la prévention ou le traitement de ces pathetoliges au stress oxydant.

Dans ce travall, il est question de mettre en éwiddes propriétés anti-oxydantes que
pourraient avoir spécifiguement les composés plrcued de la pulpe d’olive (CPO) variété
chamlal

Le patrimoine oléicole en Algérie constitue 195 $@@tares avec une production de
179 978 tonnes d’olives et 27 837 tonnes de I'hdiibdive.

Le choix de la variétéhamlal s’explique par sa prépondérance ; elle représtife
du verger oléicole algérien. Variété vigoureusekdbylie, particulierement réputée pour la
qualité et les propriétés de son huile, la varséi@mlaldonne de 14 a 18 litres/quintal. Cette
étude s’inscrit en effet dans un cadre de valaosate ce patrimoine oléicole.

Ce travail a consisté dans un premier temps efrdietion des polyphénols totaux de
la pulpe d’olive ainsi que la détermination de leancentration.

Plusieurs méthodes ont été, par la suite, utiliséesvus de tester l'activité
antioxydante de ces polyphénols. Des méthodes ghéusi testant I'activité réductrice et
I'activité de piégeage de certaines espéeces railiealont été appliquées. D’autres tests ont
éte réalisésin vitro sur les érythrocytes humains pris comme modeléulage pour
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I'évaluation de la protection conférée par les roolés testées contre la mort cellulaire

induite par une situation de stress oxydatif ptialaent définie. D’'autres essais ont été
effectués sur un systeme membranaire corresporddd@mtmembrane érythrocytaire ou la

protection contre I'oxydation des lipides et dest@ines membranaires, par ces molécules
phénoliques, a été évaluée.

Au cours de tous ces essais, la vitamine C (vite&) prise comme référence par
rapport a son activité anti-oxydante. Des essaig|ls sont ajoutés les CPO a la vit C ont
éte evalués afin de déterminer le type d’effet ififdou synergique) qui ressort suite a leur
association.
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|-Caractéristiques générales des composés phénolepi

1.1 Classification et structure des composés phéergles

1.1.1 Les principaux groupes de composés phénolique
Les composés phénoliques (CP) forment un tres \veaastemble de substances dont

plus de 8000 sont connues (WILLIAMSON et MANACH, ). Ils sont les produits du
métabolisme secondaire des végétaux et sont disfiblans tous les organes de la plante
(APAK etal., 2007).

lls sont caractérisés par la présence dans leuctste d’au moins un noyau
benzénique auquel est directement lié au moinsroupg hydroxyle, libre ou engagé dans
une autre fonction : éther, ester, ou hétérosidd\NPIQUE et BARUAH, 2002).

Les polyphénols (PP) présentent plusieurs foncti@mseffet ils interviennent dans
certains aspects physiologiques de la plante fiation, régulation de la croissance,
interaction avec certains micro-organismes) damstefaction de la plante avec son
environnement biologique et physique (résistance eayonnements ultraviolets (UV),
défense contre les pathogénes) (DANIElaket 1999 ; LOGAN efal., 2006 ; TREUTTER,
2006).

En outre les PP contribuent également aux crideegualité des produits alimentaires
(couleur, astringence, amertume, qualités nutmigdiles et sensoriellesetc) (DAVIS etal.,
1997 ; DREWNOWSKI et GOMEZ-CARNEROS, 2000 ; O'CONNEet FOX, 2001 ;
MISNAWI et al., 2004 ; LESSCHAEVE et NOBLE, 2005 ; PREYSakt 2006).

Le réle des PP dans la protection de 'lhomme wissale certaines maladies en raison
particulierement de leurs propriétés anti-oxydanéss également bien étudié (KURODA et
HARA, 1999 ; STOCLET etl., 2004 ; SIGNORELLI et GHIDONI, 2005 ; HAN «ll.,
2007 ; RAWEL et KULLING, 2007 ; RUSSO, 2007 ; XIA@al., 2007).

Ainsi, les PP peuvent étre divisés en une dizaiaecldsses en fonction de leur
structure de base relative au nombre et a la pasities groupements hydroxyles et
méthoxyles sur le squelette de base. lls s’étendiembolécules simples telles que les acides
phénoliques, aux composeés fortement polymeériskssqte les tannins.

* Les acides phénoliques

Les acides phénoliqgues englobent les acides hydemapiques et les acides
hydroxycinnamiques (FRANK, 2004) (figure 1).

Les acides hydroxybenzoiques se présentent some fiilore, estérifiée ou glycosylée
(FRANK, 2004). Ils ne se trouvent que dans un patinbre de plantes et I'acide gallique
étant I'acide hydroxybenzoique le plus répandu.

Les acides hydroxycinnamiques sont les acidesghiggies les plus communs. lls sont
rencontrés notamment sous leur forme glycosylée esiérifiée par l'acide quinique,
shikimique et tartarique (CLIFFORD, 2000).
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L’acide caféique sous sa forme libre ou estérifiéastitue I'acide phénolique le plus
abondant et représente 75% des acides hydroxycignamtotaux contenus dans la plupart
des fruits. L’acide caféique et I'acide quiniquesencombinant forment I'acide chlorogénique
(KING et YOUNG, 1999).

COOH
COOH S
R1 R1
R2 R4 R2 R4
R3 R3
Acides Hydroxybenzoiques Acides Hydroxycinnamiques

R1=H, R2=R3=R4=0H : gide gallique
R1=R4=0H, R2=R3=0OHAcide gentisique R1=R2=R4=H, R3=0H Acide p-Coumarique
R1=0OH, R2=R3=R4=H Acide salicylique R1=R4=H, R2=R3=0H Acide caféique
R1=R2=R4=H, R3=0H Acide p-(OH)-benzoique R1=R2=H, R4=0OCH3, R3=OHAcide Ferulique
R1=R4=H, R2=R3=0HAcide syringique R1=H, R2=R4=0CH3, R3=OHAcide Sinapique

R1=R4=H, R3=0H; R2=0CH3: @de vanillique
Figure 1 : Structures chimiques des acides phénoligs (DICKO etal., 2006).

* Les flavonoides

Les flavonoides appartiennent a la classe la glosdante des CP. En 1999, plus de
6400 flavonoides difféerents ont eété identifies (FRBG® et ANTOLOVICH, 1997 ;
TAPIERO etal., 2002). Cette abondance peut étre expliquée parstence de nombreux
modeles de substitution dans lesquels les substiyaimaires (par exemple, hydroxyle,
methoxyle, ou groupes glycosyliques) peuvent euriagparfois étre substitués, aboutissant
a des structures fortement complexes (CHEYNIERB2GBIROTTI-CHANU, 2006).

Les flavonoides peuvent étre subdivisés en soussedasur la base du degré
d’hydroxylation et le type de liaison du noyau asatimque au noyau hétérocyclique
(BEECHER, 2003 ; MARFAK, 2003). Les différentes salasses se différencient davantage
selon le nombre et la nature des substituantsali&scycles aromatiques (BEECHER, 2003 ;
FRANK, 2004 ; GIROTTI-CHANU, 2006 ; MOHAMMEDI, 2006

On distingue les flavones, les flavanols (cated)inkes flavonols, les flavanones, les
isoflavones et les anthocyanidines (figure 2).

* Les stilbénes
Les Stilbénes sont structurellement caractérisés lgpgrésence d'un noyau 1,2-
diphényléthyléne avec des substituants hydroxyledesnoyau aromatique. lls existent sous
forme de monomeéres et d’oligoméres. Le composéue gpnnu est le résveratrol, possédant
un squelette trihydroxystilbéne (ROUPEakt 2006).
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Flavonols Ry

R2=0H; R1=R3=H Kaempferol
R1=R2=0H; R3=HQuercetine
R1=R2=R3=0HMyricetine

Flavanones

R1=H ; R2=0H Naringenine
R1=R2= OH Eriodictyol
R1=OH; R2=0CH3Hesperetine

Flavones

HO O |I
OH O

R1=H ; R2=0OH Apigénine
R1=R2= OH :Lutéoline

Isoflavones

R1=H :Daidzeine
R1= OH :Genisteine

R1= R2=OH ; R3=HCatechines
R1=R2=R3= OH Gallocatechine

Anthocyanidins
I,
+
HO g R,
Z“~OH
OH

R1=R2=H :Pelargonidine
R1= OH; R2=H Cyanidine
R1=R2=0OH:Delphinidine
R1=0CH3; R2=0OHPetunidine
R1=R2=0CH3Malvidine

Figure 2 : Structures chimiques des flavonoides (MNACH et al., 2004).

* Les tannins

Il est classique de distinguer deux grands grodeetannins différents a la fois par
leur réactivité chimique et par leur compositioles tannins hydrolysables et les tannins

condensés (figure 3)(CHUNG ait, 1998 ; HASLAM, 2007).

Les tannins hydrolysables sont caractérisés ptitlgu’ils peuvent étre dégradés par
hydrolyse chimique (alcaline ou acide) ou enzymegidqCe sont des esters d'oses et d’acides
phénoliques (acides gallique ou ellagique). llduant les gallotannins et les ellagitannins.

Les tannins condensés sont des oligomeres ou dgséres de flavane-3-ols.
Contrairement aux tannins hydrolysables, ils sddistants & I'hydrolyse et seules des
attaques chimiques fortes permettent de les dégradesi, par traitement acide chaud ils se

transforment en pigments rouges et, pour cetsamaies formes dimeres et oligomeres sont
dénommeées « proanthocyanidines » (DIXONalgt2005).

Par la formation de complexes avec les protéines, thnnins condensés sont
responsables du caractére astringent des fruitle®toissons ainsi que de I'amertume du
chocolat. Certains effets physiologiques chez ttali(croissance) sont dus également a ces
interactions (HAGERMAN eBUTLER, 1981 ; AERTS edl., 1999 ; COSME edl., 2008).
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Tannins

Tannins hydrolysables Tannins condensés

j oR OH o - H (OH
— HO. : koW
F{'J./ ( | s 4 WO | o .. ol
) o OR MO 'i!:"r L . i -. = O
(] . '-.:_J_ -0 )
. ; . oy
|

HD e OH G oM
OH

Gallotannins Ellagitannins

Figure 3 : Les différentes classes de tannins ( KkNBABAEE et VAN REE, 2001).

* Les lignanes et lignines

Les lignanes proviennent de la condensation isitil@ deux molécules phénoliques de
type monolignol comme l'alcool coniféryligue. Diees oxydations, réductions ou
alkylations conduisent ensuite aux lignanes présehez les végétaux (sécoisolaricirésinol,
pinorésinol, matairésinol) ( AURA, 2005).

Les lignines, structuralement liées aux lignanest aussi parti des CP. lIs résultent de
la polymérisation de trois monolignols, les alcoodsnarylique, coniférylique et sinapylique
(BEGUM etal., 2004).

D’un point de vue fonctionnel, la lignine confeneeurégidité a la paroi et empéche la
dégradation des polysaccharides pariétaux, deitcell@agit comme ligne de défense contre
les pathogenes, insectes et autres herbivores (HATFet VERMERRIS, 2001).

D’autres classes de CP existent telles que les aones, les sécoiridoides, les
diferuloylmethanes ou curcumines (OJALA, 2001 ; RYétal., 2002).

1.1.2 Les propriétés des composés phénoliques

» Piegeage des radicaux libres
La fonction phénol a un caractere plus acide gseidgres groupements alcools. Elle
perd facilement un proton H+ pour former I'ion pb&te. La perte d’'un hydrogene (proton +
électron) engendre la formation d'un radical foréen stabilisé par mésomérie. Cette
réactivité chimique confere aux CP leur caractargogydant (FERREIRA etl., 2007 ;
WANG etal., 2008).

» Chélation des ions métalliques
Les PP présentent la capacité de fixer des iorigdsition tels que le fer et le cuivre.
lIs peuvent de cette maniére inhiber la généraliesm radicaux libres (RL) par la réaction de
Fanton (ANGHILERI et THOUVENOT, 2000 ; EBRAHIMZADEIdtal., 2008).
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» Complexation moléculaire
Le noyau phénolique est une unité tres favoralliataraction avec les protéines. Les
interactions peuvent étre covalentes ou non cotede(PAPADOPOULOU et FRAZIER,
2004 ; PRIGENT, 2005).
Ces interactions sont, a titre d'exemple, a I'nggie la sensation d'astringence, lors de
I'interaction avec les protéines salivaires riceasproline (LUCK efal., 1994 ; BENNICK,
2002), et I'inhibition de certaines enzymes.

» Complexation polyphénols-polyphénols
Ces interactions sont a la base de I'un des méuasides plus importants de la
stabilisation des couleurs naturelles expriméeslgsmanthocyanes : la co-pigmentation. Ce
phénomene implique principalement les formes cekmdes anthocyanes et certains PP tels
que les acides hydroxycinnamiques, les flavondssetlavonols (co-pigments) (DANGLES
et BDROUILLARD, 1992 ; REIN, 2005 ; GONZALEZ-PARAM3 etal., 2006).

1.1.3 L’alimentation et les polyphénols
Plusieurs études épidémiologiques sont en faveubldudes PP dans I'alimentation

de part leur capacité a prévenir l'incidence deedies maladies (ARTS et HOLLMAN,
2005 ; SCALBERT etal., 2005). Toutes les plantes renferment des CP rdt aoce titre,
sources potentielles d’antioxydants (OWEN, GIACOS®JLL, HAUBNER, WURTELE et
al., 2000 ; BALASUNDRAM etal., 2006 ;DIMITRIOS, 2006).

Les principales sources alimentaires des CP sanfrlits et Iégumes, les boissons
(thé, café, jus de fruits), les céréales et lesngsaoléagineuses. Les fruits et légumes
contribuent environ pour moitié a notre apport &) Ies boissons telles que les jus de fruits,
et surtout le café et le thé en apportent le rflSBREWNOWSKI et GOMEZ-CARNEROS,
2000 ; WOLLGAST et ANKLAM, 2000 ; CIESLIK edl., 2006 ; FARAH et DONANGELO,
2006 ; NACZK et SHAHIDI, 2006).

Le tableau | donne quelques sources alimentairesmiains groupes de CP

1.1.4 La disponibilité biologique des composés phéligues

Les propriétés biologiques des PP dépendent de deponibilité biologique
(SCALBERT et WILLIAMSON, 2000). Il ya eu des ava®s ces dernieres années
concernant I'absorption et le métabolisme des PR ,est évident que la plupart des classes
en sont absorbées suffisamment pour offrir desilpitsss intéressantes d'exercer des effets
biologiques (WILLIAMSON et MANACH, 2005).

La premiere cause déterminante de la disponibilidogique d’'un PP, administré par
voie orale, est I'ampleur de son absorption paalgus gastro-intestinal (DE BOER, 2007).

Le taux d’absorption intestinale est déterminé lpastructure des PP qui dépend des
facteurs comme le degré de glycosylation/acylatieur, structure, le poids moléculaire (PM),
le degré de polymérisation et de leur solubilit€ARBERT et WILLIAMSON, 2000).
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Tableau I: La distribution de certains polyphénolsdans les aliments
(KING et YOUNG, 1999).

Les composés phénoliques Sources alimentaires

Flavonols:quercétine,kaempferol,myricetine,Fistin®live, oignon, laitue, choux
pomme, chicorée, thé ver
banane, tomate, ciboulette

—

Flavonols: Apigenine, Lutéoline Olives, céleri,
Flavanols: Catechine, Epicatechine Poire, thé, pommes...
Isoflavones Genisteine, Daidzeine Soja, tofu,

Acides hydroxycinnamiques acide caféique, myrtille, cerise, poire, pomme
ferulique, chlorogénique haricots de collée, jus de
cerise et de pomme, Kiwi,
prune, aubergine, pomme de
terre, épinards.
Acide hydroxybenzoiques acide gallique etFramboise, fraise, jus de raisin,

ellargique mare, cassis

Tannins condensé  catéchine, polymérgRaisin, fraise, framboise, noix,

d’épicatechine prune, péche, chocolat, vin
rouge, thé, café, cidre

Stilbénes resveratrol Arachides, raisin

Les aglycones peuvent étre absorbés par l'intgséle. Cependant, la plupart des PP
existent dans les produits alimentaires sous faratemment de glycosides ou de polymeéres
qui ne peuvent pas étre absorbés sous leur forrtigen&es substances doivent étre
hydrolysées par les enzymes intestinales telleslajBeglucosidase et la lactase phlorizine
hydrolase (LPH) (MANACH eal., 2004; DE BOER, 2007).

Une fois absorbés, les PP sont soumis a trois ipdales types de réactions de
conjugaison : méthylation, sulfatation et glucudation, réactions catalysées par plusieurs
enzymes et ceci au niveau de plusieurs tissuscphgtiement le foie (SCALBERT et
WILLIAMSON, 2000).

La flore microbienne du colon joue égalementale critigue dans le métabolisme
des CP (WILLIAMSON et MANACH, 2005) qui ne sont pabsorbés dans I'estomac ou
dans lintestin gréle et ceux subissant le cycletémmépatique (SCALBERT et
WILLIAMSON, 2000 ; MANACH etal., 2004 ; SILBERBERG dil., 2006). Les métabolites
des PP peuvent suivre deux voies d’excrétion aisakovoie biliaire et la voie urinaire
(MANACH et al., 2004).
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1.1.5 Méthodes d’extraction et d’analyse des compés phénoliques
1.1.5.1 Méthodes d’extraction
Le processus d’extraction correspond a la libénaties CP a partir généralement des

structures vacuolaires et leur diffusion, apresurgdes tissus, vers le milieu d’extraction.

L’extraction des CP est une procédure assez difen raison de leur grande diversité
structurale, ainsi que leur sensibilité aux modiilcns chimiques, sous l'effet de la
température, I'air et la lumiére, et aux modifioas enzymatiques (NACZK et SHAHIDI,
2004).

« L'extraction par solvant

Les CP sont traditionnellement extraits par solveatméthanol, I'éthanol, I'acétone,
'eau, l'acétate éthylique et, a un moindre degréptopanol, et leurs mélanges sont les
solvants les plus fréquemment utilisés pour I'etiva des CP (NACZK et SHAHIDI, 2004).

Plusieurs facteurs influencent I'extraction des & Partir de la matiére végétale tels
que le type et le volume du solvant utilisé, ldl@éaies particules de I'échantillon, le temps
d’extraction, les conditions de stockage de I'étiian, le pH et la température (NACZK et
SHAHIDI, 2004).

L’extraction par solvant offre un bon rendement @R, cependant leur grande
utilisation poserait des problemes de santé publiqu

A Tl'heure actuelle, nombre de méthodes alternatiééimminant ou réduisant
significativement leur utilisation et qui introdeig une certaine forme d'énergie additionnelle
au processus afin de faciliter le transfert dedytgema partir de I'échantillon vers le solvant,
sont mises en ceuvre (TSAO et DENG, 2004).

e L’extraction en phase solide
L’extraction en phase solide (SPE) est employéer modraire et concentrer des
analytes a partir d'une matrice liquide en divislee® composés entre une phase solide et
liquide (BENDINI etal., 2003).
C’est une technique simple, rapide et économiqueédtit significativement le
volume de solvant utilisé. La SPE est égalemerisé# pour la purification et la pré-
concentration de composeés vu la sélectivité destdmhnt (TSAO et DENG, 2004).

» L’extraction ultrasonique

Les méthodes d’extractions ultrasoniques assigsieegté employées pour un grand
nombre de matiere végétale (PRIEGO-CAPOTHRIgt2004 ; USAQUEN-CASTRO .,
2006). Elle tire ses avantages de la haute tempérgtjui augmente la solubilité et la
diffusion) et de pression (qui favorise le transpairla pénétration) appliquées a l'interface
entre la solution de solvant qui est soumise aelgie ultrasonique et une matrice solide.
Combinée avec I'énergie oxydative des radicauxscdigant la sonolyse, la méthode donne
un puissant pouvoir d’extraction.
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» L’extraction assistée par micro-ondes

L'extraction assistée par micro-ondes (MAE) est ueehnique qui combine
I'utilisation des solvants traditionnels et les cmirondes. Elle consiste a chauffer le solvant,
ayant une bonne polarité, en contact avec I'édlmnmtu moyen de I'énergie des micro-ondes.
Ce qui augmenterait la pénétration du solvant d@anmatrice, permettant la dissolution des
composés a extraire (LETELLIER et BUDZINSKI, 199dUDAIB etal., 2003).

La MAE comparée a l'extraction conventionnelle psolvant, offre beaucoup
d’avantages a savoir un temps d’extraction plustcatilisation plus faible de solvant, bonne

reproductibilité et une plus grande efficacité dfagtion (TSAO et DENG, 2004).

e L’extraction par fluide supercritique

L’extraction par fluide supercritique (SFE) utilisertains gaz, tels que le dioxyde de
carbone (C®@ qui peuvent étre liquéfiés a un état appelé dusdpercritique (YRIONEN,
2004). Les caractéristiques d'un tel gaz, combinesitpropriétés d’un liquide et d'un gaz,
aident le fluide a diffuser vers la matrice et awices aux composeés a extraire (TSAO et
DENG, 2004).

L’avantage de la SFE réside dans le fait que le &ant un gaz chimiquement inactif,
présente une faible toxicité. En outre, elle misienies processus de dégradation dus a l'air, a
la lumiere et a la température. Cependant la SKEe nene technique fortement colteuse
(PANSERA etal., 2004 ).

» L’extraction liquide sous pression
L’extraction liquide sous pression (PLE) fonctiorswevant le principe de I'extraction
avec des liquides surchauffés et a de hautes pmsssCeci augmente la solubilité et la
diffusion de I'analyte dans le solvant et condui aupture des interactions entre la matrice et
le soluté a extraire, accélérant de cette manéepedcessus d’extraction.
La PLE offre également la possibilité de réalibextraction dans une atmosphere
inerte a I'abri de la lumiére, réduisant de lasdtes phénomeénes de photo-oxydation.

1.1.5.2 Méthodes de quantification
Il n’existe aucune méthode permettant de doseralgare satisfaisante et simultanée

'ensemble des CP présents dans un extrait végeétalpurifie. Néanmoins, une estimation
rapide (et souvent tres fortement sur-évaluéeadereur en phénols totaux peut étre obtenue
par différentes méthodes.

La quantification par la méthode de Folin est laspltilisée pour I'estimation du taux
des phénols totaux. Cette méthode tres sensible peai spécifique car beaucoup d’autres
composes réducteurs peuvent interférer, en padididcide ascorbique.

Lorsqu’'un CP est tres fortement majoritaire dansnatériel végétal donné, on peut
alors avoir une estimation approximative rapiddadéeneur du matériel a partir du spectre
d’absorption (en UV ou dans le visible) de I'extrgiobal. Le dosage par chromatographie
liquide haute performance (HPLC) est égalemenis@gPIRISI etal., 1997 ; ROGINSKY
et LISSI, 2005).
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1.1.5.3 Méthodes de fractionnement et d’identificabn
Différents types d’hydrolyse (alcaline, acide ouzymatique par des estérases ou des

béta glucosidases) ont permis d’apporter des itiditaprécieuses sur les liaisons chimiques
associant les différentes molécules formant un @. rCes approches sont cependant trés
insuffisantes pour élucider la structure fine de cemposés et on fait donc appel a d’autres
techniques analytiques comme les séparations chognaghiques sur papier, sur couches
minces ou sur colonnes qui ont été largement dppékes pour I'analyse des CP.

Des méthodes plus performantes telles que I'HPlaCcHromatographie gazeuse
(LIBERATORE etal., 2001 ; SAITTA etal.,, 2002), la résonance magnétique nucléaire
(BIANCO et al, 1999; RYAN, ROBARDS, PRENZLER etl., 1999) ainsi que
I'électrophorese capillaire (BONOLI e&l., 2003 ; ARRAEZ-ROMAN etal., 2006 ;
CARRASCO-PANCORBO etal.,, 2006 ; ARRAEZ-ROMAN etal., 2007 ; GOMEZ-
ROMERO, ARRAEZ-ROMAN, MORENO-TORRES eal.,, 2007; GOMEZ-ROMERO,
ARRAEZ-ROMAN, SEGURA-CARRETERO etal.,, 2007) sont les plus utilisées
actuellement dans un but de séparation et d’ideatibn.

Le couplage de ces techniques a différents détecfda détection UV a une longueur
d'onde fixe, la détection a barrette de diodes,d&tection fluorimétrique...) s’avere
déterminant, améliore davantage leur sensibilitéeet résolution. Ces techniques peuvent
étre couplées également a la spectrométrie de neaddaldi-Tof-MS (ANGEROSA eal.,
1995 ; TASIOULA-MARGARI et OKOGERI, 2001 ; TAN atl., 2003 ; REED eaél., 2005 ;
RIOS etal., 2005).

lI- Les composés phénoliques de l'olive

2.1 Caractéristiques biologiques de l'olivier et déolive
2.1.1 L’olivier
L’olivier est un arbre de taille moyenne, comprésgre 4 et 8 métres de hauteur suivant

les variétés, il est qualifié de séculaire, sa émitg et sa productivité dépassant la centaine
d'années (VILLEMUR et DOSBA, 1997).

La superficie mondiale des oliviers est estiméeeeehi,2 et 11, 50 millions d’hectares
(AFIDOL, 2009). Sur la compagne 2009/2010, le m#wvinel annoncé par le Conselil
Oléicole International fait état d’'une productioromdiale en I'huile d'olive de 2 861 500
tonnes et en olives de table de 2 088 000 (AFIDZDIOY).

L'olivier appartient au genre Olea ; de la familts Oleaceae (RYAN et., 2002), il est
constitué de plusieurs especes dolea. europaed.

2.1.2 Les caractéristiques du fruit : I'olive
Au plan botanique, l'olive est une drupe. Elle estucturellement composée de

différentes parties, a savoir I'épicarpe, le mégoeaet I'endocarpe (figure 4). Ce dernier
contient la graine, composée de tégument, de Fadbuet de I'embryon (BRESCIA ai.,
2007).
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Epicarpe
Meésocarpe

Endocarpe

Figure 4 : Les difféerentes parties composant I'olig (BRESCIA etal., 2007).

2.2 Les composes phénoliques de l'olive et de sesduits dérivés
L'olive ainsi que ses produits dérivés (olives d@blé, huile dolive, margines)

constituent une source d'une valeur inestimablecdmposés naturels divers avec des
bioactivités importantes (SAIJA et UCCELLA, 200DWEN etal., 2003 ; ZAFRA efal.,
2006 ; KHOUFI etl., 2008).

Ces composés correspondent particulierement auloxgdants tels que, les
tocophérols, les caroténoides, les stérols et Rs@&s derniers correspondent a plusieurs
molécules d’'une grande diversité structurale ettionnelle (OWEN, MIER egl., 2000 ;
BACCOURI etal., 2008).

Les CP de I'olive sont des composés hydroxyaromeasiceubstitués, qui peuvent étre
simples, s’agissant de molécules de faible PM, ampiexes, lies a une partie
monoterpénique (BIANCO et UCCELLA, 2000).

Au niveau du fruit, une large gamme de structurbBénpliqgues a été rapportée
(ROMANI etal., 1999). La classe de CP caractérisant I'oliveespond aux secoiridoides et
leurs dérivés. Les flavonoides, les acides phénediet les lignanes en font aussi partie.

Les secoiridoides sont caractérisés par un exoauee des fonctions 8,9-olefinique,
ils sont connus aussi sous le nom d’oléosides.cOegp0sés sont restreints aux plantes de la
famille Oleaceae (SAIJA et UCCELLA, 2001 ; RYANadt, 2002).

lls sont caractérisés par d'autres groupementgitomels tels que la fonction alcene,
alcoolique et carboxylique, s’agissant de molécaiewles, et par des unités glycosidiques et
monoterpéniques lorsqu’il s’agit de biomoléculemptexes (BIANCO et UCCELLA, 2000).

Lors du processus d’extraction de 'huile d’olives CP de I'olive se partagent entre
I'huile d'olive et 'eau de végétation appelée ausmrgine (MURKOVIC etal.,, 2004 ;
OBIED etal., 2007).

2.2.1 Les secoiridoides et leurs dérivés.
* Oleuropéine

L'oleuropéine est le premier secoiridoide qui aigtée dans les olives en 1960 par
PANIZZI et al. lls ont déterminé par la suite sa structure (fBgd) et ont établi que ce
composé est responsable, en grande partie, duagoit des olives (SAIJA et UCCELLA,
2001 ; BIANCO et RAMUNNO, 2006).

Au niveau moléculaire, I'oleuropéine est constitdéae unité monoterpénique et une
unité ortho-diphénolique (BIANCO @ai., 2006). C’est un secoiridoide glucoside qui eBééri
un alcool phénolique 'hydroxytyrosol (BIANCO at, 2007).
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Oglc

Figure 5 : La structure de I'oleuropeine ( TRIPOLI et al., 2005).
A : I'hydroxytyrosol ; B : I'acide elenolique; glglucose

L'oleuropéine est rencontrée principalement auanivde la pulpe d'olive sous forme
de glucoside et dans 'huile d'olive notamment simuse aglycone (TUCK et HAYBALL,
2002). Les feuilles en contiennent aussi. Elle ttres jusqu’a 14% du poids sec du fruit
(RYAN, ROBARDS et LAVEE 1999 ; RYAN edl., 2001 ; SONI eal., 2006).

» Les composés apparentés a l'oleuropeine
Plusieurs composés mineurs apparentés a l'oleurepgmnt été isolés dans l'olive,
I’huile d'olive et les margines sont rapportés lsufigure 6.

COH
\\ /"\\/D r"/" - \’./
- o
T/T HO % £ Y
Oglc Oglc
2
O . CO,CH, CO CH
CH, O\H/\\ - \\
0
oglc Jé J\f
Oglc QOglc
5

Figure 6 : La structure des composeés apparentés aleuropeine (BIANCO et al., 2007).

Le composé (1) demethyl-oleuropéine, est un prodt I'hydrolyse de I'ester
méthylique conjugué présent dans la structure @lediopéine. La présence de ce composé
augmente pendant la maturation de l'olive. Il séspnte au niveau de la pulpe et de I'huile
d'olive (SERVILI etal., 2004; YANG efal., 2007).

Le composé (2) ligstroside est tres semblable laufopéine. Il differe de cette
derniere par la présence d’'un résidu tyrosol audie I'hydroxytyrosol. Il est rencontré dans
la pulpe et I'huile d'olive (UCCELLA, 2001 a ; TRIRI etal., 2005, BIANCO etl., 2007 ;
YANG etal., 2007).
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Le composé (3) l'oleoside, ainsi que ses dériv&dedside methylester (4) et
I'oleoside diméthylester (5) sont retrouvés dassoléves et I'huile d'olive (UCCELLA, 2001
b ; TRIPOLI etal., 2005 ; BIANCO etl., 2007).

Un autre composeé (6), ayant été mis en évidenceBpaXCO et al. (2006), dans
I'huile d’olive, est l'acétal de méthyle de ligsside aglycone (figure 7). Sa présence comme
acétal de méthyle suggere que ce composé poutraifodmeé a partir de ligstroside lors du
processus d’extraction.

H3CO.C {H
Coo S _.'D.._\ -‘"_.-PH-..H :"} 3
e - -4 . 13.5:}
B O P "rx_
HO 5 =k OCHa
H

Figure 7 : La structure de I'acétal de methyle dei¢istroside aglycone ( BIANCO etl.,
2006).

Des formes aldéhydiques, dérivées de l'oleuropergsultant de I'hydrolyse des
structures glucosidiques par flaglucosidase et des fonctions esters par les esteme la
molécule de I'oleuropeine ont été identifices (B@M etal., 2007).

Les structures 7 et 8 (figure 8) correspondent adxivés aldéhydiques de
I'oleuropeine.

CO,CH, CO,CH,
T Y
e o} o A Q O
HO™ Y onc” HO™ ™7 OHC
OH CH, OH CH,
7 8

Figure 8 : La structure des dérivés aldehydiques déoleuropéine (BIANCO et al., 2007).

* Hydroxytyrosol, tyrosol et leurs dérivés
En fait, I'nydroxytyrosol (9) dans la figure 9 noréraussi 3,4-dihydroxyphenylethanol,
et le tyrosol (10) sont rencontrés dans toutesphleties dOlea. europaeadRYAN et al.,
2001).

L’hydroxytyrosol est un composé majeur de la fiaetphénolique de l'extrait de
I'olive, de l'huile d’olive et des margines, il aééaussi identifié dans le vin (RYAN,
ROBARDS et LAVEE 1999 ; ALLOUCHE etal.,, 2004 ; ZAFRA etal., 2006 ; DE
LEONARDIS etal., 2007).

HO
JgR JIOR
OH OH
HO T

9 10

Figure 9 : La structure de I'’hydroxytyrosol (9) etdu tyrosol (10) (BIANCO etal., 2007 ).
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Les glucosides de tyrosol et de I'hydroxytyrosahstituent la principale partie des CP
mineurs de l'olive. Les formes glycosides et aghg® sont particulierement retrouvées au
niveau de I'huile d’olive (TSIMIDOU eadl., 1992).

La figure 10 donne les glucosides du tyrosol (1), et de I'hydroxytyrosol (13, 14 et
15). Le composé lést également connu sous le nom de salidroside i€ identifié au
niveau de la graine (grignon).

glc CIH OH
~gle 'f = 0] Ic
_ﬁx":'" glc o e X o-glc

Figure 10 : Structures des glycosides de I'hydroxytosol et du tyrosol (BIANCO et
RAMUNNO, 2006).

OH

e Cornoside
La présence de la cornoside (16) dans la pulpevd'ch été rapportée pour la
premiére fois en 1993 par SCARPATI &t qui I'a isolé du cultivar déeccina Par la suite
BIANCO et al. (2007) ont montré que le cornoside (Figure laéhstitue, ainsi que
l'oleuropéine, I'un des CP glucosidiques principaudsents cheDlea europaea
o)

HO 16

Oglc

Figure 11 : La structure de la cornoside (BIANCO etal., 2007).

* Verbascoside
Le verbascoside (17) dont la structure est rappasté la figure 12 est retrouvé au
niveau de la pulpe dolive, dans les margine etilth d'olive (SERVILI etal., 2004 ;
TRIPOLI etal., 2005).

HO
HO Rha

\%D/ﬁ%@ou
Figure 12 : La structure du verbascoside (TRIPOLI ¢ al., 2005). Rha : rhamnose.
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¢ Nuezhenide
Le composé nommé nuezhenide (18) (figurel3) sevérauniguement au niveau du
noyau (RYAN et ROBARD, 1998 ; SERVILI al., 1999).

oH

.;—:"f
‘ 1 —R
-L'\H__F_;f
il
5 i
o
/,
glc _DH[/HT%TT’.Q“ glc
A o
P COOCHs 18

Figure 13 : La structure de nuezhenide (RYAN et ROBRD, 1998).

2.2.2 Esters Phénoliques
La fraction phénolique la moins polaire d@lea europaeast constituée par des phénols

estérifiés par un acide gras. Les phénols estgnifiétant pas complétement solubles dans le
milieu agueux.

Parmi ces esters phénoliques, I'ester de tyrosdymsiloleate (UCCELLA, 2001 a;
BIANCO etal., 2004) et I'ester de I'hydroxytyrosol (BIANCO at., 2006 ; BIANCO etal.,
2007), ont été isolés a partir de l'olive et deiléa d'olive respectivement (figure 14).

HE T e o
= oH ' ]

HO™

Figure 14 : La structure des esters phénoliques (BNCO et al., 2007).
19 : Tyrosiloleate ; 20 : I'ester de I'hydroxytyds

2.2.3 Autres composeés phénoliques
Les acides phénoliques font également partie flad¢dion phénolique de I'olive. L'acide

caféique, 2-coumarique, 4-coumarique, elenoligugc¢sylé ou pas), ferulique, gallique,
homovanillique, p-hydroxyphenylacétique, syringigwanillique, 4-hydroxybenzoique sont
les acides phénoliques les plus rencontrés dalngel’et I'huile d’olive (NERGIZ et ONAL,
1991 ; TSIMIDOU etal., 1992 ; RYAN, ROBARDS et LAVEE 1999 ; RYAN etl., 2001,
SERVILI etal., 2004).

Les flavonoides, plus particulierement les flavensbnt retrouvés dans les olives. La
quercétine, la rutine, la luteoline, I'apigéninel'desperidine sont les flavonoides les plus
rencontrés (RYAN eal., 2001 ; OWEN eal., 2003).

Quelgues lignanes ont été identifies dans I'huitdive tels que le + pinoresinol, le
composé le plus rencontré, ainsi que ses déri é3-1-Acetoxypinoresinol et (+)-1-
hydroxypinoresinol (BENDINI eal., 2007 ; YANG etfal., 2007).
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2.3 Le métabolisme des composés phénoliques deiVel: Les secoiridoides
Les secoiridoides peuvent étre synthétisés par deies différentes (figure 15) a

partir d'un seul composé a savoir I'acide deoxyligae. L'acide deoxyloganique est le
précurseur de la biosynthese des oleosides (RYAN,e2002).

COOH CHO cooCHE
S, . ety S
Voie 1 ’

! »  Acide » Acide _, o
loganique  secologanique |

Dg|C ogle
Acide Deoxyloganique Secologanine
Voie 2 ¢ ¢
Acide 7-epi-loganique Secoxyloganine
¢ COOH TGOH COOCTHE
T ity S
o 3 . 1
— 7-ketologanine —, =
o Zle ogle

Acide Kétologalique :

Oleoside 11-methyl ester

Oleuropeine <+—— Ligstroside <+—— 7-B-1-D-Glucopyranosyl-11-
methyl oleoside

Figure 15 : Les voies métaboliques responsables ldesynthése des sécoiridoides (RYAN
etal., 2002).

2.4 Les activités biologiques des composés phénakg de I'olive et ses produits dérivés
Les PP rencontrés dans les olives sont doués gameplie d'activités biologiques

dont certaines sont citées et présentées succinteaie dessous (ALARCON DE LA
LASTRA et al., 2001; TRIPOLI etal., 2005 ; KHAN etal., 2007; YANG etal., 2007 ;
WATERMAN et LOCKWOOD, 2007 ; SERVILI etl., 2009 ; CICERALEet al., 2010 ;
OMAR, 2010).

» Activité anti-oxydante et anti-inflammatoire

Les CP de I'olive dont les sécoiridoides sont spbkes de réagir avec la plupart des
especes réactives de I'oxygéene (ERO). En effdedimpeine et ses dérivés I'’hydroxytyrosol
et le tyrosol ont montré leur pouvoir antiradicedan vitro etin vivo (VISIOLI et CARUSO
etal., 2000 ; VISIOLI et GALLI etal., 2000). lls sont capables de piéger les ERO tglles
le peroxyde d’hydrogéne (B, et I'anion superoxyde (O ) (SALAMI et al., 1995 ;
VISIOLI, BELLOMO et al., 1998 ; MORENO, 2003 ; O'DOWD «il., 2004) et les espéeces
réactives de l'azote telles que le monoxyde d’'afbi®’) et le peroxynitrite (ONO® (DE
LA PUERTA etal., 2001).
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Les effets anti-inflammatoires de ces PP s’exerqaant la diminution du stress
oxydatif en piégeant les RL, en inhibant les enzymtervenant dans le mobilisation de
I'acide arachidonique (la cyclo-oxygénase et ladgxygénase)(BITLER ail., 2005 ; PUEL
et al., 2006) et en réduisant la libération des mediatdarsinflammation (le thromboxane
B2 et le leucotriéne B4, interleukine-1...) (MILES @&, 2005 ; VISIOLI etal., 2005 ;
BOGANI et al.,, 2007). La production de linterleukine 1-béta gas monocytes est
également diminuée sous l'effet de I'oleuropéingegside selon MILES «dl. (2005).

Le controle de I'expression des génes de linflatoma tels que le NFkB, notamment
par I'hnydroxytyrosol et le tyrosol a été égalemenis en évidence (MORENO, 2003 ;
MAIURI et al., 2005).

» Effets anti-athérosclérotiques et cardioprotecteurs

Il y'a de plus en plus d’évidences que la modifmatoxydative des lipoprotéines de
faible densité (LDL) joue un rdle important dansdéveloppement de l'athérosclérose et
considéré comme marqueur biochimiqgue des maladiediovasculaire{MANNA et al.,
2004 ; COVAS eDE LA TORREetal., 2006 ; PERONA eal., 2006).

En effet I'’hnydroxytyrosol et I'oleuropéine protégeles particules des LDL de
I'oxydation induite par le radical peroxyl et letaux, de maniére dépendante de la dose
(SALAMI et al., 1995 ; VISIOLI etal., 1995 ; GALLI et VISIOLI ,1999 ; FITO edl., 2000 ;
WISEMAN etal., 2002).

Des étudesn vivo ont montré également, chez des animaux recevantgime
alimentaire riche en hydroxytyrosol ou en oleurapéieur capacité a augmenter la résistance
des LDL a l'oxydation, a réduire le taux du chodest et des triglycérides au niveau du
plasma. Dans certains organes, ils sont capab&sguienter le taux plasmatique en HDL-
cholestérol et a réduire la pression artérielle NG et al., 1991 ; CONI etal., 2000 ;
BENKHALTI et al., 2002 ; MARRUGAT etfal., 2004 ; FITO eal., 2005 ; FKletal., 2005 ;
COVAS et NYYSSONEN eal., 2006).

Il a été montré que les CP sont incorporés dankds avec d’autres antioxydants
alimentaires, ce qui expliquerait I'augmentation e résistance de ces molécules a
I'oxydation (COVAS et DE LA TORRE etl., 2006 ; DE LA TORRE-CARBOT eal.,
2007).

Les CP de l'huile d’olive préviennent égalementdésordres cardiovasculaires et la
formation de plaques d’athérome par la diminutiendalformation de médiateurs intervenant
dans le recrutement des leucocytes vers le silanminfatoire ainsi que linhibition de
I'agregation plaquettaire par I'oleuropéine et tingxytyrosol (PETRONI eal., 1997 ; DE
LA PUERTA et al, 1999 ; ANDRIKOPOULOS etal., 2002; RUANO etal., 2005 ;
GONZALEZ-SANTIAGO etal., 2006 ; SINGH eal., 2007; BOGANI etl., 2007).

» Effets anticancéreux, antiprolifératifs et antimitogéniques
L'oleuropéine et I'hydroxytyrosol présentent defetsf protecteurs contre le cancer du
sein, du colon, de la prostate et de la pg@ICHOPOULQOU etal., 1995 ; BUDIYANTO et
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al., 2000 ; OWEN, GIACOSA, HULL, HAUBNER, SPIEGELHALDER etl., 2000 ;
QUILES etal., 2002 ; BABICH et VISIOLI, 2003 ; CORONA el., 2007).

lls agissent généralement sur la prolifératiorpdjatose, la différenciation ainsi que la
migration de la cellules cancéreuse (DELLA RAGIOHNEal., 2000 ; LOPEZ etl., 2004 ;
FABIANI et al.,, 2006 ; ABAZA etal., 2007). Selon HAMDI et CASTELLON (2005),
I'oleuropeine inhibe la prolifération et la migmai des cellules cancéreuses (cellules du sein,
du colon) en empéchant la réplication, la motiété’'invasion des cellules tumorales. Elle
pourrait méme affecter le cytosquelette en pertirliarganisation des filaments d’actine
dans la cellule. En tant qu’antioxydant, elle pgetéainsi que son derivé I’lhydroxytyrosol, les
cellules des dommages génétiques menant a I'activees oncogenes (MENENDEZ at,
2007).

» Activité anti-bactérienne et anti-virale

Les activités anti-microbiennes de I'oleuropéine hgdroxytyrosol et de tyrosol et des
autres phénols ont été étudi@svitro contre beaucoup de micro-organismes pathogénes :
bactéries $taphelococcus aureus, Salmonella enteritidis, IB&cicereuy, mycoplasmes,
champignons, virus et protozoaires (FLEMINGaét 1973 ; FURNERI etl., 2002 ; DEL
RIO et al., 2003; WINKELHAUSEN etal., 2005 ; BATTINELLI etal., 2006; SOLER-
RIVAS etal., 2006 ; SOUSA edl., 2006 ; BAIDEZ etal., 2007).L’action anti-microbienne
des phénols est liée a leur capacité a dénatuseprteéines et sont généralement classés
comme agents agissant en surface (CATURLAalet 2005 ; CASAS-SANCHEZ eal.,
2007). Leur action conduirait a la fuite des cdnatits cellulaires tels que les protéines,
potassium et le phosphate des bactéries. Ces effersaient étre dus a la destruction du
peptidoglycane ou aux dommagksla membrane cellulaire.

Des activités antivirales (LEE-HUANG etl., 2003 ; MICOL etal., 2005 ; LEE-
HUANG etal., 2007) notamment contre le virus de 'immunodéficie Humaine (VIH), ont
été également décrites. En effet I'hnydroxytyrosol'@européine sont des inhibiteurs de la
fusion et de l'intégration du HIV-1 a la celluletedL’'oleuropéine peut aussi interférer avec
la synthése des acides aminés nécessaires pdiviléacirale prévenant ainsi la diffusion, le
développement et I'attaque de la membrane celtu(@iEE-HUANG etal., 2007).

« Autres activités biologiques
En plus des activités pré-citées, les CP de I'odivees dérivés, peuvent renforcer les
défenses immunitaires (VISIOLI, BELLOSTA ak,1998) et prévenir d’autres maladies liées
au stress oxydatif et a I'inflammation, telles giestéoporose (PUEL eal., 2004), les
désordres neurologiques (POLZONETTI adt, 2004 ; BAZOTI etal., 2006 ; BU etal.,
2007), le diabéete (AL-AZZAWIE eal., 2006 ; SATO etl., 2007 ; HAMDENet al., 2009),
les maladies rhumatismales (LINOSaét 1999).
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lll- Stress oxydant et systéme antioxydant

3.1 Radicaux libres
3.1.1 Définition
Un RL est une espéce chimique (atome ou moléculsydquant un électron non

apparié sur l'orbitale externe. Cette caracténistityi confére une grande réactivité (demi-vie
courte). lls peuvent étre des ERO ou des éspéeaetves de I'azote (ERA) (HALLIWELL,
1994 ; GOUDABLE et FAVIER, 1997 ; BERGER, 2006 ;RSO etal., 2007).

En effet pour devenir stables, les RL réagissent avautres molécules plus stables
pour capter ou céder leurs électrons, créant alashouveaux radicaux en initiant des
réactions en cascade (JANUEL, 2003 ; AFONS@.e2007 ; GUEYE, 2007).

3.1.2 Nature et sources cellulaires
* Nature

En biologie, les RL sont formés le plus souvent gam d’électron a partir de
'oxygene (Q) lorsque sa réduction n'est pas complete, dondigot & des espéces
radicalaires dites primaires telles qug O et le radical hydroxyle ((OH). (JANUEL, 2003 ;
SERVAIS, 2004 ; GUEYE,2007).

Les ERO regroupent I'ensemble des dérivés radrealaie @ (O, , HO', peroxyles
ROO’, alkoxyles RO’) mais également les composés ramlicalaires tels que .8,
l'oxygéne singulet '0,), les hydroperoxydes (ROOH), le nitroperoxyde dacitle
peroxynitreux (ONOOH), acide hypochloreux (HOCL)'ezone (Q) (CROSS etl., 1992 ;
ARUOMA, 1998 ; FAVIER, 2003 ; JANUEL, 2003 ; FONTNE etal., 2002 ; SERVAIS,
2004 ; IRITI et FAORO, 2008).

Certains RL formés chez les étres vivants tels Quie ou NO  ne sont pas trés
réactifs, ce qui explique leur utilisation en tamqe médiateurs régulant des fonctions
biologiques (vasodilatation, prolifération neur@naktc) et au cours de la lutte des
leucocytes contre les bactéries et les virus (BERARR97 ; HENNEBELLE, 2006).

Des espéeces comme ROOet HO  sont particuliereméamtives (HENNEBELLE,
2006) avec la plupart des molécules biologiquesopt issues respectivement de I'oxydation
des lipides et du clivage de,®} par la réaction de Fenton sous l'influence deooati
métalliques tels que Feou CU (HALLIWELL et al., 2000 ; GAETKE et CHOW, 2003 ;
GUEYE, 2007) (figure 16).

H,0, + F&' —» Fe + OH™ + OH

Figure 16 : La réaction de Fenton.

D’autres ERO comm&D,, H,O, ou ONOOH qui ne sont pas des RL, mais sont aussi
réactives et peuvent étre des précurseurs de RVIER 2003). En effet b, produit de la
dismutation de ©- est beaucoup plus stable que ce dernier et apacité de diffuser a
travers les membranes biologiques.
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* Source des dérivés réactifs de 'oxygene

Dans l'organisme il y'a de nhombreuses sources d@ Beént 'importance varie selon
les tissus. En plus de la réaction de Fenton, leges sources cellulaires des ERO sont
enzymatiques et non enzymatiques.

0 Sources majeures

Des enzymes comme la NADPH oxydase et la xanthirgdase participent
activement a la génération des RL.

La NADPH oxydase intéréagit avec le substrat imttataire (NADH,H+, ou
NADPH,H+) et libére @-. Ce dernier sera a l'origine de la synthése d&,H et de
I'hypochlorite (CIO) (HALLIWELL, 1991 ; FONTAINE etal., 2002 ; HALLIWELL, 2006).

La xanthine oxydase (XO) est une enzyme qui gédaresuperoxyde en présence
d’oxygéne et de xanthine ou hypoxanthine.

La mitochondrie en plus de son réle dans la pradnate I'énergie cellulaire, elle est
considérée comme une des principales sources desdaRs la cellule par le fonctionnement
de la chaine respiratoire mitochondriale. En effet,cours du transfert d’électrons dans la
chaine respiratoire, r est produit par réaction de l'oxygéne avec un cadisemi-
ubiquinone (FONTAINE eal., 2002 ; HALLIWELL, 2006).

0 Autres sources

A cbté des sources majeures des ERO précitéestrabasources cytosoliqgues ou
présentes dans divers organites cellulaires (psmwg, réticulum endoplasmique,...etc)
peuvent avoir également un réle dans la produaties ERO telles que les enzymes du
réticulum endoplasmique lisse (cytochromes P4%3),NO synthases et les enzymes de la
voie de I'acide arachidonique.

L’auto-oxydation des petites molécules telles gege honoamines, le glucose et de
I’'hnémoglobine peut étre a l'origine de la produntide ERO. Le produit direct de ces auto-
oxydations est souvent I'anion superoxyde (SERVAR®4 ; GUEYE, 2007).

La figure 17 récapitule les différentes sourcesadiicaux libres.

3.2 Systémes de défenses antioxydants
Les ERO, molécules produites par divers mécanigphgsiologiques, sont utiles a

'organisme a une certaine dose, mais leur prodagbeut devenir excessive ou résulter de
mécanismes toxiques exogenes (GUEYE, 2007). L'osgam est doté d’'un ensemble de
systemes de défenses tres efficace contre la slurgiton d’ERO et de ERN.

Le terme antioxydant désigne toute substancepgégsente a faible concentration par
rapport a celle d’'un substrat oxydable (protéim@dé, acide nucléique), retarde ou inhibe
significativement I'oxydation de ce substrat (HAMZEL, 1995).

La nature du systeme antioxydant varie en fonaestissus et les types cellulaires et
selon qu’il s’agisse de milieu intracellulaire oxtracellulaire (CHAUDIERE et FERRARI-
ILIOU, 1999). Dans 'organisme, on distingue destsgnes antioxydants enzymatiques et des
systemes non enzymatiques.
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Figure 17: Principales sources cellulaires de radaux libres (GUEYE, 2007). RH: acide
gras polyinsaturé, SH2: substrat réducteur, S: sulimt oxydé, SOD: superoxyde
dismutase, GSH-Px: glutathion peroxydase, GR: gluthion réductase, GSH: glutathion

réduit, GSSG: glutathion oxydé.
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3.2.1 Systemes antioxydants enzymatiques

* Superoxyde dismutase
Les superoxydes dismutases (SOD) sont des enzyiigsitaires catalysant la
dismutation des anions superoxydes en peroxydeddiiggne et en oxygéne moléculaire
(JANUEL, 2003 ; AFONSO al., 2007) selon la réaction suivante donnée pagladi 18 :

O, -+0,-+2H" ﬂ H.Oz + O,

Figure 18 : Dismutation de I'anion superoxyde pard SOD.

e Catalase
La catalase ou CAT est une protéine héminique ceé®wde 4 sous-unités protéiques,
chacune contenant un groupement héminique av&di€eu site actif (GUEYE, 2007). Elle
catalyse la dismutation du,8, en eau et en oxygéne moléculaire selon la réaction
suivante donnée par la figure 19 :

2H,0, CAT, 2H0+0

Figure 19 : Dismutation du peroxyde d’hydrogéne pata CAT.

La CAT se trouve dans les hématies et dans lexymomes de nombreux tissus et
cellules (JANUEL, 2003) mais aussi dans le cytapa¢SERVAIS, 2004).

* Glutathion peroxydase
La glutathion peroxydase (GPx) fait partie d’'untégse complet qui joue un réle
central dans le mécanisme d’élimination dyOKH mais aussi d’autres hydroperoxydes
résultant de la peroxydation des lipides (SERVAR®)4).
La GPx est I'enzyme clef du systeme et nécessitgrédaence de glutathion réduit
(GSH) comme donneur d’électron. Le glutathion ox¢@&SG) est réduit par la glutathion
réductase (GR). Les réactions mises en jeu sostileantes et réprésentées par la figure 20 :

H202
GSH
: c NADP+
GPx GR
GSSC NADPH
H20

Figure 20 : L’élimination du H,O; par les réactions enzymatiques combinées de la GPx
et de la GR.
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* Peroxyredoxines

Les peroxyredoxines, ou thioredoxines peroxydases &é découvertes assez
récemment, exercent leur rble antioxydant a tralews activité peroxydase, ou,B,, le
peroxynitrite et de nombreux hydroperoxydes sostsidstrats (NETTO eil., 2007).

Leur role majeur dans I'élimination des hydropemey est expliqué par leur quantité
importante et par leur large distribution dansddute (cytosol, mitochondries, peroxysomes,
associées au noyau ou aux membranes) (HALLIWELDG20

D’autres enzymes comme les thiorédoxines réducttddeeme oxygénase présentent
également une activité antioxydante relativemepioirtante (RAHMAN efal., 2006).

3.2.2 Systemes antioxydants non enzymatiques
L'action protectrice des enzymes est complétée der molécules antioxydantes

pouvant étre d'origine endogéne, synthétisées'@ayainisme, ou exogéene lorsqu’elles sont
apportées par l'alimentation (MOURE at.,, 2001; BENZIE, 2003 ; BERGER, 2005 ;
PINCEMAIL etal., 2007).

* Composés endogenes

Ce groupe de systémes anti-oxydants renferme dénmeoises substances endogenes
parmi lesquelles on peut citer le glutathion, kecurique, la bilirubine, la mélanine, I'acide
lipoique, le coenzyme Q, I'albumine,... etc (ROZANOK/Set al., 1999 ; BACOT, 2004 ;
BUDNIKOV et ZIYATDINOVA, 2005 ; JAMES etl., 2004 ; SERAFINI, 2006).

Le GSH, le thiol majeur au niveau intracellulaiest I'antioxydant endogéene le plus
important qui protége non seulement contre lesceaatk oxygénés, mais aussi contre les
peroxydes et le NO (BLOUET, 2006).

Des protéines comme la transferrine, la ferrititee,céruléoplasmine, agissent en
diminuant la disponibilité d’agents pro-oxydantsime les ions F&/ FE€* ou C¥* / Cu' et
les maintiennent dans un état inactif pour la faromd’ERO par la réaction de Fenton
(PINCEMAIL etal., 2002 ; SERAFINI, 2006).

Les protéines du choc thermique ("heat shock prQteinterviennent aussi en
protégeant les biomolécules contres les agressmmamment les oxydations (PENGadt,
2000 ; WIRTH etal., 2003 ; GUEYE, 2007).

* Composeés exogenes

Des composés tels que la vitamine E (tocophérol),(a€ide ascorbique), Q
(ubiquinone), les caroténoides et les PP, apppdés$alimentation, agissent en piégeant les
RL et en neutralisant I'électron non apparié, lesmsformant ainsi en molécules ou ions
stables (NEVE, 2002 ; PINCEMAIL et DEFRAIGNE, 200BERGER, 2005 ; SOARES,
2005 ; GUEYE, 2007).

La figure 21 illustre la régulation de la productid’éspéces réactives de I'oxygéne
par les systémes de défense antioxydants.
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Figure 21 : Régulation de la production d’espécesactives de I'oxygéne (ERO) par les
systémes de défenses antioxydants (PINCEMAIL al., 2002). MPO : myeloperoxidase.

3.3 Stress oxydatif

« Définition et origines

A de faibles concentrations, les ERO, ou les EFAL smpliquées dans la modulation
de la fonction cellulaire (différenciation, proliggion, apoptose), dans les voies de
signalisation cellulaire (second messager, action I'expression des genes) et dans la
modulation de la réponse immunitaire (THANNICKAL EANBURG, 2000 ; SEIFRIED et
al., 2007). A des concentrations plus élevées, casaad peuvent étre néfastes (COULON,
2004).

Dans les systemes biologiques, le stress oxydstiheconséquence d’'un déseéquilibre
de la balance entre les systemes de défense asdiaisyet la production d’ERO, en faveur de
ces derniers (BACOT, 2004 ; BERGER, 2006).

Une surproduction endogéne d’agents pro-oxydantsigihe inflammatoire, un
déficit nutritionnel en antioxydants ou méme unpasition environnementale a des facteurs
pro-oxydants (tabac, alcool, rayons UV et gammahibieles, métaux toxiques), une activité
physique intense (NEVE, 2002 ; COULON, 2004 ; GUE¥®HO07), sont autant de facteurs
pouvant étre a I'origine du stress oxydatif.

» Conséquences
Les dommages liés a un stress oxydant se traduigantdiverses altérations
biochimiques intracellulaires telles que I'oxydatide 'ADN, des protéines (WINYARD et
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al., 2005), des lipides, des glucides ou encore deetturbation des voies de signalisation
cellulaires (OWUOR et KONG, 2002 ; SOARES, 2005N¥YARD et al., 2005).

En faisant apparaitre des molécules biologiquesnaaies et en surexprimant certains
genes, le stress oxydant est ainsi un des facttentialisant I'apparition des maladies
multifactorielles (les maladies cardiovasculaifescancer, le diabete, les rhumatismes, les
maladies neurodégénérativestc) et l'accélération du processus du vieillissgme
(HALLIWELL et GROOTVELD, 1987 ; DARLEY-USMAR efl., 1995 ; ALLEN, 1998 ;
JANUEL, 2003 ; SORG, 2004 ; SOARES, 2005 ; BLOURT06 ; AFONSO etl., 2007 ;
VALKO et al., 2007).

3.4 Les méthodes d’évaluation de I'activité antiox@dante
Ces méthodes impliguent essentiellement l'intepactivec les RL ou linteraction

avec les métaux.

Plusieurs méthodes permettant I'évaluation de g antioxydantén vitro sont
utilisées (ANTOLOVICH etal., 2002 ; ARUOMA, 2003 ; BUDNIKOV et ZIYATDINOVA,
2005 ; ROGINSKY et LISSI, 2005 ; APAK at., 2007 ; LAGUERRE edl., 2007). Certaines
de ces procédures examinent l'inhibition par lesomydants de la production des RL ou
encoremesurent ou évaluent l'inhibition par ces mémeg£midés des diversomposants de
la réaction d'oxydation. Certaines de ces méthsdesdonnées ci-dessous.

3.4.1 Mesure de la déplétion en oxygéne
L’étude cinétique de la consommation de I'oxygéeemnet de mesurer la durée de la

phase d'initiation de la peroxydation lipidique @nésence d’agents antioxydants. Ces
méthodes mesurent 'augmentation du poids consécatia fixation d’oxygene sur les acides
gras. La mesure optiqgue de la consommation de demg a également été développée
(WANG al., 1991 ; BERSET et CUVELIER, 1996).

3.4.2 Piégeage de radicaux libres
Il existe plusieurs tests qui visent a tester Raigt de piegeage des RL parmi lesquels

le test au 2,2-diphenyl-1-picrylnydrazyDPPH), le test de l'acide 2,2’-Azino-bis(3
ethylbenzthioziozline-6-sulphonique (ABTS), et &stt de la réduction du radical Fermy's
(MILLER al., 1993 ; GARDNERal., 1998 ; NENADIS et TSIMIDOU, 2002).

Pour I'ensemble de ces tests, la concentratioradical dans le milieu réactionnel est
suivie par spectrophotométrie. La diminution deb$arbance du radical en présence de
I'antioxydant renseigne sur la capacité de piégeageL.

Une autre version DPPH, combinée avec l'analyse GHRist suggérée par
BANDONIENE et MUKOVIC (2002).

FOGLIANO etal. (1999) ont proposé également une autre versidesttABTS plus
simple, plus productible et moins colteuse ou ABE&Stremplacé par le radical-cation stable
DMPD+ dérivé de N,N-dimethylphenylenediamine.
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3.4.3 Mesure de la disparition du substrat
Dans ce type de tests, la réduction de la décadorale substrats comme la corcine

(test de décoloration de la corcine) etdearoténe (test de décoloration dgilearoténe) est
suivie en présence de substances antioxydéviies ER, 1971; BORSal., 1984 ; TUBARO
al., 1998. La décolaration de la corcine et detaaroténe est induite respectivement par les
radicaux peroxydes et les produits d’oxydation’aeide linoléique.

La disparition du substrat peut étre égalementisyar des méthodes utilisant des
composés luminescents tels que le luminol. L'ati®an de la chemiluminescence est
produite en présence d’antioxydants (ROGINSKY &3l 2005).

3.4.4 Mesure des produits d'oxydation
L’'oxydation des systemes complexes génére cerpmoduits d’'oxydation détectables

par des méthodes physicochimiques.

La peroxydation lipidique peut étre suivie par lesage de produits d’oxydation
primaires tels que les hydroperoxydes et les di@megugués. Des produits d’oxydation
secondaires sont également quantifiés a 'exemplaaondialdéhyde (MDA).

On parle également de substances réactives a d'atimbarbiturique (TBARS).
Plusieurs substrats ont été utilisés dans la déiation de TBARS, incluant les échantillons
tissulaires, I'acide linoléique, d'autres acidesgt les LDL (LAGUERRE «dl., 2007).

D’autres analytes volatiles principalement des m&$p des alcools et des
hydrocarbures pouvant étre également dosés paallgtion de la peroxydation lipidique.

3.4.5 Autres méthodes

* Méthodes utilisant les substances fluoréscentes

Dans Le test phycoerythrine, des protéines naaseflautement fluorescent@s
phycoerythrine et R-phycoerythrine (PE), soniséi#s (ANTOLOVICH eal., 2002).

L’intensité de la fluorescence de PE diminue aweteimps sous le flux du radical
peroxyl formé par thermolyse du radical 2,2’-azefbiamidinopropane) dihydrochloride (
APPH). La présence d'un antioxydant inhibe ou tadela diminution de lintensité de la
fluorescence. Le test ORAC (Oxygen Radical AbsorbaGapacity ) et le test TRAP (total
radical-trapping antioxidant parameter) ont le mépnmcipe, avec comme différence la
protéine fluorescente utilisée et la maniére dest fésultats sont exprimés (LISSI i,
1995 ; CAO etl.,1997).

* Méthodes basées sur la réduction d’ions métalliques

Le test FRAP (ferric reducing antioxidant power)eetest de I'activité réductrice sur
le ferricyanure de potassium, sont basés sur lacii#pdes phénols a réduire I€¢Fen Fé*,
La réduction est accompagnée par la formation deptaxes colorés avec le fer réduit
(ANTOLOVICH etal., 2002 ; ARUOMA, 2003 ; APAK edl., 2007).

La capacité des molécules antioxydantes a rédaireuivre et le molybdene sont
également utilisées pour I'évaluation de leur pausatioxydant (APAK etl., 2007).

3.5 Les marqueurs biologiques du stress oxydatif
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En absence de systemes anti-oxydants suffisamnfiiegeces, une surproduction de
RL est capable de provoquer des lésions directesndiécules biologiques telles que
I'oxydation des acides nucléiques, des lipidesdet protéines (DE ZWART el., 1999)
ainsi que la modulation de certains processus gleaksation cellulaire (PAHLAVANI et
REMMEN, 1997 ; KLOTZ, 2005).

3.5.1 Mesure de radicaux libres
Les difficultés dans la mesure des RL résident darfait que leur durée de vie est

extrémement courte et leur lieu de production estent inaccessible a la biopsie ou que le
prélevement n’est pas sans danger.

Les RL peuvent étre mesurés généralement gracgilgsdition de la résonance para-
électronique (GUEYE, 2007).

3.5.2 Mesure des systémes anti-oxydants
Il est possible, pour évaluer un stress oxydantim@surer I'activité de certaines

enzymes antioxydantes (SOD, Gpx, GR, CAT, et laréductase) ou de mesurer la
concentration de tous les antioxydants non enzgweasi (vit C, glutathion, tocophérdl;
carotene, ubiquinol).

Ces déterminations sont possibles aussi bien @as&srim qu’au niveau des éléments
figurés du sang et méme dans les organes.

3.5.3 Marqueurs de la peroxydation lipidique
La peroxydation lipidique désigne I'attaque deglis (principalement les acides gras

polyinsaturés) par des RL, comme le radical hydexiHOe), et former un radical diéne
conjugué, oxydé en radical peroxylgette attaque des lipides peut concerner aussilésen
phospholipides membranaires que les lipoprotéiireslantes (GUEYE, 2007).

Les radicaux diénes conjugués, sous l'action deyféne, se transforment en
hydroperoxydes qui peuvent continuer a s’oxydei se fragmenter en aldéhydes, acides et
alcanes volatiles.

Selon LEFEVRE eal. (1998), les produits issus de la peroxydatiomligue semblent
étre les meilleurs marqueurs du stress oxydant dosdprostane, le MDA, le 4-
hydroxynonénal (DE ZWART edl., 1999 ; CRACOWSKI eal., 2000 ; LUBRANO efal.,
2002 ; BACOT, 2004 ; SERVAIS, 2004 ; DURANDat, 2005).

Les principales réactions (1 a 6) de la peroxydatipidique sont données par la
figure 22.

Ce processus est déclenché par la capture de ¢atbimydrogene par un radical
initiateur de I'oxydation tel queOH , qui mene a la formation du radical alkyl Lédction 1 :
étape d’initiation). Ce dernier réagit avec I'oxiyggour former les radicaux peroxyles LOO
(réaction 2), qui peuvent capturer des atomes ddg&he de molécules avoisinantes (LH),
avec production des hydroperoxydes lipides (LOORgdction 3). La répétition des
réactions 2 et 3 constitue I'étape de propagatiéacfions en chaine). Cette étape prend fin
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par la réaction entre deux RL, produisant des ptecion radicalaires : c’'est I'étape de
terminaison (réactions 10 —12).

-OH H,O 4
NI Lo+l -4 L
L
- ;
L+ —%» 10O LOO- + LOO- + H" ——» L=0 + L-OH + Oz
. .l -3, L +L LOO +L +H —2 5 1=0+L-OH

Figure 22 : Les principales réactions de la peroxyation lipidique (WLODEK et
KUSIOR, 2006).

Un exemple de mécanisme d’oxydation d’'un acide grésst I'acide arachidonique
ainsi que les produits d’oxydation obtenus sonstiés dans la figure 23.

L]
HO 4
W COOH
arachidonate *
— - - COOH
radical arachidonyle
- réaction en
AANANAAARAAN— NN\ COOH chaine
radical diene conjugué radicalaire
+02
“oo ¥
/V\/W oon
radical WCOOH
peroxyle
4+ arachidonate
C'I_ OOH
AN =V A/ COOH  AAANA/A N SALOH
endoperoxyde hydroperoxyde
x////{+Fér \\\\\\‘ \\\\\‘
H,C—CH, O~ =0 HO H
=
ethane MDA
A o H -
~Co _~Co
H,C C CH,
H, H
pentane Hydroxynonenal isoprostanes
Produits terminaux

Figure 23 : Mécanisme en chaine de la peroxydatiates acides gras polyinsaturés et
nature des produits terminaux formés (FAVIER, 2003)
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3.5.4 Marqueurs de I'oxydation des protéines et dezcides aminés
Les protéines peuvent également étre la cibleddetions radicalaires ou oxydatives

et subir des modifications sous l'action des ER@ex ERN, ou des métaux de transition
(STADTMAN, 1990).

Les dommages oxydatifs induits sur les protéingdgsmRL peuvent conduire a des
modifications structurales (dimérisation, polymatign, fragmentation, modification des
acides aminés) et fonctionnelles (perte d'actigitgymatique, altération du processus de la
protéolyse) (DE ZWART eal., 1999 ; FAVIER, 2003 ; HENNEBELLE, 2006).

Des marqueurs d’oxydation des protéines, en pdigide sulfoxyde de méthionine, la
nitrotyrosine et I'ortho-tyrosine, les groupemeo&bonylés ou dicarbonylés ont été décrits
comme présentant une meilleure spécificité (DAVHESI., 1999; FAVIER, 2003).

L’essentiel du mécanisme de la formation de growgmgscarbonyles protéiques est
donné par la figure 24. Un RL a I'exemple du radicairoxyle, peut provoquer la coupure de
la chaine peptidique avec formation d’'un groupenwmbonylé. Briévement I'arrachement
d’un radical hydrogéne pa®H sur le G forme un C qui peut réagir avec Qet former un
radical hydroperoxyle. Celui-ci peut se dégradeesjormation d’'intermédiaires en composé
carbonylé (LEVINE etl., 2000 ; BOURDON eél., 2004).

La modification de protéines par oxydation est gard causal et un facteur de risque
de plusieurs maladies liées au vieilissement (dialad'Alzheimer, parkinson...etc)
(HOUSSET, 1990 ; HENNEBELLE, 2006).

o
O

n K g T
C—N-C—C—-N ——> C=N-Cc—C-N\
1
H ?Hz H H ?HZ H
R R
l/oz
H
o o o ¥
@]
1 + ICI—EZI— Produits 1 (l) ﬁ
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Composés carbonyles

Figure 24 : Mécanisme de la formation de groupemestcarbonyles (BOURDON, 2004).

3.5.5 Marqueurs de 'oxydation des acides nucléigse
Les acides ribo- et désoxyribonucléiques (ARN etNADconstituent des cibles

cellulaires importantes pour les attaques radiczsga{HALLIWELL 1999 ; HALLIWELL,
2002 ; COLLINS, 2005). Des modifications de bases, cassures simple-brin ou double-brin
de la chaine olignucléotidique peuvent étre preduFAVIER, 2003 ; HENNEBELLE,
2006). Ces dénaturations peuvent avoir de gravesegoiences sur la réplication du génome.
De nombreux produits de réaction des RL sur 'ADN été identifiés, tels que la 8-
hydroxy-2-désoxyguanosine et la thymidine glycoesCdérniers se sont révélés étre les
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marqueurs les plus interessants de l'oxydation 'd®N (WISEMAN et al., 1995 ;
WISEMAN et HALLIWELL, 1996 ; DE ZWART etl., 1999).

Si la chimie de l'attaque radicalaire des polysaddils a été beaucoup moins étudiée
que celle des autres macromolécules, il n'en deamgas moins que les ERO attaquent les
mucopolysaccharides et notamment les protéoglyaduneartilage (FAVIER, 2003).

Par ailleurs, le glucose peut s'oxyder dans deditons physiologiques, en présence
de traces métalliques, en libérant des cétoald&hydl®, et «OH, qui entraineront la coupure
de protéines ou de leur glycation par attachemertétoaldéhyde. Ce phénomene de glyco-
oxydation est tres important chez les diabétiquesoatribue a la fragilité de leurs parois
vasculaires (FAVIER, 2003).

3.6 Stress oxydant dans les globules rouges
3.6.1 Structure et organisation du globule rouge
Le globule rouge (hématie, érythrocyte) est uné&uleehnucléée ayant la forme d'un

disque biconcave. Il présente un diamétre de 7¢sams et une épaisseur de 2,5 microns sur
les bords et de 1 micron au centre. C'est uneleeilas déformable et élastigue (OPREA-
MITROFAN, 2006).

La fonction principale du globule rouge est de valdr I'oxygéne dans l'organisme.
Pour se faire, I'nématie doit maintenir son él@stiecnembranaire et doit conserver son
hémoglobine (Hb) a I'état fonctionnel ou le fer dique est a I'état ferreux (CIMEN, 2008).

» La membrane des globules rouges
Comme toutes les membranes vivantes, la membratieragytaire est composée de
deux couches monomoléculaires de lipides dans édlegusont localisées de nombreuses
protéines membranaires.
Elle renferme 50% de protéines, 40% de lipides(86 e glucides. Ces derniers,
appelés glycanes, sont conjugués soit a des pestégiycoprotéines), soit a des lipides
(glycolipides) (OPREA-MITROFAN, 2006GIMEN, 2008).

» Les protéines

La membrane érythrocytaire contient prés d’'une idezade protéines majeures et
plusieurs protéines mineures qui ont été mises \éderce en 1982 par électrophorése
bidimensionnelle en gel de polyacrylamide (ROSENBLEX al., 1982).

La nomenclature des protéines majeures est déwempar leur mobilité en
électrophorése sur gel de polyacrylamide en préseicdodécylsulfate de sodium (SDS)
(PAGE-SDS) qui les sépare en fonction de leur masdéculaire. Les résultats obtenus par
I'électrophorése ont conduit & l'introduction dedéion de "bande" pour définir ces protéines.
Pour les identifier, ces bandes ont été numéradées I'ordre décroissant de leurs masses
moléculaires (OPREA-MITROFAN, 2006).

Ces protéines ont un réle dans le contrble de fmdocellulaire, de I'attachement a
d’autres cellules ou substrats et a I'organisatiendomaines spécialisés de la membrane
(CIMEN, 2008).

31



Synthése des données bibliographiques

Les protéines membranaires du globule rouge ontlégsées en deux catégories: les
protéines intégrées et les protéines peériphérigues. plus importantes sont données ci-
dessous.

o Protéines intégrées

Les protéines intégrées sont associées directemext acides gras des lipides
membranaires grace aux seéquences d'amino-acidesophypdes qu'elles contiennent
(SCHENKEL-BRUNNER, 1995).
-La protéine bande 3

La bande 3 est une protéine transmembranaire, cdepde domaines protéiques
bien distincts de point de vue structural et fanutiel. Le domaine c-terminal traverse les
couches lipidiques de la membrane et controle ¢bargges anioniques. Le domaine amino-
terminal est cytosolique et interagit avec l'ankgri Elle a PM de 95 kDa (OPREA-
MITROFAN, 2006 ; YIQIN et JUNFAN, 2007).
-Les glycophorines

Les plus importantesialoglycoprotéines sont les glycophorines (GP)RAC, D, E).
La GPA est la plus sialylée des glycoprotéinesadenembrane érythrocytaire (50%), elle
porte donc la plupart des charges négatives de detniére. Leur PM va de 17 a 36 kDa
(OPREA-MITROFAN, 2006 ; YIQIN et JUNFAN, 2007).

La GPA est reconnue comme une glycoprotéine trgmitante dans le domaine de
I'immunologie en raison du fait qu'elle porte lestedminants de quelques épitopes
spécifiques du systeme ABO (OPREA-MITROFAN, 2006).

o Protéines périphériques du cytosquelette

Le cytosquelett@st associé a la surface cytoplasmique de la memleest formé
par difféerents polypeptides qui interagissent imeat entre eux et avec les protéines
transmembranaires.

-La spectrine (@ etp)

Elle représente 25 a 30% des protéines totales deeimbrane (GALLAGHER et
FORGET, 1993). C'est une longue protéine fibridaiconstituée de 2 chaines
polypeptidiques o (ou bande 1) ayant un PM de 240 kDg €bu bande 2) de PM de 220
kDa. Ces hétérodimeres s'associent en tétramésgétrameres de spectrine s'unissent a leur
extrémité distale par l'intermédiaire de courtarfients d'actine (GALLAGHER et FORGET,
1993 ; OPREA-MITROFAN, 2006 ; YIQIN et JUNFAN, 2007
- la protéine 4.1

Elle représente environ 6% des protéines membentotales et peut étre séparée par
PAGE-SDS en deux isoformes (4.1a et 4.1b) avedPdésle 80 et 78 kDa respectivement.
Cette protéine facilite les interactions entre tilae et la spectrine (OPREA-MITROFAN,
2006 ; YIQIN et JUNFAN, 2007).

-L'actine (ou bande 5)

L'actine, un autre composant majeur du cytosqeelaist lié a la spectrine par

I'intermédiaire de la bande 4.1. Elle fait partieabmplexe de jonction et représente l'une des
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deux protéines qui assurent la continuité entreytesquelette et la membrane plasm{gue
OPREA-MITROFAN, 2006).
-L'ankyrine (ou bande 2.1)

L’ankyrine, la protéine d’ancrage, a pour role dgacher le squelette membranaire au
reste de la membrane. Elle possede deux domainessd lie spécifiquement et fortement a
une zone particuliere de la chaipele la spectrine et l'autre se lie a une régiolageotéine
de la bande 3 (PETERS et LUX, 1993).

* Les lipides
La majorité des lipides de la membrane érythrooytaont représentés par les
phospholipides (20%), le cholestérol (16%) et lgsdipides (4%).

0 Les phospholipides
Les phospholipides prédominants sont la phospHalidime (28%), la

phosphatidyléthanolamine (26%), la sphingomyéli?g%§) et la phosphatidylsérine (13%).
On trouve aussi, en faibles quantités, l'acide phatdique (2%), le phosphatidylinositol
(1%) et la lysophosphatidylcholine (1%). Les ligdsont répartis asymétriguement dans la
membrane, la majeure partie de la phosphatidylebal65-75%) et la sphingomyéline est
orientée vers l'extérieur de la cellule, tandis tpghosphatidylsérine (96%) est dans le
cytoplasme (OPREA-MITROFAN, 2006).

0 Le cholestérol
Le cholestérol et ses esters font partis d'uneselake lipides membranaires, les
stéroides. lIs représentent 30 a 50 % des lipidssndembranes plasmiques. Son role est de
stabiliser et de maintenir la fluidité de la memma@OPREA-MITROFAN, 2006).

0 Les glycolipides

Une partie des lipides sont glycosylés et congiitlee classe des glycolipides qui sont
représentés par les globosides, les trihexosidevides et les dihexoside-céramides.

Les glycophorines érythrocytaires s'intégrent eldsephospholipides dans la couche
bilamellaire, avec les longs axes hydrophobes diees gras plantés dans la couche lipidique
( OPREA-MITROFAN, 2006).

Le schéma de la structure de la membrane du globutge est donné par la figure 25.

3.6.2 Etat redox érythrocytaire
La richesse du globule rouge en oxygene, en Hindeeainsi que la membrane

erythrocytaire en acides gras poly-insaturés, terglobule rouge susceptible aux dommages
peroxydatifs.

Difféerents facteurs menent a la formation des RI2-(OHO,, HO) dans les
erythrocytes dont l'auto-oxydation de I'Hb et laatéon de Fenton (DUMASWALA et
ZHUO, 1999).
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Figure 25 : Schéma de la membrane du globule roud¥I1QIN et JUNFAN, 2007). 3 :
bande 3; GPA et GPC: glycophorine A et C respectiveent; 4.1 : bande 4.1 ; 4.2 : bande
4.2

3.6.3 Systémes de défense antioxydante du globubeige
Les hématies tout comme les autres cellules dgafigsme sont dotées d'un systeme

de défense antioxydant englobant les défensesmrymatiques (vitamine E, caroténoides, la
vit C, glutathion, acide urique, céruloplasminegnsferrine, haptoglobine, bilirubine) et
enzymatiques (la SOD, la CAT, la GPx) (CIMEN, 2Q08)

L'Hb présente également des propriétés antioxydaAiesi les globules rouges sont
les piegeurs majeurs de NO dans la circulaf®@OTT etal., 1993 ; CIMEN, 2008).

Un autre systéme antioxydant correspond a un compl@rotéolytique
multicatalytique. Ce complexe appelé les hydrolategprotéines oxydées (Oxidized protein
hydrolase) ou OPH est responsable de la dégraddésrprotéines intracellulaires dans les
érythrocytes. Ces protéases dégradent préférentiefit les agrégats de protéines oxydées
(FUJINO etal., 2000).
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Matériels et Méthodes

I- Matériels et méthodes

Le travail expérimental est réalisé au sein du raioire de biochimie appliquée et
biotechnologies de la faculté des sciences biolmgget des sciences agronomiques de
I'université Moloud Mammeri de Tizi Ouzou.

1-1 Matériels
* Appareils
Les appareils utilisés sont les suivants:

- Evaporateur rotatif (IKA-DEST);

- unité d'électrophorése sur mini cuves verticalesdffer SE 200) comprenant : cuves
d’électrophorese, générateur de courant (max : 280100mA), plaques en verre et en
hydroxyde d’alumine (10 x 8 cm), espaceurs d'égaissvariées (0,75;1 ;1,5 mm) ;

- balance de précision a 0,01mg (SARTORIUS) et bakanalytiques a affichage digital
(0,019g) (Denver Instrument) ;

- spectrophotometre UV Visible (SCHIMADZU, Japon) ;

- pH metre (Hanna-instruments) ;

- lyophilisateur a plateau (BETA, Allemagne) ;

- centrifugeuses: normale non réfrigéré (max 16008¥GMA); réfrigérée, max 28 000 x
g (SIGMA) ;

- agitateurs variés (de tubes, a plateau, a barrenagnétiques chauffant et non
chauffant...) ;

- bain Marie (Memmert, Allemagne) ;

- dégazeur a ultrason (NEY 19B, USA);

* Petit matériel
- Verrerie (fiole a vide, béchers, erlen Meyer, fidlevide, fioles a jauge, éprouvettes,
entonnoirs, mortier .).;
- micropipettes, micro-seringue Hamilton ;
- papier Watman N° 40.

» Produits chimiques et réactifs

» Réactifs spécifiques
Acrylamide, N, N’-méthylene-bis-acrylamiddéleu de bromophénol, bleu de Coomassie
R250, dodécyl sulfate de sodium (SDS), glycpeercaptoéthanol, persulfate d’ammonium,
N, N, N, N’ tétraméthyléthylene diamine (TEMEDXactif de Folin-Ciocalteu , composeés
phénoliques (acide gallique, acide caféique eteatadnique), acide ascorbique (vitamine C),
2,2-Diphenyl-1-picryhydrazyl (DPP} peroxyde d'hydrogene.

= Sels
Carbonate de sodium, chlorure de sodium, hydroxdelesodium, persulfate d’ammonium,
sulfate d’ammonium, tartrate de sodium, trishydrogthylaminométhane (TRIS),
ferricyanure de potassium {Re(CN}), chlorure de fer (Feg), molybdate d'ammonium
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((NH4)2 M0oQO,), phosphate de sodium (NgPO,, NaaH,PQy), sulfate de fer (FeS{) chlorure
de sodium (NaCl) et azide de sodium.
= Acides
Acide acétique, acide chlorhydrique, acide trichémétique.
= Solvants organiques
Méthanol, acétate d’éthyle, hexane, éthanol, gblcér

* Matériel végeétal
Des olives vertes de la variéthamlal ont été récoltéedans la région de Kabylie
(T1ZI-OUZOU) précisément au village de MEZDATAT-BRDUNA le 27 Octobre 2007.
Les olives justes aprés leur récolte, ont été pée® puis pesées est réparties en
fractions de 200g dans des sachets puis congelséres t@mpérature de -20°C.

* Matériel biologique
o Préparation des érythrocytes

Les expériences ont été réalisées sur du sanghsamain récolté sur héparine ou
citrate comme anticoagulants. Les érythrocytes smi¢s et stockés a 4°C selon YUAN et
al., (2005).

Les cellules sanguines ont été, dans un premiepgemolées par centrifugation a
3000xg du sang récolté, pendant 10 minutes a 4é(ldasma et la couche de globules blancs
(buffy coat) ont été enlevés par aspiration etéigghrocytes ont été repris dans un tampon
isotonique, le tampon phosphate salin (PBS) pH Agrées mélange par retournement,
I'échantillon a été centrifugé a nouveau (3000x@mnih, 4°C), le surnageant a été enleve
soigneusement par pipetage au moyen d’'une pipasieyr ou d'une micropipette. Le lavage
a ete repete 2 fois.

Les érythrocytes lavés sont resuspendus dans leemétume de PBS. Les
échantillons sont conserveés a 4°C.

o Préparation des membranes érythrocytaires

La préparation des membranes érythrocytaires aéélésée en utilisant la méthode
proposée par SHIVA SHANKAR REDDY el. (2007).

Selon cette méthode, a environ 2 ml de sédimethré@gytaire préalablement lavé, est
rajouté 28 ml de tampon PBS hypotonique (20 mOgth,7pl) (tampon de lyse) et aprés
agitation douce, les tubes sont centrifugées a £i@ant 40 min a 20 000xg.

Apres centrifugation, le surnageant a été déecant&vigant d’entrainer les membranes
puis éliminé délicatement par aspiration, tandis uculot a été resuspendu dans le méme
tampon de lyse pour une nouvelle centrifugatiorsdas mémes conditions.

Un total de 4 lavages a été nécessaire pour qumdesbranes soient pratiquement
dépourvues de toute trace visible d’hémoglobine.

Enfin les membranes sont resuspendues dans le m@oree de tampon isotonique
(PBS) et conservées a 4°C.
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0 Protéines
- Sérum albumine bovine (BSA), (SIGMA ; USA) ;
- protéines marqueurs : Un kit pour I'étalonnage dels d’électrophorese en PAGE-SDS a
ete utilisé. Ce kit, préparé au sein du laborattd8AB comprends 4 protéines de PM
connu : la —lactalbumine, I$ —lactoglobuline, 'ovalbumine et BSA.
- Hémoglobine (SIGMA ; USA).

1.2 Méthodes
1.2.1 Extraction des composés phénoliques
La procédure suivie pour I'extraction des CP totalexla pulpe d'olives vertes est

basée sur la méthode décrite par BREN&Sal., (1995) avec certaines modifications
introduites par SAVARESEt al., (2007).

La pulpe d’olive (10g) a été d'abord broyée puitamgée avec un systeme de solvant
méthanol: eau (80/20, v/v). L'extraction est r&disous agitation a température ambiante
pendant 30min. Le mélange est par la suite ceg&ifpendant 10 min a 3000xg. Le
surnageant est filtré sous vide a travers un pajgegman n° 40.

Cette extraction est répétée trois fois sur le tcd® pulpe récupéré aprés chaque
centrifugation. L'extrait au méthanol aqueux edtexxté et le solvant organique est évaporé a
40°C

sous vide au rotavapor. La phase aqueuse est réeupgis délipidée au moyen de
I'hexane. Les CP sont ensuite extraits avec l'aeétbéthyle a partir de I'extrait aqueux
délipide.

Apres évaporation de l'acétate d'éthyle sous Vedegsidu sec est solubilisé dans 2 ml
du méthanol. Le protocole d’extraction est illusteds la figure 26.

Plusieurs études rapportent que les solvants pslaont les plus employés pour
I'extraction des PP (OBIED at., 2005).

Le mélange méthanol-eau a été déterminé commelétardilleur solvant d'extraction
des PP a partir de la pulpe d'olive. Un temps daetion de 30 minutes donne un rendement
maximal (RYANetal., 2001 ; OBIED etl., 2005).

Le solvant utilisé pour I'extraction des CPO estiélange méthanol-eau (80 :20, v/v).
MONTEDORO etal. (1992), ont rapportgue ce meélange est le solvatéxtraction le plus
efficace pour les CP simples et hydrolysables.

L'acétate d'éthyle est utilisé pour réaliser desaekions a partir de matrice liquides. Il
peut étre a l'origine de la perte de certains k#apls glycosylés. Cependant ce solvant est
sélectif et est le plus convenable pour extraisen®nomeres phénoliques a moyen et faible
PM gréace a sa polarité importante (LESAGE-MEESSENMI.e 2001 ; ALLOUCHE etal.,
2004).

Le lavage par I'hexane permet la délipidation dténm, ainsi que I'élimination de la
chlorophylle et des caroténoides, sans perte dg&R€RN et al., 2001).

Les CP sont des espéces chimiques réactives etvabrdrables a I'oxydation, la
conjugaison, I'hydrolyse, la polymérisation et tarplexation. Ceci est aggravé par le contact
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Olives verte:

¥y Dénoyautag

10 g de pulpe d'olive

v

Extraction avec 30 ml du mélange méthanol/ ealR2(B0O//V)

Y

Centrifugation pendant 5 min a 3000x+ 3 fois

Y

Filtration sur papier Wattman n° 4

v

Evaporation sous vide a 4@°

v

Lavage a I'hexane de la phase aqueuse 3*20 n

Y

Extraction par I'acétate d’éthyle 5*20ml

Y

Evaporation sous vide a 40° C

v

Résidu sec dissout dans 2 ml de méthano

\

Extrait phénolique

Figure 26 : Protocole d’extraction des composés phéliques a partir de la pulpe d’olive
(BRENES etal., 1995).
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direct avec les enzymes et leurs substrats dueatdyage et la malaxation (OBIED at,
2005).

Selon OBIED etal. 2005, le méthanol agit sur la paroi cellulaireirgtibe 'action
enzymatique, une simple stratégie pour supprimerréduire l'action enzymatique est
d'ajouter le méthanol suivi de I'eau, c’est ceayété realisé au cours de nos extractions.

1.2.2 Dosage des composés phénoliques totaux
- Principe

La concentration des CP totaux a été estimée paeéthode de Folin-Ciocalteu. Elle
repose sur la grande oxydabilité des CP. Le réagtifisé est un mélange de
phosphomolybdate et tungstate de sodium, qui ésfitréors de I'oxydation des phénols en
milieu alcalin en un chromogéne de couleur bleuctlration produite est proportionnelle
(absorption maximale comprise entre 725 et 75@)quantité en phénols totaux.

- Protocole expérimental

Le dosage des CP totaux extraits de la pulpe dslifCPO) est réalisé selon la
procédure décrite par GUTFINGER (1981).

Un volume de 0,1 ml de I'extrait phénolique de ldpe d’olive est dilué avec I'eau
distillée jusqu’a atteindre un volume de 5 ml damstube a essai de 10 ml. A cela sera
additionné 0,5 ml de réactif de Folin Ciocalteayrés 3 minutes d'incubation, 1 ml de la
solution de carbonate de sodium Na(dB56%) est ajouté. Le mélange réactionnel est agité
puis dilué jusqu’a un volume final de 10 ml.

Les densités optiques (DO) sont mesurées a 72%n#s ane heure d’incubation.

L’acide gallique (AG) est utilisé comme standardupta préparation de la courbe
d’étalonnage dans une gamme allant de 0-100 pg/déral solution d’échantillon.

1.2.3 Etude de l'activité antioxydante
1.2.3.1 Pouvoir réducteur

* Le pouvoir réducteur sur le ferrocyanure de potassim
- Principe
Le pouvoir réducteur sur le ferrocyanure de potessimesure la capacité de
l'antioxydant & pouvoir donner les électrons. Laugdion des ions ferriques g en ions
ferreux (F&") est évaluée par spectrophotométrie en mesumrgotbance de la solution
bleu-verte résultante a 700 nm. L'augmentationatesdrbance indique un pouvoir réducteur
plus élevé.
Le détail réactionnel est donné par les réactidmessous représentées par la figure
27:

Fe (CN* +ArOH — Fe(CNy" + ArO'+H*
Fe (CNE* + Fe** +K* " KFe[Fe(CNJ
Figure 27 : Les réactions mises en jeu dans le tes# ferrocyanure de potassium (APAK

etal., 2007).
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- Protocole expérimental

L'évaluation du pouvoir réducteur sur le ferrocy@nde potassium est réalisée suivant
le protocole décri par OYAIZU (1986).

Un volume de 2,5 ml de différentes concentrati@nsl0 ; 20 ; 30 ; 40 ; 50 ; 60 ; 70 et
80ug/ml) des composés a tester (CPO, AG, acide caé{&C), acide tannique (AT) et
vitamine C (vit C)) est mélangé avec 2,5 ml du tamphosphate pH 6,6 et 2,5 ml d’'une
solution de ferricyanure de potassiumiK (CN) ; 1%).

Apres incubation a 50 °C pendant 20 minutes, latida est arrétée par l'addition de
2,5 ml de l'acide trichloroacétique (10 % ; P/VE mélange est ensuite centrifugé a 1000xg
pendant 8 minutes. 2,5ml du surnageant est mélavge le méme volume d’eau distillée et
1ml d'une solution de chlorure de fer (RedD,1 %). L'absorbance est mesurée par
spectrophotométrie a 700 nm.

Les essais sont réalisés trois fois pour I'ensenddecomposés testés.

On note que pour I'ensemble des tests réalisés dansavail, I'effet donné en
combinant une concentration constante en CPO a®cahcentrations croissantes en vit C
(la concentration maximale n’excéde pas la moi@écdlle des CPO) a été déterminée. La
concentration en CPO choisie est celle donnanfaibke activité. Le but est de savoir est-ce
que cette association entre la vit C et les CP®@albe améliorer I'activité testée par synergie.

L'étude du pouvoir réducteur des CPO en préseacatdC est donc réalisée. Airsi
pouvoir réducteur sur le ferrocyanure de potasséstndéterminé pour une concentration de
20ug/ml de CPO en présence de concentrations andéssen vit C (2;3;4;5;6;7 ;9 et
10pg/ml).

* Test phosphomolybdénique
- Principe
Ce test est basé sur la réduction de Mo (VI) en (Mppar la substance a tester
conduisant a la formation d'un complexe phosphateN{) a pH acide qui absorbe a 695 nm.

- Protocole expérimental

La capacité réductrice de I'extrait phénoliqueestédrtains composés de référence (vit
C, AC) est évaluée selon la méthode de PRIET&). €1999).

Un aliquote de 0,1 ml de I'échantillon a différent®ncentrations (200 ; 500 ; 800 et
1000 pg/ml) est ajouté a un volume de 1 ml de la solutiéactionnelle (acide sulfurique
0,6M, phosphate de sodium 28 mM, et molybdate danmm 4 mM). Concernant le blanc,
0,1 ml du méthanol est utilisé a la place de I'athan.

Les mélanges réactionnels sont incubés dans unnhaiie a 95°C pendant 90 min.
Apres incubation, les échantillons sont laissémidif a température ambiante, et la DO est
ensuite mesurée a 695 nm contre le blanc.

Les essais sont réalisés trois fois pour I'ensenddecomposés testés.
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La capacité antioxydante est exprimée en DO etqeuivélents de vit C emg/g
d'échantillon. Pour cela une courbe d'étalonnageésdisée donnant la DO a 695nm en
fonction de la concentration en vit C.

L’étude du pouvoir a réduire le molybdéne par |€B0Cest étudié également en
présence de la vit C. Ainsi le pouvoir réducteur p&a test phosphomolybdenique est
déterminé pour une concentration de 500ug/ml de @RQOprésence de concentrations
croissantes en vit C (50 ; 100 ; 150 ; 200 et 25®)g

1.2.3.2 Capacité de piégeage d’especes radicalaires
* Test de piégeage du radical DPPH-
- Principe

Cette méthode utilisant le 2,2-diphenyl-1-picrytazd (DPPH), un radical libre,
coloré, stable, facile a doser et capable d'armadee atomes hydrogene labiles des
groupements OH les plus réactifs, et présentamaximum d'absorption a 517 nm.

En présence d'un antioxydant, le DPRBE réduit en DPPH et sa réduction se traduit
par le passage de la couleur violette de la seoludida couleur jaune. Ceci conduit a la
diminution de lI'absorbance du radical libre a 5t7n

La structure ainsi que la réaction impliquant leFPPse résume dans la figure 28 de
la fagon suivante :

/.--\'H-QH:\ r*’% J_[ff-\%‘:_h ’ieﬂh“‘\‘“\-
“‘\x//:;""‘x N--""‘mkjf” "\-\_\\;{f"\-—_\_\_ r;l’--f.‘Hﬁ
|
N« + RH NH + R™
2 NO ON_ _L_ _NoO,
’ Kvlf/‘%&i Antioxydant : N YT
~ ~
NO, NO,
DPPH- DPPH

Figure 28 : Structure du DPPH- et sa réduction paFantioxydant RH (PAIXAO et al.,
2007).

- Protocole expérimental

La capacité de piégeage du DRR#st déterminée suivant la méthode décrite par
BRAND-WILLIAMS etal. (1995).

Brievement, 2 ml d'une solution de DPP{@,1mM dans de I'éthanol) est ajoutée a
20ul des composés a tester (CPO, AG, AC, AT eCyi difféerentes concentrations (80 ; 150
et 250ug/ml dans I'éthanol). Le mélange est par la sgiga

La cinétigue de diminution de la quantité du radib®PH est déterminégusqu'a
atteindre I'état stationnaire.
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Les DO sont prises a 517nm comme suit : apres M5Imin, 1,5min, 2min, 2,5min,
3,5min, 4,5min et 5,5min de la réaction, ensuitagele 5 minutes jusqu'a I'obtention d'un
plateau.

L'activité antioxydante est exprimée de deux masiéen pourcentage d'inhibition du
radical DPPHet en terme cinétique en pourcentage de DPfékiduel en fonction du temps.

L'activité de piégeage du radical DPRidt calculée en utilisant la formwdeivante :

Le % de piégeage du radical DPPH- = [(#A1)/Ag] x 100

Oou

Ao: I'absorbance du contrdle a temps t = 0 en absdgEgeomposés a tester.

A1 'absorbance de I'échantillon a temps t (tempssaire pour atteindre I'état stationnaire),
il varie suivant la substance testée et sa corat@ntr

L’expression des résultats en pourcentage de DRPsiduel en fonction du temps est
calculée par la formule suivante :

Le % de [DPPH-] rgsiquel = ((DPPH-} /[ DPPH-}; = o) x 100
Oou

[DPPH]; = ¢: la quantité de DPPH temps t = 0.

[DPPH]; : la quantité de DPPH temps t.

La quantité de DPPHest déduite a partir d'une courbe d'étalonnageapéé a partir
d’'une gamme de concentrations connues en DPPH

- Calcul des EGo
La concentration efficace Egest définie comme étant la concentration en apdart
nécessaire pour réduire la concentration initimleD®PH (C pppn  (t=0)) par un facteur de
deux. Les valeurs des Egsont déterminées a partir d’'une courbe représetadraction de
DPPH résiduelle en fonction du rapport antioxydant endg DPPH

La capacité de piégeage du radical DPBatr lesCPO en présence de vit C a été
déterminée. Ainsl'activité est déterminée pour une concentration en CPO dedl50 en
présence de concentrations croissantes en vit €qQ 20 ; 40 ; 60 et 80 pg/ml).

* Test de piégeage du peroxyde d'hydrogene
- Principe
Cette méthode consiste a évaluer la capacité dulbstance a piéger l'eau oxygénée
H.O,. Ceci est réalisé par simple incubation de latsumgs a tester en présence d®HLa
quantité en kKO, résiduelle dans le milieu réactionnel est déteémipar la mesure de son
absorbance a 230 nm.

42



Matériels et Méthodes

- Protocole expérimental

La capacité des différents composeés a piegéx, ldst déterminée selon la méthode de
RUCH etal. (1989).

Un volume de 2 ml de la substance a tester a diffés concentrations (10 ; 50 ; 100 ;
150 ; 200 et 250ug/ml) est ajouté a 1 ml de latswiude HO, (43mM), préparée dans un
tampon phosphate a pH 7,4.

La réaction est incubée a température ambiantdaoerl5 min, et I'absorbance est
mesurée a 230 nm contre le blanc contenant le tangwsphate sans le peroxyde
d’hydrogéne.

Le pourcentage de piégeage du peroxyde d’hydrogandes composés testés est
calculé selon la formule ci-dessous :

Le % de piégeage de bD, = [(Ao — A1)/ Ag] x 100

Ao : absorbance du contrbéle en absence de I'échantillon.
A; : absorbance en présence de I'’échantillon.

Toutes les données sont mesurées trois fois.

La capacité de piegeage deQd par lesCPO en présence de vit C a été également
déterminée. Ainsfactivité est déterminée pour une concentration en CPO dedlod en
présence de concentrations croissantes en vit @35 30 et 45 pug/ml).

1.2.3.3 Etude sur un modele cellulaire
1.2.3.3.1 Test d’hémolyse

o L’action hémolytique du peroxyde d'hydrogene
- Protocole expérimental

L'action hémolytique du }D, a été étudiée selon la méthode de TEDESCa@l.et
(2001) avec certaines modifications.

Un volume de 10Qu d’une solution d’érythrocytes (5%, v/v) est inéuavec 10Qul
de HO, a différentes concentrations (0,1mM ; 1mM ; 2mMnNs et 10mM).

Apres agitation douce, les tubes sont incubés darnisain marie a 37°C pendant 3
heures avec agitation douce chaque 30 minutes.

Aprés incubation, le contenu de chaque tube es€ diar 8 volumes de PBS, puis
centrifugé a 3000xg pendant 10 minutes. Les suardgesont récupérés et la lecture des DO
est réalisée a 540 nm.

Le pourcentage d’hémolyse est déterminé selorrfauie suivante:

Le % d'hémolyse = (A/ A) x 100
Avec:
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Ao. absorbance maximale donnée par les érythrocyieplétement hémolysés dans I'eau
distillée.
A : absorbance de I'échantillon incubé en présenciféeentes concentrations de®3.

0 La cinétique de I'hémolyse peroxyque
Le systeme d'oxydation choisi est celui utilisag®}-a une concentration de 5 mM. Le
taux d’hémolyse des érythrocytes incubés en présdaccmM de KD, a été déterminé en
fonction du temps apres 30, 60, 90, 120, 150, 124@ minutes d'incubation.
Le taux d’hémolyse est déterminé comme précis@ssas.

o L'action du peroxyde d'hydrogene sur la fragilité smotique

L’effet de H,O, sur lafragilité osmotique a été étudié afin de confirmee c’est bien
I'atteinte de la membrane érythrocytaire qui &dibrigine de I’hémolyse induite par,@,.

La procédure appliquée est la méthode de O'DELAL €0987) legerement modifiée.
Un volume de 100 ul de la suspension d'érythroojgés v/v), est incubé pendant 3 heures
avec 100ul de HD,a différentes concentrations (0 ; 1 ; 5 et 10 mM).

Apres incubation, 2 ml de PBS a pH7,4 avec des ertrations variees en NaCl
(0,3% ; 0,4% et 0,9%) est additionné a chaque tubs.tubes sont laissés au repos a la
température ambiante pendant 30 min, puis ceng#@ég3000xg.

L'absorbance du surnageant est mesurée a 540'némalyse dans chaque tube est
exprimée par rapport a I'hémolyse totale induite peau distillée comme calculée
précédemment.

o L’inhibition de 'hémolyse
- Principe

Cette méthode consiste a évaluer la capacité dimmpasé a inhiber I'hnémolyse induite
par un stress oxydatif sous I'action d’ERO (ou eugdical). L'intensité de I'hnémolyse est
estimée par la mesure de I'absorbance de I'hémngltobérée apres hémolyse a 540 nm. Une
substance est d'autant plus anti-hémolytique q®la&nregistrée est faible.

- Protocole expérimental

Le protocole du test concernant I'activité inhilwér de I’'hnémolyse est réalisé selon la
méthode décrite par TEDESCOadt (2001) avec certaines modifications.

A 100 pl d’'une solution d’érythrocytes (5%, v/v), sont @ii@és 100ul de différentes
concentrations (50 ; 100 et 150upg/ml) des substaacester (CPO, AG, AC, AT et vit C)
préparées dans le PBS et 10@e HO, (5 mM dans PBS).

Avant l'addition du composé a tester, l'activité ¢k catalase est inhibée par
incubation des globules rouges avec {iD@e I'azide de sodium (1mM) pendant 10 minutes a
37°C (SENTURK etl., 2001)

Le mélange réactionnel des différents échantilbbé$é agité doucement, puis incubé
dans un bain marie a 37°C pendant 3 heures. Urtatiagi douce est réalisée chaque
30 minutes pour 'ensemble des échantillons, dueapériode d’incubation.
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Apres incubation, le mélange de chaque tube esé gilr 8 volumes de PBS, puis
centrifugé a 3000xg pendant 10 minutes. Les suamdgesont récupérés et la lecture des DO
est réalisée a 540 nm. Chaque essai est réalss. 3 f

Le pourcentage de l'inhibition de ’hémolyse s’eérpe comme sulit :
Le % de l'inhibition de I'hémolyse = [(A¢- A) / Ag] X 100

Ao I'absorbance du contrdle en absence de la suestarester.
A : I'absorbance de I'échantillon en présence delstance a tester.

L’inhibition de I'hémolyse par lesCPO en présence de vit C a été également
déterminée. Ainsl’activité est déterminée pour une concentration en CPO dg/B0en
présence de concentrations croissantes en vit @q5 15 et 20ug/ml).

1.2.3.3.2 Test de la peroxydation lipidique
- Principe
Le MDA est un indice de la peroxydation lipidiquelmple. La méthode est basée sur
la détection spectrophotométrique du complexe detigDA et I'acide 2-thiobarbiturique
(TBA) (figure 29). Le complexe MDA-TBA présente oraximum d'absorption & 532 nm.
Deux molécules de TBA se fixent sur une molécul®@A, & 100°C en milieu acide
pour donner un complexe de couleur rose.

o o ' H
OH
MDA TBA Complexe MDA/TBA (Apax= 532 nm)

H3x|/N‘¢; OH " Hcl + chaleur SYN“TOH HOTN\/SH
> |
0 o+2 N _L Hy0 NY NP \T,N
OH OH

Figure 29 : La réaction de la formation du chromoplore entre MDA et TBA
(LAGUERRE et al., 2007).MDA : malondialdehyde ; TBA : acide 2-thiobarbityuie

» Ladétermination de la teneur en protéines
- Principe
La méthode de LOWRY atl. (1951) a été utilisée pour la détermination deeteur

en protéines dans I'échantillon de membrane érgthiaires. C’est un dosage colorimétrique
basé sur deux réactions. Une réaction de type Biyvar laquelle les molécules
polypeptidiques donnent en milieu basique un corgpliivrique coloré et une réaction par
laquelle les noyaux phénoliques de la tyrosinewetrgptophane et a un degré moindre de
I'histidine, réduisent le réactif de Folin-ciocalte
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L’intensité de la coloration développée est prdparielle a la concentration en
protéines dont 'absorbance est mesurée par spéctimmétrie a 750 nm.

- Protocole expérimental

A 1 ml d'échantillon, contenant entrey@26-10Qug de protéines, est rajouté 5 ml d'une
solution appelée C qui est un mélange d'une solwioaline et d'une solution cuivrique
(annexe 1). Ce mélange est laissé pendant 10 tem@erature ambiante.

Un volume de 0,5 ml de réactif de Folin-Ciocaltet additionné. Apres incubation a
I'abri de la lumiere pendant 30 minutes, les DG &ms a 750 nm.

Une droite d’étalonnage a été realisée avec desiaud de concentrations croissantes
de BSA dans les mémes conditions (annexe 1).

* Protocole expérimental du test de la peroxydationpidique
Les membranes des globules rouges sont soumisas<aypbes de stress oxydants. Le
but de cela est la définition d'un systéme d'oxgdafiort qui induirait I'oxydation des lipides
membranaires.

o Définition d’un systéme pro-oxydant
» Systeme d'oxydation par HO;
- Protocole expérimental

1 ml de membranes érythrocytaires (Img/ml) est temfoié de 3001 de HO; a
différentes concentrations (0,01 ; 0,250 ; 1;19; 50 ; 200 ; 500 et 900mM). L'incubation
est réalisée pendant 3 h.

Apres incubation, le dosage du MDA est réalisé. Wiume de 1 ml de chaque
échantillon de membranes érythrocytaires soummstrass oxydatif, est traité par 2 ml d'HCI
(IN) contenant l'acide trichloracétique (15%) etTIBA (0,75%). Les tubes sont alors
chauffés a 100°C pendant 30 minutes, refroidis dembain de glace puis leurs contenu est
centrifugé a 3000xg pendant 10 minutes (BUEGE eBAUL978).

Les surnageants, contenant les complexes MDA-TBA{ s2cupérés et I'absorbance
est mesurée a 532 nm.

Les concentrations en MDA sont exprimées en uM/egmbtéines membranaires et
déterminées en utilisant le coefficient d'extinatite 1,56 x 10M™* cm™.

» Systeme d'oxydation HO,/ FeSQ,

Le méme protocole a été appliqué, a la seule diffé@ qu'a chaque concentration en
peroxyde d'hydrogéne utilisée précédemment sewéajm volume de 100l de FeSQa une
concentration de 1 mM.

0 La cinétique de la formation du MDA par le systemepro-oxydant choisi
Le systeme oxydant J@,(900mMYFeSQ(1mM), ayant induit la formation d'une
quantité importante de MDA, a été choisi pour tekéetivité inhibitrice de la peroxydation
lipidique.

46



Matériels et Méthodes

La quantité de MDA formé en fonction du temps adgiterminée apres 5min, 10min,
30min, 1h, 1h30, 2h, 3h, 4 h et 5 h d’'incubation.

o L'inhibition de la peroxydation lipidique

L'action des CPO, des CP indviduels (AC, AT, AGllet la vit C sur la peroxydation
lipidique induite par le systeme générateur desstaxydant est étudiée dans les conditions
suivantes : KO, (900mMYFeSO4 (1mM).

Le protocole est appliqué comme précédemment et gontés 1501 de chaque
substance a tester a différentes concentrations §2Q 150 ; 200 ; 250ug/ml). Lincubation
est réalisée pendant 4 h.

Le pourcentage de l'inhibition de la peroxydatigndique s’exprime comme suit :

Le % de l'inhibition de la peroxydation lipidique = [(Ao- A) / Ag] x 100

Ao: I'absorbance du contréle en absence de la suestarester.
A: I'absorbance de I'échantillon en présence dellstance a tester.

La capacité de l'inhibition de la peroxydation tifgiue par le<CPO en présence de la
vit C a été également déterminée. Airactivité est déterminée pour une concentration en
CPO de 40ug/ml en présence de concentrations andéss en vit C (5; 10; 20; 30 et
40ug/ml).

1.2.3.3.3 Evaluation du stress oxydatif des protéas de la membrane
erythrocytaire

* Méthodes électrophoretiques
Le but de cette étude est I'évaluation de l'oxpdaties protéines membranaires des globules
rouges par électrophorése en présence et en alisubstances antioxydantes.

- Principe

L’électrophorése est une technique qui permet parsdion de molécules chargées,
sous l'effet d’'un champ électrique.

La séparation des protéines par électrophorésseuldur caractére amphotere du a la
présence au niveau de leur structure de fonctionses et carboxyliques.

La charge des protéines a séparer va dépendre diuphilieu et de leur pHi. Les
protéines sont généralement séparées en miliequeasil elles prennent une charge négative
et migrent donc vers I'anode. La vitesse de migratiu mobilité électrophorétique dépend de
la charge globale et du PM.

L’électrophorése sur gel de polyacrylamide (PAGH) aonsidérée comme l'une des
méthodes de séparation les plus fines. Elle esplde rapide, précise, reproductible et
sensible (VAN HEKKEN et THOMPSON, 1991).

Le gel de polyacrylamide est le produit de polysetion de monomeres d’acrylamide
et d'un agent de pontage le N, N’ méthylene-bisdaanide et ce, en présence de persulfate
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d’ammonium et de N, N, N’, N'-tétraméthyl-éthyledmmine (TEMED) comme catalyseurs
de la réaction (figure 30).

i
|
C—NH, 0 0

CH,=CH + CH,=—=CH—C—NH—CH,—NH—C—CH=TH,
Acrylamide N,N'-Methylenebisacrylamide
TEMEDi SO,*

(l) 0 0 ?
[

C—NH, C—NH, C NH C—NH,
CH,—CH— CH,—CH—CH,—CH—CH,—CH—CH,—CH—CH,—CH

0=C-NH 0O—C NH
CH, 0 0 0 CH,
0=C-NH (lJl NH, (lz—-NH2 C—NH, 0=C-NH
CH,— CH— CH,—CH—CH,— CH— CH,— CH—CH,— CH—CH,— CH
C—NH

(0]

Figure 30 : Mécanisme de polymérisation entre I'agdamide et le bisacrylamide.

Les propriétés du gel sont déterminées selon laerdration en acrylamide ainsi que
le degré de polymérisation et de pontage défimglpa indices T et C calculés comme suit :

T®)=(a+b/v)x100
C(%)=(b/a+b)x100
Avec :
a : acrylamide (g) ;
b : méthylene-bis-acrylamide (g) ;
v : volume de la solution (ml).

- Conditions expérimentales

Les séparations électrophorétiques ont été réalsdedes mini-cuvddOEFFER SE
280, qui présentent I'avantage d'utiliser trés pgeuproduits et ne nécessitent pas de systéeme
de refroidissement. Le gel est coulé entre uneuglatge verre et une plaque d’alumine. Une
concentration de 3,5 mg/ml de chaque échantillbdésosée dans chaque puit.

Le bleu de bromophénol est additionné au tampochdiétillon. Ceci va permettre de
suivre le niveau de migration électrophorétiques parametres de voltage et d’ampérage sont
maintenus constants (250 V; 20 mA) pendant une ghagenne allant de 60 a 120 min.
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Deux types de PAGE ont été réalisées :

» Electrophorése en conditions non dissociantes etmadénaturantes

L’électrophorése sur gel de polyacrylamide danscl@sditions non dissociantes et
non dénaturantes (PAGE native) permet la sépardisrprotéines selon leur charge nette et
leur PM.

La méthode de HILLIER (1976) a été suivie. Un gelpblyacrylamide a T= 12% et
C= 2,7% a été utilisé. Le tampon de gel est compes@ RIS, 0,75 M, pH 8,9). Le tampon
d’électrode est constitué de (TRIS, 5mM ; glycinr@, mM ; pH 8,3). Les échantillons
protéigues sont préparés a une concentration dagdy dans une solution contenant le
tampon de gel (1/10, v/v), de I'eau distillée (7/%¥) et du glycérol 10% (v/v) (annexe 2).

» Electrophorése en conditions dissociantes et dénatuntes, en présence de SDS et
de 2-Mercaptoéthanol (PAGE-SDS)

Le SDS de formule CH(CH,)11-SO: Na', est un détergeant anionique capable de
dissocier les complexes protéiques. Associé a entagducteur, le 2 mercaptoéthanol, ayant
comme role la réduction des ponts disulfures, 1& SDlubilise les protéines en se fixant en
exces sur ses dernieres, leur conférant ainsi arte €harge négative. La séparation des
différents échantillons protéiques est donc fomctda PM.

L’électrophorése PAGE-SDS est réalisée selon leopote décrit par LAEMMLI et
FAVRE (1973) qui se base sur un systéme biphasiqomprenant deux types de gels
superposes, un gel de séparation et un gel de ivaten.

Le gel de concentration (T= 4,8 % et C= 2,7 %) arépen tampon TRIS-HCI, pH 6.8,
est faiblement réticulé et n’exerce aucun effet tdmisage moléculaire mais il sert a
concentrer les échantillons.

Le gel de séparation (T= 12 % et C= 2,7 %) préparéampon TRIS-HCI, pH 8.8,
correspond au support a travers lequel se fait igration des protéines selon leur PM
(annexe 3).

La détermination du PM des entités séparées staffeen faisant migrer dans les
mémes conditions des protéines étalons de PM cannus

Le kit de protéines standards, préparé au laboealohBAB, comprend : la BSA
(66000 Da), I'ovalbumine (45000 Da), falactoglobuline (18000 Da) etoflactalbumine
(14000 Da). Une courbe Log PM = f (distance pangelest utilisée pour la détermination du
PM des entités protéiques.

A la fin de la migration, le gel est démoulé poubis les opérations successives
suivantes :

Fixation : La fixation est réalisée par immersion du gel dane solution d’acide
trichloracétique 12 % (P/V) pendant 45 min

Coloration : le gel est immergé 2 a 4 h dans une solution tatmon contenant du
bleu de Coomassie 0,2 % (P/V) dissous dans unéi@olkonstituée du mélange eau distillée
(1 volume), méthanol (1 volume) et I'acide trictdoétique 2 % (P/V) ;
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Décoloration : elle est réalisée par immersion du gel dans le ang&
(eau/méthanol/acide acétique) dans les proportespectives 3,12/1,5/0,37 (vIviv).

* PAGE-native des protéines membranaires érythrocytaes
Un volume de 1 ml de la solution de membraneshérgitaires a une concentration
de 3,5mg/ml a été séparé PakGE-native.

» PAGE-SDS des protéines membranaires érythrocytaise

Le protocole est réalisé selon la méthode de CARIN&l. (2000) avec certaines
modifications.

Une solution de membranes érythrocytaires a unecerdration de 3,5mg/ml
(préparation de I'échantillon annexe 3) a été s€palon le protocole de la PAGE-SDS décrit
ci-dessus, avec des protéines marqueurs, en plireédeoglobine.

Les protéines sont séparées sur un gel de contentr@,8%) et sur un gel de
séparation de 12%.

L'électrophorese est réalisée en 90 min et les dsapdotéiques sont par la suite
visualisées.

* Le suivi par électrophorese PAGE-SDS de I'oxydatioret de la protection des
protéines de la membrane érythrocytaire

» L'oxydation des protéines membranaires
Un systéeme d'oxydation efficace, visualisable gt électrophorétique, des
protéines membranaires du globule rouge a été meluhe Deux types de systémes
d'oxydation ont été étudiés. Un systéme oxydarmirésence de peroxyde d'hydrogene et un
autre systeme plus complexe utilisant le systea@MeSQ ont été étudiés. Les échantillons
soumis aux conditions de stress oxydatif sont@aulte séparés par PAGE-SDS.

- Oxydation par H;O.

- 1ére

condition ou systeme a

Un volume de 1 ml de membrane érythrocytaires camie3,5mg/ml de protéines est
incubé avec 250 d'H,0O, a différentes concentrations (0 ; 250uM ; 500puNMNM; 5mM ;
10mM ; 30mM et 50mM) préparées dans le PBS. Learédlons sont incubés pendant 3h.
2éme

condition ou systeme b

Le méme protocole a été repris mais en utilisast amncentrations plus fortes en
H,0O, (50 ; 100 ; 200 ; 400 ; 600 et 900 mM) et en amgtant le temps d'incubation passant
de 3ha24h.
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- Oxydation par le systeme HO,/FeSQ,

Un volume de 500ul de membranes érythrocytairegecant 3,5mg/ml de protéines,
est mélangé avec 2p0de FeSQ, 25Qul d'H,O, et 250ul de PBS.. Les échantillons sont
incubés pendant 6h. Les difféerentes concentratidgiisées pour les deux agents oxydants
sont précisées dans le tableau Il.

Tableau Il : Le systeme d'oxydation HO./FeSQ, des protéines membranaires
érythrocytaires.

Systeme oxydant HO, FeSQ

1 250 uM 2oM

2 500 uM 30uM

3 1mM 5M

4 SmM 250uM
5 5mM 1ImM

6 10mM 10mM

7 50mM 30mm
8 50mM 50mm

» La cinétique de I'oxydation des protéines membranags
L'effet oxydatif du systéme oxydant,®,(50mM)/FeSQE0mM) choisi, sur les
protéines membranaires au cours du temps a étié& étud
A 500ul de protéines (3,5 mg/ml) sont addition2&é9ul de FeSO(30mM) et
250ul HO, (50mM). La réaction est arrétée par addition de RHIPTA (30mM) aprés
1min, 2min, 3 min, 4min, 5min, 30min, 1h, 1h30, 3h, 4h, 5h et 6h de la réaction. Une
séparation par électrophorése en PAGE-SDS essééghour I'ensemble des échantillons.

» Effet des substances antioxydantes sur les dommagwesydatifs des
protéines

Le systeme d'oxydation a utiliser, est le systéix@, (50mM)/FeSQ (30mM).

Le méme protocole a été appliqué mais en présentzedibstance a tester.

Un volume de 500ul de protéines (3,5mg/ml) estamgg avec 250ul de FepO
(30mM), 250ul HO, (50mM) et 250ul de la substance a tester (CPO, eAGit C) a
différentes concentrations (1; 2;4;6; 8;;11®2; 14; 16; 18 et 20 mg/ml). Les divers
échantillons sont incubés pendant 3 h sous agitati®7°C.

Une séparation par électrophorése en PAGE-SD®&aftee pour I'ensemble des
échantillons.
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1.2.4 Analyse statistique

Les valeurs sont données comme la moyenne + |'dgpe de trois mesures. Les
données, sont traitées au moyen du test de I'amalgsvariance (ANOVA) avec le logiciel
statistica 6. D’autres données sont traitées ptasiede studerdgn utilisant le méme logiciel.
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[I- Résultats et Discussion

2.1 Dosage de I'extrait phénolique total
La concentration des CPO est déterminée par Iaadétde Folin-Ciocalteau a partir

d’une courbe étalon utilisant 'AG comme standdfidjre 31). Elle est de 1633 £ 0,16 mg en
équivalent d’AG / 100 g de pulpe.
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Figure 31 : Courbe étalon du dosage des composégpbliques totaux par la méthode de
GUTFINGER (1981). R= coefficient de corrélation.

La détermination quantitative des CP est habitoedlg réalisée selon la méthode
colorimétrique de Folin-CiocalteaGependant, cette méthode n'est pas trés spéctayusle
ne donne pas d'indication sur la nature des CPeptésdans l'extrait (TASIOULA-
MARGARI et OKOGERI, 2001). En outre, certaines gahses, telles que la vit C, les
caroténoides, les sucres réducteurs et les acides®s phénoliques, peuvent en réduisant le
complexe phosphotungstique-phosmolybdénique imri conduire a une surestimation de
la teneur en CP (OBIED at., 2005). En fait cette méthode donne un apercuasqualité
réductrice d’'un ensemble de composés en plus des CP

La quantité de PP trouvée peut varier selon uraicenombre de facteurs. Les facteurs
contribuant a la variabilité dans la teneur en BRrfaient étre liée au cultivar, au stade de
maturation, des conditions climatiques (températprécipitations), de la période de récolte
(CRIADO et al., 2004 ; MORELLO etal., 2004 ; VINHA etal., 2005 ; YOUSFI etal.,
2006 ; BEN AHMED et al, 2007; GOMEZ-RICO etal, 2008). Les processus
technologiques auxquels les olives sont exposéasepe également affecter de maniére
significative le contenu phénoliqgue (RYAN et ROBARI®98 ; BUTINAR, 2006).
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Ainsi HAJIMAHMOODI et al. (2008), trouvent que la quantité en PP totaleevari
selon le cultivar a titre d’exemple le cultiv@onservalinacontient 888mg d’équivalent
d’AG /100 g de matiére seche alors que le cultMashen contient 2997mg d’équivalent
d’AG /100g de matiere séche.

D’autre part, selon SOUSA at. (2008), le taux en phénols totaux de la pulpeikol
varie selon les conditions et les solvants d’eximacutilisés. Il est de 3,48, 4,86, 5,90 et
15,48mg/g d’équivalents d’AG en utilisant les solig suivant respectivement: eau a
température ambiante, le méthanol a ébullitiomé&hanol a température ambiante et I'eau a
ébullition. Par ailleurs, MCDONALL2t al. (2001) ont rapporté que la teneur totale en PP de
la poudre d'olive varie entre 200 a 590 mg d’éqlemt d’AG/100g dans les différentes
fractions chromatographiques.

Alors que BOUAZIZ etal. (2004) parlent de 600 a 1000mg d’équivalent d’AGOg
pendant le stade vert. Le CP majeur qui montraalesvariés au cours du développement de
I'olive correspond a I'oleuropéine, atteignant dascentrations jusqu' a 14% du poids sec des
jeunes olives variét®icholine (AMIOT et al., 1986). AMIOT etal. (1986) ont établi un
rapport inverse entre le contenu en oleuropéines dative et d'autres phénols, comme
certains flavonoides et le verbascoside. Des rebker conduites par VLAHOV (1992)
soutiennent ces résultats. Une augmentation dateséar en flavonoides dans trois variétés
d'olive avec le début de la maturation a été olésrv

Cependant le profil phénolique varie égalementrséwigine. Le profil phénolique
des olives de ChineC@narium albumL) est totalement différent de celui des olives
méditerranéenne(ea europaed.). Dans les olives de chine I'acide gallique kBagique
sont les PP les plus abondants (HE et XIA, 2007).

2.2 Etude de l'activité anti-oxydante

2.2.1 Pouvoir réducteur sur le ferrocyanure de potssium
La capacité réductrice d'un composé peut servirdidateur significatif de son

potentiel d'activité anti-oxydante (MEIR &it, 1995).
La réduction du F& est souvent employée pour étudier la capacitéedaubstance a donner
des d'électrons. Cette propriété constitue un ilapbrmeécanisme de l'action anti-oxydante
(EBRAHIMZADEH et al., 2008).

La quantité du Fé formée est estimée & 700 nm. L’augmentation thedibance est
proportionnelle a 'augmentation du pouvoir réducte

Les résultats obtenus par ce test sont donnés gdiglire 32. A une faible
concentration de 10 pg/ml, 'AG présente le pouvéducteur le plus élevé avec une DO de
0,57, tandis que l'extrait phénolique total et Ia @ présente une DO de 0,1 et de 0,206
respectivement.

A la plus forte concentration utilisée (80 pg/mbBs DO obtenues sont par ordre
décroissant pour 'AC, AG, AT, CPO et la vit C pestivement les suivantes : 1,88, 1,26,
0,71, 0,67 et 0,58.
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——AG - AC —+— AT —CPO —vitC

DO a 700 nn
|_\
.I-;.
e
1

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Concentration (ug /ml )

Figure 32 : Pouvoir réducteur sur le ferrocyannurede potassium des différentes
substances testées (CPO, AG, AC, AT etla vit C).

Pour comparer l'activité¢ des differentes substancas détermine le pouvoir
réducteur PRsau définit comme la quantité d'une substance en pg mkadu volume
réactionnel qui donne une unité d'absorbance de &,Y00 nm (ARDESTANI et
YAZDANPARAST, 2007).

A partir du graphe, les RRau des différentes substances testées sont dédusitset
significativement différents (p<0,001). L'AG étdetCP qui présente le pouvoir réducteur le
plus élevé avec un BRay de 7,65 + 0,43ug/ml, suivi par I'AC (BRau =15,72 £0,40 pg/ml)
et I'AT (PRysau=41,71 £ 2,61 pg/ml). Les CPO ont ungBR, de 50,55 * 3,33 pg/ml plus
élevé que celui de la vit C qui est de 57,94 + 4144nl.

Les résultats indiquent que les CP (acides phamdidgestés individuellement) et les
CPO présentent un pouvoir réducteur plus élevecglue de la vit C.

A partir de ces résultats, les CPO peuvent étrdifigade donneurs d’électrons
capables de neutraliser les RL. Cela pourrait aunireffet dans la conversion des RL en
produits plus stables et terminant ainsi les réasten chaine initiées par les RL.

» Association vitamine C et composés phénoliques tatade la pulpe d’olive
Les résultats obtenus sur la capacité de la viré&laire le ferrocyanure de potassium
a différentes concentrations (0, 2, 3, 4, 5, 69 &t 10ug/ml) auxquelles est ajoutée une
concentration constante en extrait phénolique w#a20pg/ml, sont donnés par la figure 33.
Les DO obtenues en associant a chacune des catommdren vit C, 20pg/ml de 'extrait
phénolique sont plus importantes montrant aingpauvoir réducteur plus important dans ces
conditions.
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Figure 33 : Pouvoir réducteur de I'association CP@t vit C sur le ferrocyanure de
potassium.

Les résultats obtenus a différentes concentratemsvit C sont pratiguement les
mémes et ne sont pas significativement différdriggddition de 20ug/ml de CPO a conduit &
'augmentation de la quantité du fer réduit obtenue

Les résultats consignés dans la figure 34 permetiesavoir si I'effet observé aprés
association de la vit C avec les CPO, est un eftititif ou synergique. L’effet additif
correspond a la somme entre I'effet donné par IB® @ 20ug/ml et celui donné par les
différentes concentrations en vit C. En effet & yine différence significative (p<0,001) entre
I'effet additif et I'effet de I'association obtenuet ce a différentes concentrations ce qui
permet de conclure qu’il y'a effectivement un efghergique entre la vit C et les CPO dans
ces conditions.

2.2.2 Pouvoir réducteur par le test phosphomolybdeaque
Le test phosphomolybdénique est basé sur la rétude Mo (VI) en Mo (V) par un

composé antioxydant et la formation du complexesphate/Mo (V) de couleur verte avec
I'absorption maximale a 695 nm.

Les résultats sont donnés en DO a 695 nm en fandgola concentration (figure 35)
et ils sont significativement différents (p<0,001).

On constate a partir de ces résultats qu'il y apneportionnalité entre la capacité des
substances testées a réduire le molybdéne etdeaentration.
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Figure 34 : Comparaison du pouvoir réducteur sur leferrocyanure de potassium de
I'effet additif et de I'effet de I'association CPOet vit C.
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Figure 35 : Pouvoir réducteur du molybdéne des CP@t de I'AC a différentes
concentrations.
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L’AC a montré une capacité plus élevée a réduirentdybdéne, avec une DO de
0,200 + 0,01 a 200 pg/ml et 0,924 + 0,03 a 1000nud-'extrait phénolique présente un
effet réducteur modéré de I'ion molybdéne avec D@ede 0,125 * 0,01 & 200 pg/ml et de
0,447 + 0,03 a 1000 pg/ml.

Par comparaison a la vit C, en utilisant la coudd&alonnage (figure 36), les
résultats sont de 566,38 + 59,26 (comme équivalemtpg en vit C /g d’échantillon) pour
I'AC et de 251,68 + 21,09 (comme équivalents erepgit C /g d’échantillon) pour les CPO.
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Figure 36 : Courbe d’étalonnage de la vit C réalisgavec le test phosphomolybdénique.

» Association vitamine C et composés phénoliques tebade la pulpe d’olive

Les résultats obtenus par le test phosphomolybdéragdifférentes concentrations en
vit C (0; 50; 100; 150; 200 ; 250ug/ml), adalithnées d’'une concentration constante en
extrait phénolique total de 500 pg/ml, sont dorpeada figure 37.

Les DO obtenues en présence de l'extrait phémeli@ 500 pg/ml sont plus
importantes que les DO obtenues en présence @esdtile.

L’addition de 500upg/ml de CPO a conduit a l'augnaéioh de la quantité du
molybdéene réduit.

La figure 38 compare entre I'effet additif et I'effobtenu dans le cas de I'association
vit C et CPO. Dans ce cas il n'y a pas de difféeesignificative (p>0,05) entre I'effet additif
et I'effet observé sauf a une concentration de gh@iien vit C (p=0,03). Ce qui permet de
dire qu’il y a un effet additif entre le pouvoirdicteur du molybdéne de la vit C et le pouvoir
réducteur des CPO pour la majorité des concentiatitilisées.
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Figure 37 : L'effet de l'association CPO et vit Gur I'activité antioxydante mesurée par
le test phosphomolybdénique.
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Figure 38 : Comparaison entre |'effet additif et leffet de I'association CPO et vit C sur
I'activité antioxydante mesurée par le test phosphoolybdénique.
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A partir des résultats de la mesure du pouvoir ¢t par les deux méthodes
utilisées, les CPO ont montré une activité réedoetimtéressante.

L’activité anti-oxydante est la capacitBun composéa empécher la dégradation
oxydante des biomolécules (lipides, protéines, acides nuos).

Selon ANTOLOVICH etal. (2002), un certain nombre de facteurs déterminent
I'activité anti-oxydante dont la réactivité comn@deur d’hydrogene ou d'électron.

Le pouvoir réducteur est définit comme étant laacitp a donner un hydrogene et/ ou
un électron. Le capacité réductrice d'un compogem® généralement de la présence de
groupements réducteurs au niveau de sa structidellPR-DUH, 1998; SENEVIRATHNE
etal., 2006).

Des travaux ont été réalisés concernant l'actirgtuctrice des CP de l'olive et qui
sont en accord avec nos résultats et demontrgoténtiel réducteur des CPO.

SOUSA etal. (2008) ont étudié le pouvoir réducteur du fer diages de table de la
variété alcaparras récoltées dans 10 localités différentes. Les t@subnt montré que les
olives de tables de la région de Carrazeda deesgi@esentent le pouvoir réducteur le plus
important avec une Egde 0,36mg/ml. Cela est expliqué par son contesneetn CP.

L’activité anti-oxydante dépend principalement dwfip phénolique qui varie en
fonction de la variété de l'olive (VINHA «l., 2005). D’autre part, HAJIMAHMOODI el.
(2008) ont étudié le pouvoir réducteur du fer degiltivars d'olives iraniennes. Différents
pouvoirs réducteurs ont été obtenus, ainsi le varltMishen a un pouvoir de 8,602¢g
d’équivalent en vitamine E/100g alors que le caltiConservalinaa un pouvoir de 2,369g
d’équivalent en vitamine E/100g. La différence dBastivité est expliquée par la différence
dans le contenu en PP.

Le degré de maturation des olives est un factaupqurrait influencer le potentiel
antioxydant. Durant la maturation quelques changésrsont produits dans la composition du
fruit en PP. La quantité en oleuropeine diminuersalgue celle du tyrosol et de
I’hydroxytyrosol augmentent (SALVADOR et., 2001).

FERREIRA etal. (2007) ont montré que l'extrait méthanolique desilfes d'olive
riche en oleuropeine présente un pouvoir réductplus élevé que celui de
buthylhydroxyanisol (BHA) et dua-tocophéol.

Les olives sont une source riche en antioxydanéngliques (RAYAN et ROBARD,
1998), incluant l'oleuropeine, ligstroside et lebascoside (RYAN, ROBARDS et LAVEE,
1999). Le pouvoir réducteur de I'extrait phénoliqietdal obtenu par les deux méthodes
utilisées pourrait étre expliqué par la richesséederait de la pulpe d'olive en ces CP.

Le pouvoir relativement faible des CPO obtenu martdst phosphomolybdénique
pourrait s’expliquer par les conditions acidesalegaction. Dans ces conditions, selon APAK
etal. (2007), la capacité réductrice peut étre inhidbé&ause de la protonation des CP, tandis
gue dans des conditions plus basiques, la dissmtiaies protons des CP (convertis en
phénolates) augmenterait la capacité réductriageé&thantillon.
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2.2.3 Test de piégeage du radical DPPH-
La méthode pour le piégeage du radical stable DRBHune méthode largement

utilisée pour évaluer l'activité anti-oxydante. D&PH est un radical libre stable et accepte
un électron ou un hydrogene pour devenir une migétable (SOARES ell., 1997).

Les résultats du piégeage du DPRdnt donnés par le tableau Ill, exprimés en
pourcentage de piégeage, a différentes concemtsatio

Tableau Il : Comparaison de I'activité antioxydante exprimée en pourcentage de
piégeage du radical DPPH-.

Concentration ), ~ AC AT CPO Vit C
(Hg/ml)

80 35744234 0553+043 1447+3.19 08.30090 0255+ 0,21
150 60,15+ 0,64 50114755 3468+404 42024 31.28+021
250 93.94+245 90324223 8947+181 63855 63,19+ 043

A partir des résultats donnés par le tableau Hiconstate que les différents composés
présentent des activités plus au moins fortes ectifin de la concentration. On constate que
'on ne peut pas établir facilement un ordre diatdi puisque celui-ci varie a chaque
concentration testée. Cependant, a toutes les wmwatiens utilisées, 'AG présente le
pourcentage de piégeage le plus important.

« Cinétique de la réaction

La cinétique de la réaction est suivie et les cotraéons efficaces donnant l'effet a
50% (EGg) de chaque substance sont déduites. Ceci pernhatiralassement suivant leur
activite.

Le piégeage du DPPRIgn fonction du temps par les différents compos&igden trois
concentrations différentes (80, 150, 250 pg/miéadétermine.

Une courbe étalon de DPPKligure 39 est utilisée pour déterminer la quantité de
DPPH correspondant a I'absorbance mesurée a 517 nm.

Seront présentés les pourcentage du radical DR#ktluel en fonction du temps en
présence des différentes substances testées eeulif®@ concentrations par les figures qui
vont suivre. En présence de I'AG (figure 40), a aoecentration de 80ug/ml, le pourcentage
de DPPHrésiduel est de 64,17 £ 1,72% alors qu'il est dd 310,3 % a une concentration de
15Qug/ml. Aprés 600s de réaction la quantité de DPRkiduelle chute a 6 + 2,31% a une
concentration de 2p@/ml.

Pour I'AC (figure 41), le pourcentage de DPRIdn piégé a 8@g/ml est de 90,16 +
0,96 %, et il passe a 49,77 + 7,79 % a une coratgnirde 15(g/ml. Un pourcentage de
9,62 £+ 2,01 % est atteint au bout de 900s de @aétune concentration de 25§'ml.
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Figure 39 : Courbe d'étalonnage du DPPH-.
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Figure 40 : Le pourcentage de DPPH- résiduel a défentes concentrations d'AG en
fonction du temps. [DPPH-]itiale = 0,1mM.
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Figure 41 : Le pourcentage de DPPH- résiduel a défentes concentrations d'AC en
fonction du temps. [DPPH - ]itiaie = 0,1mM.

Concernant les résultats obtenus avec I'AT (figt2¢ a la concentration de 8§fmi
le pourcentage de DPPHesiduel est de 83,02 £ 1,38 %, de 42,67 * 4,031%ag/ml, et de
2,36 £ 1,67 % a 25@/ml au bout de 1800s de la réaction.
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Figure 42 : Le pourcentage de DPPH- résiduel & défentes concentrations de I'AT en
fonction du temps. [DPPH-]itiale = 0,1mM.
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Quant aux pourcentages de DPRPidsiduels obtenus en présence de [I'extrait
phénolique aux concentrations de 80, 150 eugsfl, ils sont de 85,53 + 4,16 %, de 62,25
+1,87 % et de 36,23 + 3,03 % respectivemegti(é 43).

—— 80 pg/ml —=— 150ug/ml —— 250 pg/mi
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Figure 43 : Le pourcentage de DPPH- résiduel a direntes concentrations des CPO en
fonction du temps. [DPPH - ]itiaie = 0,1mM.

La figure 44 donne les résultats de la cinétiueidgeage du radical DPPHar la
vit C. Un pourcentage de DPPHsiduel de 97,97 £ 0,51% est obtenu a la conatoitr de
80ug/ml, 68,36 £ 0,42% a 1p@/mleten fin 36,70 + 0,84% a 3xPml.

——80 pg/ml —=—150 pg/ml —— 250 pg/ml
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Figure 44 : Le pourcentage de DPPH- résiduel a défentes concentrations de la vit C en

fonction du temps. [DPPH - ]itiaie = 0,1mM.
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A partir des graphes on constate que le pourcemtad@PPHrésiduel décroit avec le
temps. Cette diminution est d’autant plus impoeagtie la concentration de la substance
testée est élevee.

On remargue que la quantité de DPIRBIn piégée diminue jusqu’a atteindre un état
stationnaire ou plateau correspondant a I'actidééieégeage maximale de la substance testée
a chacune des concentrations utilisées. On coré&gatement que le piégeage de ce radical se
fait graduellement en fonction du temps jusqu’aiatire I'état stationnaire.

A partir de ces graphes on constate que les différ@mposés testés piégent de fagcon
plus au moins forte le radical DPRIde qui s’est manifesté par la diminution du peatage
de DPPH résiduel et donc de 'augmentation de la quapi@gée de ce radical.

La diminution de l'absorbance a 517 nm est fomctite la concentration. Plus la
concentration du composé testé est élevée plumpsttante la diminution de I'absorbance
du radical DPPHest donc plus est élevé le pouvoir de piégeage dadical.

En utilisant les données obtenues dans les figlhed 1, 42, 43 et 44 précédentes, de
nouvelles courbes sont obtenues représentant ddofmade DPPHrésiduelle en solution a
I'état stationnaire en fonction du rapport: g diaxydant/g de DPPH comme cela est
montré par la figure 45.

—— AG AC —4— AT ——CPO —vitC

Fraction de DPPH résiduelle

O I I I I I I 1
0 20 40 60 80 100 120 140
Antioxydant/DPPH (g/g)

Figure 45 : Fraction de DPPH- résiduelle a I'étastationnaire en fonction du rapport
guantité en antioxydant (g) / g de DPPH{DPPH-] jnitiale = 0,1mM.

On va introduire a présent la notion de concemtnagfficiente (ou efficace) &G

définit comme la concentration en antioxydant ngaiee pour réduire la concentration
initiale de DPPH d’un facteur de deux, a I'état stationnaire.
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Ce parameétre EBfgest une mesure quantitative directe de l'activitd-axydante, un
antioxydant est plus efficace lorsqu’il présente taible valeur de E£.

Le parametre E& qui reflete 50% de l'activité de piégeage de ceceddest calculé
pour chaque substance a partir de la figure 47.

D’apreés les valeurs de Bgbbtenues, I'AG est le composé qui présente un goaeo
piégeage du radical DPPIe plus important (E€= 6,20 + 0,68 g/g de DPPX suivi par
I'AT avec une EGo= 7,27 + 1,81 g/g de DPPH puis par I'AC (EGy= 10,88 = 5,58 g/g de
DPPH). L’extrait phénolique total quant a lui préseune EGyde 12,60 + 0,20 g/g de DPPH
avec une activité de piégeage plus élevée que della vit C (EGo= 14,37 + 0,31 g/g de
DPPH).

D’aprés ces résultats, tous les CP testés présantercapacité de pieégeage du radical
DPPH plus élevée que celle de la de vit C. Il existe bhaene corrélation entre la quantité
des PP totauwet les tests antioxydants précédemment rapportés.

» Association vitamine C et composés phénoliques tatade la pulpe d’olive

Une concentration de 150ug/ml en CPO est ajoutiss &oncentrations croissantes en
vitC (0;10; 20; 40 ;60 ; 80 ug/ml). Les réatd sont donnés par la figure 46.

Par comparaison aux pourcentages de piégeage sbémea la vit C a différentes
concentrations, ceux obtenues en associant a ahamsconcentrations en vit C, 150ug/ml
de I'extrait phénolique sont plus importants.

L’addition de 150pg/ml de CPO a conduit a 'augraéioh de la quantité du radical
DPPH piégée.

90 1 m VvitC

80 1 vitC + CPO (150pg/ml) 4

60 - i

50
40 ~
30
20 -

% de piégeage du radical DPP

0O 10 20 40 60 80 0O 10 20 40 60 80
+ CPO 150ug/ml
Concentration en vit C @g/ml)

Figure 46 : L'effet de I'association CPO et vit Cgr I'activité de piégeage du radical
DPPH-. [DPPH:]jnitiale = 0,21mM.
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La figure 47 compare l'effet obtenu dans le cafatesociation vit C et CPO et dans le
cas d'un effet additif.

Dans ce cas il n'y a pas de difféerence signifi@aijp>0,05) entre I'effet de piégeage
obtenu dans le cas de I'association et dans laddisif pour les concentrations 10, 20 et 40
png/ml. Un effet synergique est par contre obsemwé @ncentrations de 60 et 80 pg/ml
(p<0,01). Donc l'effet synergique entre la vit Cleitrait phénolique total concernant la
capacité de piégeage de ce radical dépend desntmatams utilisées.

Bien que l'activité anti-oxydante des BBt associéa divers mécanismes, le pouvoir
réducteur eta réactivitéélevée des CP vis-a-vis des RL actifs soonsidéréescomme les
meécanismes les plus importants (ROGINSKY et LIZB05).

Le DPPH est utilisé comme un radical libre pour évaluectiaté anti-oxydante
(OLALEYE etal., 2006). La capacité a pieger le radical DPPa&t les antioxydants pourrait
étre due a leur capacité a donner I'atome d'hyadre¢gEBRAHIMZADEH etal., 2008).

O Effet additif @ Association vit C + CPO (150 pg/mi

90 ~

80 —}

70 —

50
40 -
30 -
20 -
10

% de piégeage du radial DPP

0 10 20 40 60 80

Concentration en vit C (ug/ml)

Figure 47 : Comparaison entre I'effet additif et leffet de I'association entre les CPO et la
vit C sur l'activité de piégeage du radical DPPH-[DPPH-] jnitiale = 0,1mM.

Selon GULCIN, (2006), la diminution de l'absorbamteDPPH s’explique par son
piégeage par un antioxydant qui présenterait laatipa donner I'atome d’hydrogene pour
former une molécule de DPFitable.

Le test DPPH estuggéréans deux versions, dynamique et statique. Dapiehaiere
version, le taux de diminution de DPPHst mesuré aprés l'addition des échantillons
contenant des phénols. Dans la version statiqudétammine la quantitde DPPHpiégée par
un échantillon(ROGINSKY et LISSI, 2005).
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Les résultats obtenus dans cette étude indiquentaguCPO présentent une capacité
de piégeage du radical DPPimhportante. D’autres travaux ont montrés égaleniaativité
des PP de I'olive ou de ses dérivés dans le pieggaglusieurs especes radicalaires.

BOSKOU etal. (2006), ont examiné l'activité de piégeage de Baits d’olives de
tables, et ont constaté que l'activité de piégetgeend non seulement du contenu phénolique
total des différentes variétés mais aussi du typ€H. lls ont constaté que la varigétérubes
Crete présente l'activité de piégeage la plus faible gE&871g), en dépit de son contenu
élevé en PP totaux. Ceci est expliqué par le fag gette variété contient un faible
pourcentage de I'’hydroxytyrosol et de tyrosol.

La capacité des PP de I'huile d'olive a neutraliseradical DPPH a été également
étudiée par SAIJA etal. (1998). Ces auteurs ont rapporté que I'oleuropeiae
particulierement I'hydroxytyrosol ont montré une nbe capacité de piégeage dose
dépendante.

Ces données sont en concordance avec plusieumsségud ont montré la corrélation
qui existe entre les PP totaux et l'activité degpege de DPPHSOUSA etal., 2008 ;
SAMANIEGO SANCHEZ etal., 2007 ; FERREIRA edl., 2007 ; BOUAZIZ etal., 2004).
Cependant quelques auteurs indiquent qu'il n'y eural corrélation entre le contenu
phénolique total et la capacité de balayage defyRLet al., 2002).

SOUSA etal. (2008), ont montré que l'activité anti-oxydantegoir réducteur et
piégeage des RL), dépend de la méthode d’extractitisée et donc du rendement en CP
extraits. Les polarités des composants antioxyddatshaque extrait sont susceptiblédrd
différentes. Le type de solvant et leur polaptguventaffecter le transfert'électron et de
I'atome d'hydrogene. Par conséquent, le choix desrgs d’extractiorest un point critique
(JAYAPRAKASHA etal., 2008).

Plusieurs autres travaux concordent avec les eésudbtenus concernant I'activité de
piégeage du radical DPPplar les CPO.

FERREIRA etal. (2007), ont montré que la capacité de piégeageadical DPPH
par I'extrait phénolique des feuilles dolive, rechen oleuropeine, était comparable aux
activités données par l'antioxydant synthétigue BIA par lo-tocophérol. La méme
constatation est faite par SOUSAatt (2008), concernant les PP des olives de tabliétéar
alcaparras.

2.2.4 Test de piégeage du peroxyde d'hydrogéne
La capacité de piégeage du peroxyde d’hydrogenmNf3est évaluée. Les résultats

obtenus sont donnés par la figure 48 qui donneolegentage de piégeage de cette espéce
réactive de I'oxygene en fonction de la concerdratles différents composés testés.

Les résultats indiquent qu’il y’a une proportioriteaplus au moins importante entre la
concentration et I'activité de piégeage dgOkipar les differentes substances testées. Les
résultats sont significativement différents (p<@)00

L’AC est le composé le plus actif avean pourcentage de piégeage de
93,00 * 1,24 % a une concentration de 100 pug/nth ’iéme concentration, '’AT montre une
capacité de neutralisation de®4 de 25,31 + 6,96 % suivie de 'AG (12,50 + 3,06 %).
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Figure 48 : Le pourcentage de piégeage de®, (43mM) par les substances testées
(CPO, AG, AC, AT etlavit C).

L’extrait phénolique (7,07 + 0,50 %) piége moingtément HO, que la vit C
(23,64 + 1,24 %) ala méme concentration. Maiaggmentant les concentrations, I'activité
n‘augmente pas de la méme maniére pour I'ensengsleamposés.

A la concentration la plus élevée qui est testésawvir 250 ug/ml, I'AC reste le
composé ayant le plus grand pouvoir de piégeadtOg (99,27 + 0,73%), suivi par I'extrait
phénolique total (94,29 + 0,45 %). La vit C estsla#bstance qui présente un pouvoir de
piégeage de cette espece radicalaire le moins étgtv29,91 + 1,83 % a cette concentration.

De ces résultats, il ressort que les CPO présenteriouvoir de neutralisation du
H.O, plus important que la vit C, constatation faite aaacentrations de 150, 200 et 250

pg/mil.

» Association vitamine C et composés phénoliques tabade la pulpe d'olive
Une concentration de 100pg/ml de CPO a été ajeuties concentrations croissantes
envit C (5; 15; 30 et 45ug/ml).
Les résultats obtenus sont donnés par la figure 49.
Par comparaison aux pourcentages de piégeage ebterec la vit C seule a
différentes concentrations, ceux obtenus en assog&iahacune des concentrations en vit C,
100pg/ml de I'extrait phénolique, sont plus impotsa
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Figure 49 : L'effet de l'association CPO et vit Cgr le pourcentage de piégeage de,B,
(43mM).

Pour une éventuelle confirmation ou infirmationrBuexistence de I'effet synergique
entre les CPO et la vit C, une comparaison engffet additif et I'effet trouvé apres
association a été faite. Les résultats indiqueigu@ 50) qu’il n'y a pas de différence
significative (p>0,05) entre I'effet additif et ffet d’association retrouvé, en utilisant les
concentrations de 5, 15 et 30pg/ml.

40 1 O Effet additif @ Association vit C + CPO (100pg/ml
35
N
% 30
S 25
(]
)] —
g 20° I %—I—
&
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]
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X |—x—‘
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Concentration en vit C (ug/mi)

Figure 50 : Comparaison entre I'effet additif et leffet de I'association CPO et vit C sur le
pourcentage de piégeage de B, (43mM).
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Un effet synergique est retrouvé dans le cas obpeginl en vit C est ajoutée une
concentration de 100 pug/ml en CPO, il y'a une déifice significative (0,05 > p > 0,01) entre
32,34 * 3,80 % (effet de I'association) et 21, 78,89 % (effet additif).

Plusieurs études ont rapporté que l'activité¢ deygge du peroxyde d’hydrogéne
augmente avec la concentration en PP (BALASUNDRAMak, 2005; GOKTURK
BAYDAR et al., 2007 ; WANG etl., 2008).

La mesure de l'activité de piégeage du peroxydeydigene peut étre l'une des
méthodes utiles pour la détermination de la ca@algs antioxydants a diminuer le niveau des
pro-oxydants tels que,B, (PAZDZIOCH-CZOCHRA et WIDENSKA, 2002).

Le piégeage du peroxyde d’hydrogéne par les CRtegiué a leur capacité a donner
un électron (WETTASINGHE et SHAHIDI, 2000).

L'AG et la vit C ont montré des capacités de piggede HO, (BALASUNDRAM et
al., 2005). L’AG présente un pourcentage de piegeage3,2+0,6 % plus élevé que celui de
la vit C (70,4 + 2,5%) selon BALASUNDRAM ddl. (2005). Ceci concorde parfaitement
avec nos résultats.

Le pouvoir réducteur et la capacité de piégeagRldedeux mécanismes principaux
qui sont a la base de I'activité anti-oxydante @€s

Plusieurs travaux ont décrit la capacité des ©B@e ses dérivés a piéger plusieurs
RL dont le radical DPPHet le radical ABTS (SAMANIEGO SANCHEZ edl., 2007).

Généralement, les mécanismes mis en jeu pour ¢ee@ie des RL sont les mémes a
savoir la capacité a donner des protons et desraisc(BENAVENTE-GARCIA etal.,
2000 ; ALDINI etal., 2006).

Selon certains travaux, la capacité réductriceaegtnentée par les orientations ortho
et para des groupements hydroxyles du phénol (CHtEL, 1991 ; CHEN etl., 1996 ;
MCDONALD et al., 2001). Le nombre de substituant hydroxyle densolyau aromatique et
la nature des substituants en position para owogbnt des caractéristiques structurales
importantes déterminant I'activité (CHIMI at., 1991). Ces composeés réagissent avec les RL
et généerent un nouveau radical stabilisé par feffe résonance du noyau aromatique
(CUVELIER etal., 1992).

Des études semblables sur les flavonoides ont snouoie le degré de I'activité anti-
oxydante est corrélé avec le nombre de groupesohylds. Le nombre de groupes OH et
leurs positions sur le noyau aromatique sont desnpetres importants pour les flavonoides et
les phénols en général (RICE-EVANSal., 1996 ; CAO etl., 1997).

En particulier, la substitution ortho di-phénoliqdenne une activité anti-oxydante
élevée, alors qu’un seul substituant hydroxyle, mendans la structure du tyrosol, ne confére
gu’une faible activité, puisque le tyrosol ne pgeéas les LDL contre I'oxydation induite
chimiquement (TRIPOLI edl., 2005).

Selon BOUAZIZ etal., (2004), les extraits au méthanol de la pulpdivovariété
chamlal exercent une activité anti-oxydante, en piégeanDRPH, a tous les stades de
maturation. La plus faible Kg (1,4 pg/ml) est observée pour I'échantillon réedih février.
Cela est du probablement & la concentration éldeéeo-diphénols tels que I'hydroxytyrosol
et la lutéoline.
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Selon BENAVENTE-GARCIA etal. (2000), l'activité anti-oxydante de I'oleuropéine
est principalement due a la partie hydroxytyrakois sa structure.

L'autre facteur qui détermine le potentiel anticaytlddes CP est la stabilité du radical
aroxyl formé (BENAVENTE-GARCIA etal., 2000). Les propriétés anti-oxydantes des o-
diphénols sont associées a leur capacité a foreeligisons hydrogénes intermoléculaires
entre le groupe hydroxyle et les radicaux phengxgs (VISIOLI et GALLI, 1998).

Les résultats que nous avons obtenus, concordewt @s conclusions tirées par la
littérature. D’'apres les résultats obtenus jusquigsent, I'AG a montré globalement la plus
haute activité qui peut s’expliquer par le fait qgen cycle aromatique porte trois groupes
hydroxyles, I'activité anti-oxydante augmentant@iedegré d’hydroxylation.

L’AC présente également une activité importantegae sa structure o-diphénolique.
L’AT constitué de plusieurs molécules d’AG, montmee capacité réductrice et de piégeage
de RL importantes mais le plus souvent légeremérg faibles que celle de I'AG. Ces
résultats ne s’appuient pas toujours que sur lé &E l'augmentation du degré
d’hydroxylation.

Quant a l'activité anti-oxydante des CPO, elle gt expliquée en grande partie par
la richesse de cet extrait en CP ayant une steickgliphénolique.

2.2.5 Résultats de I'étude sur les érythrocytes huaims
2.2.5.1 Test de I'hnémolyse

« L'action hémolytique du peroxyde d'hydrogéne
L'action du HO;, sur I'induction de 'hémolyse est étudiée. Lesutiads obtenus sont
donnés par la figure 51 qui donne le pourcentagd’hdenolyse obtenu en présence de
différentes concentrations en peroxyde d’hydrogene.
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Figure 51 : L'effet a différentes concentrations emperoxyde d’hydrogéne sur I'induction
de I'hémolyse d’une solution d’érythrocytes (5%, W).
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Les résultats montrent que plus la concentrationHe@, mise en présence des
erythrocytes augmente, plus est élevé le pourcerdag’hémolyse retrouvé. Une différence
significative entre les résultats obtenus est tteup<0,001).

En absence du @, un pourcentage d’hémolyse de 30 + 0,21% a é&nabCe taux
d’hémolyse retrouvé sur des érythrocytes normauxrrpd étre expliqué par I’hémolyse
physiologique qui dépend de I'dge des cellulesples des effets dus a leur manipulation,
notamment lors des lavages par centrifugation.

A une concentration de 0,1 mM de®4, le taux d’hémolyse est de 63,17 + 0,52 %,
celui-ci passe a 77,65 + 3,67% en utilisant uneentration de 1mM.

Le pourcentage d’hémolyse continue a augmenteujasatteindre un taux d’hémolyse
maximum de 100 % en présence du peroxyde d’hydemgame concentration de 10mM.

» Lacinétigue de I'némolyse peroxyque

D'apres les résultats de l'action de,Q4 sur linduction de I'hémolyse, la
concentration de 5mM qui a conduit a un taux d’higseimportant de 91,87 + 6,81 % est
retenue comme systéme de stress oxydant. Ce syptérogydant est utilisé par la suite pour
I'évaluation de la protection des différents CRleta vit C contre 'hémolyse.

La cinétigue de I'hémolyse induite sous l'actionHi€®, (5mM) est suivie. Ceci aura
comme but I'appréciation de la vitesse de l'actio@dmolytique de kD, ainsi que la
détermination du temps a partir duquel le taux maxn de I’hémolyse serait observé.

Les résultats sont donnés par la figure 52 quigmtésle pourcentage d’hémolyse
enregistré en présence dgdd(5mM), aprés différents temps d’incubation.
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Figure 52 : Le pourcentage d’hémolyse d’une solutiod’érythrocytes (5%, v/v) induit
par H,O, (5mM) en fonction du temps.
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Apres un temps de 30 minutes, un pourcentage d’lydmale 31,99 + 3,46 % est
enregistré, et reste pratiquement le méme (32,247%%) apres 60 min d’incubation. Ce
n'est qu’au bout de 120 min d’incubation que lextdinémolyse passe a 53,42 + 1,26 %.

A partir de ces résultats, on constate que le th&molyse maximal est atteint au
bout de 180 min. Le temps d’incubation retenu esBdeures permettant ainsi d’avoir un
taux d’hémolyse important, pour le test concernkntdétermination du pouvoir anti-
hémolytique des différents composeés a tester.

De multiples articles ont décrit que de hautes enftrations de kD, (>50uM) sont
cytotoxiques pour les animaux, plantes et cellldastériennes en culture (HAMPTON et
ORRENIUS, 1997 ; GONZALEZ-FLECHA et DEMPLE, 1991)e peroxyde d'’hydrogéne
est connu pour pouvoir traverser facilement la nramé cellulaire (HALLIWELL, 2006).

HAMPTON et ORRENIUS, (1997) ont indiqué que lesafoktales et le mode de la
mort cellulaire induit dépend du type de celluldisé, son état physiologique, le temps
d'exposition a KO, sa concentration et le milieu de culture celrgaitilise.

En terme chimique, ¥D, est faiblement réactif. Il peut agir en tant qufdge
d'oxydation douce, mais n'oxyde pas la plupart desdécules biologiques aisément
(HALLIWELL et al., 2000).

Les globules rouges humains peuvent étre oxiydetro par divers agents tels que les
peroxydes a I'exemple de,8; et les radicaux peroxyles. A cause de son réle anxtydans
les globules rouges, B, est fréequemment utilisé pour déclencher la forrmtde RL dans
des cellules intacte§ EDESCOetal., 2001 ;SHIVA SHANKAR REDDY etal., 2007).

Plusieurs travaux concordent avec les résultats mques avons obtenu concernant
I'effet hémolytique de b, in vitro (AGAR et BAKER, 1996 ; TEDESCO atl., 2001 ;
KAVIARASAN et al.,, 2004 ; BISWAS etl., 2005 ; RODRIGUEZ eal., 2006 ; SHIVA
SHANKAR REDDY etal., 2007).

L’augmentation du taux d’hémolyse en fonction donpe est décrite également par
MANNA et al. (1999) sur des hématies dont le stress oxydanmnegt de la méme maniere
au moyen de pO,.

» L'action du peroxyde d'hydrogéne sur la fragilité esmotique

L’effet du peroxyde d’hydrogéne a différentes conrcations (0; 1; 5 et 10mM) sur
la fragilité osmotique des érythrocytes est déteémi

Les résultats obtenus sont résumeés dans le tablkaon constate que la fragilité
osmotique augmente avec 'augmentation de la carateam en HO..

Le pourcentage d’hémolyse en absence g@,H la concentration physiologique de
NaCl (0,9%), est de 49,00 = 0,21 %. A cette comedion en NacCl, le taux d’hémolyse
augmente avec I'augmentation de la concentratiopezaxyde d’hydrogene, il est passé de
49,00 + 0,21 a 78,28 £ 17,02 % pour une concentrate 10mM de bD».

En diminuant la concentration en NaCl, le taux dib&se augmente avec la
concentration en ¥D,. Par exemple le pourcentage d’hémolyse est p&s88,89 + 0,52 % a
99,80 * 1,35 % en présence d’'une concentrationOde¥ en peroxyde d’hydrogéne a une
concentration en NaCl de 0,1 %.

74



Résultats et Discussion

Tableau IV : Pourcentages d’hémolyse obtenus en ménce de différentes
concentrations en HO, et en NaCl.

H20, (mM) Concentration en NaCl (%)
0,1 0,4 0,9
83,80+0,52 72,00+£0,75 49,00+0,21
1 89,80 +£3,62 79,47 +10,25 50,90+0,42
5 95,00+0,45 79,61+3,09 51,14+145
10 99,80+1,35 8842+7,11 78,28+17,02

Ces résultats indiquent que la fragilité osmotiqugmente avec l'augmentation du
stress oxydant induit par le peroxyde d’hydrogene.

Ces résultats sont appuyés par d’autres travauxmeomeux réalisés par SHIVA
SHANKAR REDDY etal. (2007), qui ont montré que des concentrationssaotes en D,
(0,5; 2 et 8BmM) ont augmenté la fragilité osmoéigles globules rouges. Cela est expliqué
par la réduction de la fluidité membranaire et ddes capacités des érythrocytes a résister
aux changements osmotiques. C’est effectivemeanelabrane qui est affectée sous I'effet du
stress oxydant induit par.B, ce qui explique le phénomeéene d’hémolyse obsengrésence
de cette espece radicalaire.

Les effets d’'autres agents oxydants sur 'augmiemate la fragilité osmotique des
globules rouges ont été également décrits a I'ederdp radical AAPH (BRZEZINSKA-
SLEBODZINSKA, 2003).

e L’inhibition de I'hémolyse

Dans ce test, les conditions préalablement opdiesissont utilisées. Ainsi B, a
5mM induisant le stress oxydant sur les érythracypendant 3 heures d’incubation est
appliqué. L’activité anti-hémolytique des substance tester, est déterminée dans ces
conditions fixées.

Les résultats obtenus sur I'effet anti-hémolytigles composés testés sont présentés
par la figure 53. Cette figure donne le pourcen@dgdinhibition de I'hémolyse en fonction
de la concentration.

Trois concentrations de chaque composé sont seg&i®; 100 et 150ug/ml). On
constate que le pourcentage d’inhibition de I'hnB®s® augmente avec la concentration des
COMpOSES.

L’extrait en CPO a montré une activité anti-héntiglye a différentes concentrations,
soit un pourcentage d’inhibition de 'hnémolyse d&42 + 7,96 %, de 56,27 + 6,37% et de
62,58 * 3,07 % aux concentrations de 50, 100 et.d3thl respectivement.
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Figure 53 : Pourcentage d’inhibition de I'hémolysed’'une solution d’érythrocytes (5%,
v/Vv) par les différentes substances testées ( AGCAAT, CPO et vit C).

A partir des valeurs de kg (la concentration inhibant I'hnémolyse de 50%)yviaC
montre une activité anti-hémolytique la plus impate avec une Kgde 40,3 + 6,97 pug/ml,
suivie par I'AG (IGode 75 £ 25 pg/ml) et I'AC (16 de 78,94 + 5,26 pg/ml). Quant au CPO,
ilIs présentent également une activité anti-hénupgi assez importante avec uneggplGe
86,83 £ 5,26 pg/ml. Enfin 'AT présente une activiegerement inférieure aux autres CP
avec une Ig de 90,53 £ 6,75 pg/ml.

» Association vitamine C et composés phénoliques tatade la pulpe d’olive
Une concentration de 50ug/ml de I'extrait phéngdiqotal est testée en présence de
concentrations croissantes en vit C (5 ; 10 ; 1Z0¢tg/ml). Les résultats obtenus sont donnés
par la figure 54.

Par comparaison aux pourcentages d'inhibition Hénliolyse obtenus avec la vit C
seule a différentes concentrations, ceux obtenues®ociant a chacune des concentrations en
vit C, 50pg/ml de I'extrait phénolique sont pluspiontants.

Pour savoir est-ce qu’il s'agit d’'un effet synenggg une comparaison entre I'effet
additif et I'effet obtenu apres association estiséa. Les résultats (figure 55) indiquent qu'il
n'y a pas de différence significative entre I'effetditif et I'effet d’association retrouvé, aux
différentes concentrations en vit C utilisées. Dibstagit bien d’'un effet additif.
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Figure 54 : L'effet de l'association CPO et vit C gr I'inhibition de 'hémolyse d’'une
solution d’érythrocytes (5%, v/v).
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Figure 55 : Comparaison entre |'effet additif et leffet de I'association CPO et vit C sur
l'inhibition de 'hémolyse d’une solution d’érythro cytes (5%, v/v).
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Plusieurs travaux ont rapporté [I'effet protecteues dPP contre I'hémolyse
(KAVIARASAN et al.,, 2004 ; SAFFARI et SADRZADEH, 2004 ; SANGEETHA at,
2005 ; CHEN eal., 2007).

L’effet anti-hémolytigue des PP de l'olive est é&gaént étudié. Les résultats de
plusieurs auteurs s’accordent avec les résultaenab dans cette étude.

PAIVA-MARTINS et al. (2009), ont étudié la capacité de certains CH'rdgle
d’'olive a protéger les globules rouges humains d@smages oxydatifs induits par les
radicaux peroxyles (AAPH). Les résultats ont momué I'oleuropéine et I'’hydroxytyrosol
protégent les érythrocytes contre 'hémolyse aailelds concentrations (20-40 uM). L'effet
protecteur de I'’hydroxytyrosol contre I’hémolys&tg déja mis en évidence par MANNA et
al., (1999).

Par ailleurs, ALDINI etal. (2006), ont examiné le rble protecteur de I'aktra
alcoolique des résidus de l'olive variét@oratina et I'extrait purifié Oleaselect sur
I'hémolyse de globules rouges de rat induite paydioperoxyde de cuivre. L’extrait
hydroalcoolique a présenté unesd@e 1,7+0,2Qug/ml et Oleaselect une §gde 0,38+0,03
ug/ml.

FERREIRA etal. (2007) ont montré que méme I'extrait phénoliques deuilles
d’Olea europaed., riche en oleuropeine a protége les érythrocgtedre ’'hémolyse induite
par les radicaux AAPH.

Nos résultats concordent avec ceux décrits paritlérature quant a lactivité
protectrice des CPO contre 'hémolyse induite ddes conditions de stress oxydant. Les PP
impliqués seraient trés probablement |'oleuropemiasi que les autres composés o-
diphénoliques tels que le verbascoside et le bg&le. Les acides phénoliques tels que I'AG
et 'AC testés ont montré des capacités protedyiéent partie des CPO. lIs contribuent
certainement a cette activité générale des CPQusnge celles des flavonoides.

Les érythrocytes constituent un modele générad yidlur évaluer les effets des ERO
et des antioxydants sur un systeme cellulaire.Haxcporté le plus souvent sur les globules
rouges comme modele d’étude s’explique par sa &itglstructurale et fonctionnelle
(BUKOWSKA etal., 2007).

De plus, I'érythrocyte constitue notamment un bavdéde cellulaire pour I'étude du
stress oxydant de part sa richesse en hémoglobifer ainsi que la richesse de sa membrane
en acides gras polyinsaturés vulnérables a I'oxgdatEn outre ce type cellulaire compte
parmi les cellules qui sont le plus exposées adiQlonc au risque du stress oxydant.

Les mécanismes conduisant, dans des conditionseads ©xydant, a 'hémolyse sont
largement étudiés. Des modifications de la morgiielaellulaire, de 'hémoglobine et donc
de la fonction ont été décrits.

SINGH et RAJINI (2008), ont analysé par micrographélectronique I'aspect
d’érythrocytes traités par J,. La cellule non traitée apparait sous forme noemdé
discocytegannexe 4) alors que I'exposition a@® a conduit & un changement de la forme
cellulaire et la formation d’échinocytes (annexel4) méme constatation est faite par AJILA
et PRASADA RAO (2008)Selon ces auteurs, les altérations morphologiqiers pas été
observées en incubant les érythrocytes en préskene®.
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Le stress oxydant mene a la formation de l'échiimo@n raison des dommages
membranaires, qui donc ménent aux changements cenfarmation structurale entiere du
globule rouge et de son fonctionnement (LINDERKABIRI., 1997).

Le H,O, qui traverse la membrane, agit a l'intérieur decédlule en formant des
radicaux ferryles et hydroxyles par interactional/leémoglobine et déclenche une série de
réactions qui conduisent enfin a 'hémolyse (VANNDBERG etal., 1992).

Des investigations étendues ont demontré le rétecipal du stress oxydant dans la
libération du fer de ’lhémoglobine sous une formactive. Ceci conduit a des dommages des
protéines et des lipides membranaires par l'intdram& de la réaction de Fenton qui produit
le radical hydroxyle conduisant a I'hémolyse desbgles rouges (BOCCI al., 1980 ;
RODRIGUEZ etal., 2006 ; CICCOLEtal., 2008).

DAS et al. (1992) ont rapporté que .8, convertit I'oxyhémoglobine en
ferrimyoglobine, et puis © et/ou HO, agissent sur la ferrihemoglobine pour libéret'feki
noyau héme. Bé peut alors étre réduit en #epar @, qui peut catalyser la formation de
OH' par l'intermédiaire de la réaction de Fenton. @dpat, selon GUITTONtal. (1998),
le radical OH peut étre formé par réaction de la porphyrine’démoglobine avec D,
directement.

D’aprés CICCOLI efal. (2008), la structure de la méthémoglobine perdysaétrie
plane et le fer est éloigné du centre du plan.d®@aséquent la liaison du fer a I'azote est
moins stable. Une telle diminution dans la stabitie liaison a pu expliquer la libération du
fer en concomitance avec la formation de méthéniniggo

TEDESCO etal. (2001) ont détecté une augmentation remarqualbleotitenu en
méthémoglobine des érythrocytes stressés p&, KLOOUM) et ont montré le rdle des
anthocyanines dans la protection contre cette neatiibn oxydative de I'hémoglobine. lIs
ont mesuré également la formation des ERO dansélemties apres traitement avegOblen
présence de l'azide de sodium.

Le dommage oxydatif peut toucher les composantseignes et lipidiques de la
membrane. Selon SICINSKA at. (2006), I'oxydation de 'hémoglobine peut étreuite par
les produits de I'oxydation des lipides et/ou é&reésultat de I'inhibition des enzymes anti-
oxydantes.

Plusieurs études ont montré I'existence d’'une bocwreélation entre le degré de
I'hnémolyse et la génération de radicaux hydroxi€s (SADRZSDEH efal., 1984 ; DAS et
al., 1992).

Le OH est un oxydant efficace qui réagit non spécifigeemavec le matériel
organique. En soustrayant un atome d'hydrogéneaades gras polyinsaturés, il peut lancer
le processus de la peroxydation lipidique, endongaagainsi la membrane et conduire a la
mort cellulaire (SADRZSDEH «dl., 1984).

A partir des travaux scientifiques entrepris conaat les mécanismes conduisant a
I'némolyse, on peut suggérer que l'effet anti-hétigue des CP testés dont les CPO,
pourrait étre du a la prévention de la formationlalenéthémoglobine, suite au piégeage du
peroxyde d’hydrogéne. Ceci pourrait empécher ourdier la formation du radical hydroxyle
et donc prévenir les dommages oxydatifs des coastis membranaires empéchant ainsi
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I'induction de I'hémolyse. Un autre mécanisme detgxtion possible serait le piégeage des
radicaux hydroxyles s’ils sont formés, en plus dagssible pouvoir chélateur de métaux (le
fer) de ces molécules.

VERSTRAETEN etal. (2003) ont rapporté que les flavanols et les yaolines
interagissent avec les phospholipides de la mersbpam des liaisons hydrogenes sur les
groupes principaux polaires des phospholipides. d@aiséquent, ces composes peuvent
s'accumuler a la surface de la membrane réduisasit lacces des molécules radicalaires
delétéres a la région hydrophobe de la bicouche.g@eempécherait ou réduirait les
dommages oxydants aux composants de la membrane.

On peut suggérer que les CPO pourraient s’accurdaleette maniére au niveau de la
surface membranaire et réduire ainsi I'accés doxyele d’hydrogene a la cellule prévenant
ainsi I’'hémolyse.

En outre, il a été suggéré que les PP s’ils sardlikés a l'intérieur de la membrane,
pourraient altérer sa rigidité. Un autre mécanigussible de leur activité pourrait étre de
stabiliser la membrane en diminuant sa fluidité Q¥ et al, 2000). La restriction de sa
fluidité pourrait empécher la diffusion de®} et par conséquent ses dommages.

Quant a lactivité anti-hémolytique importante méee par la vit C, elle pourrait
s’expliquer notamment sur un systéme cellulaire,spacapacité a régéenerertocophérol en
réduisant les radicaux-tocopheryles sur la surface membranaire (CAZZOLAlge 2003).

En plus de sa capacité a piéger les RL comme téadémontré dans la premiere partie
expérimentale.

2.2.5.2 Test de la peroxydation lipidique

« Définition d'un systeme d'oxydation efficace
Un systeme pro-oxydant efficace induisant I'oxydatides lipides membranaires
érythrocytaires est déterminé. Deux systemes oxgdamt testés : un systéme utilisapOp
et un autre systeme,8,-FeSQ générateur de radicaux hydroxyles.
Le contenu en protéines des membranes érythroegtaist déduit a partir d’'une
courbe étalon (figure 56) préparée en utilisa@$® comme standard.

Les résultats obtenus concernant la quantité en MBAproduit d’'oxydation des
lipides, générée par les deux systemes sont ésig@r la figure 57.

D’aprés les résultats obtenus, on constate quddas systémes pro-oxydants testés
induisent, de maniére plus au moins forte, l'oxiatat des lipides membranaires
érythrocytaires qui s’est manifestée par la forotadu MDA.

Le systeme oxydant J@,-FeSQ induit plus fortement la peroxydation lipidique
comparativement au systeme utilisant le peroxydydiogene uniquement. Une différence
significative est trouvée (p<0,001), entre leséalights résultats obtenus.
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Figure 56 : Courbe d'étalonnage pour le dosage deqiéines.
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Figure 57 : La formation du MDA sous l'effet des diférents systémes d'oxydation, kD,
et H,O,/FeSQ, surles membranes érythrocytaires (1mg/ml).
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Par exemple, une concentration de 0,01mM d@,Hn présence du fer, a induit la
formation de 0,52 + 0,02 uM/mg de protéines mendiras du MDA contre uniquement 0,05
+ 0,005uM/mg de protéines membranaires en absander goit 10 fois moins. On constate
gu’il y'a une augmentation tres importante de largité du MDA formée en présence du fer.

Une quantité de 3,88 + 0,24 uM/mg de protéines mangires en MDA est formée en
utilisant 900mM de biD, en présence du fer. Alors qu'a la méme concentraioHO, mais
en absence du fer seulement une quantité de 1021041M/mg de protéine membranaires de
MDA est formée.

De la on constate que le systemgF/FeSQ est plus efficace comme systéme pro-
oxydant pour I'induction de la peroxydation lipidig}

Le systeme bD,/FeSQ est plus oxydant, puisque il génére des radicauaxaxyles
par la réaction de Fenton. Ces radicaux sont copous leur effet oxydatif sur les lipides
(RAZZABONI et BOLSAITIS, 1990). Selon HALLIWELL, (@91), le radical OH est
capable de stimuler la réaction en chaine de laxgdation lipidique. Ceci se produit
notamment quand OH" est produit a proximité des bmames ou les chaines latérales
d'acides gras des phospholipides membranaireatiaquées.

Le systéme kD, (900mM) /FeSQ@(1mM) étant le systeme qui induit le plus fortement
la peroxydation lipidique. De ce fait, cette comaitest utilisée pour l'induction du stress
oxydant des lipides et pour évaluer le degré déeption des différentes substances a tester
contre I'oxydation des lipides de la membrane dibgle rouge.

Des études menées par SATOakt (1995) ont montré que l'action hémolytique
d'’AAPH a pu étre associée a l'oxydation des commpsesépidiques présents dans la
membrane d'érythrocyte. Dans le méme sens, SHIVANBEAR REDDY et al. (2007), ont
montré que l'incubation du 4@, a différentes concentrations (0 ; 5 ; 2 et 8mM)pedsence
de membranes érythrocytaires a conduit a la gaogrdii MDA.

BENEDETTI etal. (2004) ont rapporté qu’apres traitement des éogifies avec
50mM d’AAPH, une hémolyse temps-dépendent a étéergbs avec une accumulation
significative de TBARS comme conséguence aux affmqeausees par les RL sur les
composants surtout lipidiques de la membrane edéltulcausant des changements dans sa
structure et sa fonction.

Les membranes cellulaires, qui contienneeaucoup de phospholipides, tels que la
phosphatidylcholine (lécithine), sont les ciblesinpipales des RL qui induisent la
peroxydation des lipidest de ce fait causent des disfonctionnements dee@abraneen
altérant sa fluidité ainsi que la fonction des ptears et des enzymes membranaires (JANA
etal., 1990).

Il existe une relation entre la peroxydation lipige et 'hnémolyse. D’aprés RICE-
EVANS et BURDON (1994), la formation de RL peuteaftativement induire une réduction
dans la fluidité de la membrane et augmenter ggliféa Cela suggére que le processus de
peroxydation lipidique pourrait au moins partiellsmh contribuer a I'effet hémolytique des
RL.

La génération des MDA par décomposition des peresylibidiqgues touche aux
propriétés mécaniques intrinséques de la membrapewt conduire a la diminution de la
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fluidité membranaire (RODRIGUEZ edl., 2006). Ceci compromet la déformabilité des
erythrocytes ce qui rend difficile la livraison texygene aux tissus et augmente I'hémolyse
(PFAFFEROTT etl., 1982 ; RODRIGUEZ edl., 2006). Le MDA peut également causer un
attachement de I'hémoglobine aux protéines membemaquelettiques (SHARMA et
PREMACHANDRA, 1991) ce qui augmente par la suitedaité de la membrane et donc la
perte de la déformabilité.

* Lacinétique de la formation du MDA sous I'effet dusysteme pro-oxydant choisi

La quantité de MDA formée au cours du temps suitBoydation des lipides
membranaires érythrocytaires (1mg/ml), sous l'actdu systeme oxydant préalablement
choisi, a savoir le systeme®, (900mM) /FeSQ1mM) estdéterminée.

La guantité en MDA formée est mesurée aprés 5ndimird, 30min, 1h, 1h30, 2h, 3h,
4 h et 5 h d’'incubation. Les résultats sont dompada figure 58.

On constate que la peroxydation lipidique se piodapidement. Aprés 5min la
guantité de MDA est de 1 £+ 0,05 uM/mg de protéimesnbranaires. Cette quantité augmente
jusqu’a atteindre 3,44 £+ 0,11 uM/mg de protéinesbranaires apres 30min d’incubation.
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membranaires)
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Figure 58 : La quantité du MDA formée en fonction di temps sous I'effet du systéme
pro-oxydant H,O, (900mM) /FeSQ (1mM) surles membranes érythrocytaires
(Img/ml).

Aprés 6 h d'incubation, le taux du MDA atteint 4,440,03 uM/mg de protéines
membranaires. En fait une quantité importasiteMDA formée est apparue rapidement au
bout des premiéres 30 minutes d’incubation.

Le temps d’incubation choisi pour ce test est deedres. Cependant on constate
d’'apres la figure 58, que la quantité de MDA foremécours de ce temps est égal a 4,20 *
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0,01 uM/mg de protéines membranaires, il n y a dwax de différence significative avec
celle obtenue aprés 6h d’incubation.

* L'inhibition de la peroxydation lipidique.

L’effet des différentes substances a tester spetaxydation lipidique est déterminé
aprés incubation des protéines membranaires éopyttaices (1mg/ml) dans les conditions de
stress oxydant déja définies (b (900mM) /FeSQ@ (1mM), incubation pendant 4h).

Les résultats obtenus sont illustrés par la fighBe qui donne le pourcentage
d’inhibition de la peroxydation lipidique en fonati de la concentration.

On constate qu'il y'a une relation de proportionitéalentre le pourcentage de
I'inhibition de la peroxydation lipidique et la coentration des CP testés.
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Figure 59 : Pourcentages d'inhibition de la peroxydtion lipidique des membranes
érythrocytaires (1mg/ml) par les différents composgphénoliques testés (AG, AC, AT et
CPO).

L'extrait phénolique total présente lactivité lalup importante concernant la
protection des lipides membranaires des globulega® contre la peroxydation lipidique avec
une 1Go de 49,27 + 1,91 pg/ml, suivie par 'AC @&€de 69,22 + 4,0 pg/ml) puis par I'AT
(217,64 £ 15,68 pg/ml). L'AG présente, dans ce Eaffet protecteur le moins élevé avec
une G supérieure a 250 pg/ml.

Plusieurs travaux ont rapporté le r6le des PP divé’ dans la prévention de la
peroxydation lipidique. Les secoiridoides (oleuiiopéet ses dérivés) représentent une des
classes principales de CP responsables de l'éctiwitioxydante des olives et de I'huile
d'olive (MONTEDORO etl., 1992 ; SAIJA etl., 1998 ; FRANCONI eal., 2006).
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Comme il a été déja indiqué, I'oleuropeine et I'topd/tyrosol sont caractérisés par
une partie catéchol qui est nécessaire a leuri@ct@ntioxydante et activité de piégeage
(BIANCO et RAMUNNO, 2006). L'activité antioxydantet la protection des membranes
erythrocytaires contre la peroxydation lipidigoeuvent étre attribuéesn grande partie aux
o-diphénols.

FRANCONI et al. (2006) ont testé l'activité antioxydante de deux huileslige
vierges Seggianeset Taggiasca sur les LDL humaines et ont montré que la réduactie la
génération du MDA et de diénes conjugués sont dfgpeasdu contenu en phénols totaux,
ce qui concorde parfaitement avec nos résultats.

PAIVA-MARTINS etal. (2003)ont rapporté I'activité anti-oxydante des CP deilé&
d'olive comparée avec celle du Trolox dans les slypoes phospholipides de soja,
individuellement et en combinaison aveo-I'tocophérol et I'acide ascorbique (PAIVA-
MARTINS et al.,, 2003). Les résultats ont montré que les PP degtdeuropéine,
I’hydroxytyrosol et le tyrosol) étaient plus effams que B-tocophérol et le Trolox.

Les effets antioxydants de I'oleuropeine et deditoxytyrosol contre I'attaque par les
radicaux oxygénés a partir de la phase aqueusét@mhontrés par SAIJA al. (1998) dans
les biomembranes qui consistent en [lacide linaléiq dispersé dans le
dipalmitoylphosphatidylcholine

D’autres résultats ont prouvé l'activité de la frac phénolique de l'oliven vivo en
protégeant les particules des LDL de I'oxydatiodSMDLI et GALLI, 1994 ; VISIOLI et
GALLI, 1995) et inhibe la production des isoprogaret autres marqueurs de la peroxydation
lipidique produits pendant I'oxydation des LDL (SAMI et al., 1995; VISIOLI et
CAROSO etal., 2000).

Tous ces résultats décrits par la littérature cadextt avec ceux retrouves et indiquent
que les CPO présentent des effets protecteursecianperoxydation lipidique.

Le site de production des RL ainsi que la localseaét I'orientation des antioxydants
dans la bicouche phospholipidique, sont des fastdavant étre pris en considération pour la
compréhension de l'efficacité d’'un antioxydant aieau membranaire (TERAO at, 1994 ;
SAIJA etal., 1995 ; PAIVA-MARTINS etal., 2003).

Selon PAIVA-MARTINSet al. (2003), I'attaque oxydante a partir de la phagease
semble étre une réaction importante pour le débkment de la peroxydation lipidique dans
les membranes.

En fait le degré d'incorporation et la distributioniforme dans la bicouche lipidique
des PP ainsi que le taux de leur transport dangdbgles sont des facteurs influencant
l'efficacité des composés antioxydants (THOMA&Igt1992).

Le piégeage des radicaux peroxyles agueux a lacude la membrane, ainsi que le
piégeage de radicaux peroxyles lipidiques a lietér de la membrane, jouent un réle
considérable dans la protection contre I'oxydatien lipides (SAIJA eal., 1998).

Les CP sont considérés comme les antioxydants ubsisde chaine, leur effet
protecteur contre les dommages lipoperoxydatifseddpde leur capacité a céder un atome
d’hydrogéne d'un groupe hydroxyle (KAHL, 1991).
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Selon SAIJA etl. (1995), les effets antioxydants des PP de I'aligpendent de leurs
interactions avec la membrane. L'oleuropeine contigne partie glucidique qui empéche
I'accés de la molécule a la membrane lipidique (RXTet DAS, 1988 ; SAIJA eal., 1998).
Cependant, SAIJA eal. (1998) ont rapporté que I'hydroxytyrosol peut tnaliser les
radicaux peroxyles aqueux a coté de la surface maaralve alors que l'oleuropeine agit a
I'intérieur de la membrane.

Néanmoins, les études par fluorescence réaliseeRAIZA-MARTINS et al. (2003)
ont montré que certains PP de I'huile d’olive dbmieuropéine et I’hydroxytyrosol n’ont pas
pénétré dans la bicouche phospholipidique du lipesaCela pourrait étre expliqué par leurs
propriétés hydrophiles. Le positionnement des CPlaa surface de la bicouche
phospholipidique permettrait un retardement efiécde la peroxydation lipidique lancée par
les RL de la phase aqueuse.

L’activité anti-oxydante des CPO peut étre attribbé@@alement aux flavonoides. En
effet, les flavonoides de [lolive tels que la Ilié® et son aglycone protegent
significativement les particules de LDL contre Kabation de maniére dépendante de la dose
(VISIOLI et GALLI, 1995 ; VISIOLI etal., 1995).

Les CP testés dont les CPO peuvent agir en taahtjokydants briseurs de chaine, et
réagissent avec des radicaux lipidiques pour fordesr radicaux non réactifs, interrompant
ainsi la chaine de propagation. En fait, ces coggppguvent donner un électron ou un atome
d'hydrogene au radical lipidique formé pendant Hase de propagation de l'oxydation des
lipides et stabiliser le radical phénoxyle résultpar délocalisation de I'électron désapparié
(SHAHIDI et WANASUNDRA, 1992 ; PRIOR «dl., 2005 ; ROGINSKY et LISSI, 2005).

D’autres résultats suggerent que les CP de I'rdidéve peuvent servir de piégeurs
de radicaux peroxyles aqueux a la surface de labreera et régénéremftocophérol qui agit
en deuxieme ligne de défense contre les radicaumxyles aqueux et comme piégeur de
radicaux peroxyles responsables de la peroxydépatique en chaine dans les membranes
(PAIVA-MARTINS et al., 2003).

Les CP exercent leurs capacités anti-oxydantesltharile d’olive par le piégeage des
radicaux peroxyles et alkoxyles, et par chélati@s dnétaux de transition (VISIOLI |,
BELLOMO etal., 1998 ; ROGINSKY et LISSI, 2005).

On peut suggérer donc que dans le systéeme pro-okutiisé, les CP entre autres les
CPO préviennent I'oxydation des lipides membrasaie piégeant ¥,, en chélatant le fer,
empéchant de cette maniere la production du rallicioxyle par la réaction de Fenton.

On peut suggérer également que les CPO peuvent@yime antioxydants primaires
en inhibant I'étape d'initiation et de propagatide la peroxydation lipidique (piégeage de
radicaux alkyles L™ et peroxyles LOQO") et/ou ert @gunantioxydants secondaires en retardant
ou en diminuant le taux d’oxydation via la chélatides ions métalliques de transition
(AMES etal., 1993).

Les résultats obtenus indiquent que la vit C, @r@ment aux CP, montre un pouvoir
pro-oxydant et accroit la peroxydation lipidique.
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En présence d’'une concentration de 20 pg/ml d€yvia quantité de MDA formée a
diminué ; en effet elle passe de 5,69 (pour le rételt a 5,20 uM/mg de protéines
membranaires. Mais a des concentrations de 80,2080et 250 pg/ml le taux en MDA formé
augmente (figure 60).
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Figure 60 : L'effet pro-oxydant de la vit C sur laperoxydation lipidique des membranes
erythrocytaires (1mg/ml) induite par le systéme HO,/ FeSQ, (900mM/1mM).

Le réle pro-oxydant de la vit C a été rapporté PRUJTSCH (1998)Ainsi YEN etal.
(2002) ont rapporté que la quantité de TBARS mesyar le test de désoxyribose en
présence du fer augmente avec 'augmentation derleentration en vit C, un maximum est
obtenu a une concentration supérieure a 1,65mMnstite diminue en augmentant les
concentrations.

Selon les mémes auteurs, I'effet pro-oxydant okgsarfaibles concentrations est du
au pouvoir réducteur de la vit C qui réduit le*Tea F&* et stimule ainsi la formation de HO
par la réaction de Fenton. L'effet pro-oxydant pgakpliquer également par le fait que la vit
C est incapable de chélater les ions métalliqudsadsition.

En outre, des concentrations élevées en RL poutréiee a l'origine de I'effet pro-
oxydant de I'acide ascorbique (YENadt, 2002).

A coté de cet effet pro-oxydant a faibles concdiang, certains auteurs suggerent que
I'ascorbate pourrait avoir aussi un effet pro-oxyda forte concentration (CHEPDA at,,
1999 ; PARK et LEE, 2008).

Selon CHEPDA etfal. (1999), l'effet pro-oxydant de la vit C est faigdr par la
présence d’'ions métalliques de transition telslguer. Le fer ferrique généré de la réaction
de Fenton en présence de( peut étre réduit par la vit C, amplifiant aingiréaction de
Fenton.
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Cependant, BISWAS el. (2005), ont rapporté que la vit C prévient laopgdation
lipidique sur des érythrocytes stressés par le yhedrazinein vitro. L'acide ascorbique est
un piégeur bien connu de radicaux hydrophiles gbéefme également la peroxydation des
lipides par le balayage de radicaux aqueux dedeng (TERAO eal., 1994)

Il a été rapporté que la vit C protege également b@membranes contre des
dommages peroxidatifa vitro (FREI, 1991).

Donc a partir de ces résultats on peut conclure geesont les conditions
expérimentales utilisées, notamment la richessendieu réactionnel en fer qui a été en
faveur de l'apparition de I'effet pro-oxydant devia C.

» Association vitamine C et composés phénoliques tatade la pulpe d’olive
Une concentration de 40ug/ml de I'extrait phénddidatal est testée en présence de
concentrations croissantes en vit C, (B ; 20 ; 30 et 40ug/ml). Les résultats obteras s
donnés par la figure 61.
On constate que la vit C présente un effet antiaryad faibles concentrations (5 ; 10 ;
20 ; 30 et 40 pg/ml). Une augmentation, méme siedt non significative, de la peroxydation
lipidique est produite en passant d’'une concewnmade 10 a 40ug/ml.
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Figure 61 : L'effet de I'association CPO et vit C gr I'inhibition de la peroxydation
lipidique des membranes érythrocytaires (1mg/ml) iduite par le systéme HO, /[FeSQ,
(900mM/1mM).

En présence des CPO, le pourcentage de l'inhibdmha peroxydation lipidique est

plus important par rapport a la vit C seule.
La comparaison de I'effet additif avec I'effet mivé suite a 'association est donnée
par la figure 62. On constate que I'effet de I'inkibn de la peroxydation lipidique dans le
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cas de l'association est moins important que dansak d’'un effet additif, cela peut étre
expliqué par I'effet pro-oxydant de la vit C.

O Effet additif @ Association vit C + CPO (40 pg/ml)
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Figure 62 : Comparaison entre I'effet additif et leffet de I'association CPO et vit C sur
l'inhibition de la peroxydation lipidique des memlranes érythrocytaires (1mg/ml).

Concernant les résultats obtenus relatifs a I'aagon vit C et CPO pour I'ensemble
des tests utilisés, c’est l'effet additif qui esbuvé dans la plupart des cas (test
phosphomolybdénique, DPPH,®} et test de 'hémolyse). Le méme résultat est obparu
PAIVA-MARTINS et al. (2003), qui ont rapporté que les combinaisonsidéaascorbique et
de CP de I'huile d’olive ont eu des effets additifs

Les interactions des CP des olives avec d'auttesxgdants sont importantes pour les
effets bénéfiques de ces composés pour réduiteeesoxydanin vivo.

Cependant, tous les phénols d'huile d'olive onttreaies effets synergiques avec I
tocophérol. Les PP ont fortement retardé I'oxydatite I'a- tocophérol avec une phase de
latence plus importante (PAIVA-MARTINS at., 2003).

Il a été rapporté que la vit C montre un effet sgimpie aveco- tocophérol en le
régénérant (HARATS «dl., 1998).

PAIVA-MARTINS et al. (2003), ont montré que la combinaison de l'aasrbique,
phénols d'huile d'olive at-tocophérol est plus efficace pour la stabilisato@s liposomes

contre I'oxydation.
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2.2.5.3 Evaluation de I'oxydation des protéines memnanaires érythrocytaires

* Analyse électrophoretique des protéines des membras érythrocytaires
Les protéines des membranes des globules rougéséparées par électrophorese
PAGE-SDS, la PAGE-native ne permet pas leur séparate résultat de la séparation en
PAGE-native est donné par la figure 63, on constapparition d’'une seule bande protéique
diffuse.

4— Jne seule bande
protéigue

L J

+

Figure 63 : Electrophorégramme de protéines membraaires érythrocytaires en PAGE-
native (T = 12%; C = 2,7%) .

Les protéines membranaires sont séparées par PASE-S= PM des différentes
protéines est déterminé a partir de la courbe lileraton donnant le Log PM en fonction de
la distance (figure 64).
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Figure 64 : Courbe de calibration du gel de séparan en PAGE SDS.
Les étalons utilisés : BSA (66000 Da), ovalbun{#®&000 Da),
B-lactoglobuline (18000 Da) etlactalbumine (14000 Da).
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Le profil obtenu concernant la séparation des pretgemembranaires érythrocytaires
par PAGE-SDS est donné par la figure 65

M Hb PER
4. - Spectrin T
1-- Bande .
Bsa [ L NI,
Ovalbumine ——» _ Actine
— NI,
B-Lactoglobuline .—» I
o-Lactalbumine —»

Figure 65 : Electrophorégramme des protéines membraires érythrocytaires en
PAGE-SDS.
Gel de séparation (T=12% ; C=2,7%) et gel de canaton (T=4,8% ; C=2,7%). M:
protéines marqueurs; Hb: hémoglobine; PER: prosaites membranes érythrocytaires i, NI
NI, : protéines non identifiées 1 et 2 respectivement.

Le profil des protéines de la membrane du globoilgge obtenu est comparable a celui
décrit par la littérature (TANNER et BOXER, 197Z5ARBARZ etal., 1984).

La séparation des protéines membranaires érytlaioegt montre trois bandes
majeures. Si on les présente par ordre décroiggaleiirs PM, la bande de plus haut PM peut
correspondre a la spectrine, la deuxieme bandertarde, peut étre la protéine bande 3, de
part leur emplacement dans le gel et leur intensité

Le poids exact de ces premiéres bandes n'a page&téminé de part le manque en
protéines marqueurs de haut PM. La protéine del@usPM qui est utilisée, est la BSA avec
un PM de 66 kDa, inférieur a celui de la spect(@2#0-220 kDa) et a celui de la bande 3
(95kDa).

La troisieme bande n’est pas identifiée)Nd’'un PM de I'ordre de 53641,38 Da. Par
contre la quatrieme bande correspond a I'actine amePM de 41813,83 Da (42 kDa).

Une bande d’hémoglobine est détectée, c’'est I'hévbare résiduelle dans les
membranes apres leur extraction.

La derniere bande (MIn’a pas été identifiée, elle a un PM de 1914833

» L'oxydation des protéines membranaires par HO, et H,O,/FeSQ
L’effet du peroxyde d'hydrogéne et du system@©HFeSQ générateur de radicaux
hydroxyles sont étudié. Les échantillons prépanés gar la suite séparés par PAGE-SDS.
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Les résultats obtenus concernant I'oxydation aueanogu peroxyde d’hydrogéne a
différentes concentrations sont donnés par la &gy

PN 250uM SOQIM ImM 5mM 10mM 30mM 50mM

PN  50mM 100mM 200mM 400mM 600mM 900mM

b)

Figure 66 : Electrophorégramme des protéines membreaires érythrocytaires en
PAGE-SDS dans des conditions de stress oxydatif pairO..
Aprés 3h (a) et 24 heures (b) d’'incubation a déffdées concentrations en®} ; PN:
protéines non oxydées.
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On constate a partir de la figure 66a, que comparaent au profil des protéines
érythrocytaires normales non stressées p#d,Hles protéines incubées en présence des
différentes concentrations en,® (0; 250uM ; 500puM ; 1mM ; 5mM ; 10mM ; 30mM ;
50mM), pendant 3 h, ont donné le méme profil.

D’autres concentrations plus fortes efOpi(50 ; 100 ; 200 ; 400 ; 600 et 900 mM) ont
éte testées, tout en augmentant également le tdimpsibation qui passe de 3h a 24h. Les
résultats obtenus sont illustrés par la figure 66b.

Les profils obtenus montrent que l'oxydation de®t@ines n’est toujours pas
visualisable sur le gel.

Ce résultat n'exclu pas le fait que les protéineat soxydées par le peroxyde
d’hydrogéne, mais les oxydations causées ne sanfopi@s au point d’étre visualisées sur le
gel électrophoretique.

Dans ce sens, SHIVA SHANKAR REDDY at. (2007), a montré que l'incubation de
H.O, a difféerentes concentrations (0; 5; 2et 8mM) présence de membranes
érythrocytaires a conduit a la génération du MDAdets carbonyles protéiques. Plus la
concentration en ¥D,augmente plus le taux en ces produits d’oxydatiggmeente.

La méme étude a également montré que le taux empgments sulfhydryles
diminue avec I'augmentation de la concentratioign,.

Les résultats du stress oxydant paOy/FeSQ sur les protéines de la membrane
erythrocytaire par le systeme générateur de radibgdroxyles sont donnés par la figure 67.

PN 1 2 3 4 5 6 7 8

v
= = — +

Figure 67 : Electrophorégramme des protéines membraires érythrocytaires en
PAGE-SDS dans des conditions de stress oxydatif pkr systeme HO, /FeSQ, a
différentes concentrations respectivement : 1 : 251/25uM; 2: 500uM/30 pM; 3 :
1mM/50 pM; 4: 5mM/250 pM; 5: 5mM/1ImM ; 6: 10mM/10mM; 7: 50mM/30mM; 8:

50mM/50mM ; PN: protéines non oxydées
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On constate dans ce cas que pour les cing prengérebinaisons de 1D, /FeSQ
testées, le profil protéique obtenu est comparaloielui des protéines normales.

La combinaison kD, (10mM) /FeSQ(10mM) (systéme 6) a conduit a la diminution
de lintensité de la plupart des bandes protéiques,qui indiquerait qu’il y'aurait eu
oxydation.

Sur les deux profils donnés par les deux derniéoesbinaisons testées en fer et en
peroxyde d’hydrogene (systemes 7 et 8), on conspagéetoutes les bandes protéiques ont
disparu. Cela pourrait s’expliquer par leur dégtimtaoxydative en fragments peptidiques de
faibles PM non détectés sur le gel.

L'utilisation du fer et du peroxyde d’hydrogene aomsubstrats oxydants a conduit a
la génération de radicaux hydroxyles par la réaddi® Fenton. Plusieurs auteurs ont souligné
la capacité de ce radical a causer des dommagesatifsyaux molécules biologiques dont les
protéines (JOZWIK eal., 1997, BISWAS edl., 2005).

SIGNORINI etal. (1995), ont rapporté que la libération du ferslées érythrocytes
est accompagnée par des altérations oxydativespadsines membranaires qui ont été
détectées par PAGE-SDS et par la spectroscopernige.

Les résultats obtenus concernant la dégradationpdat€ines membranaires sous
I'effet du stress oxydant concorde avec plusieangaiux cités par la littérature.

Il a été rapporté qu’'une attaque oxydative paradical hydroxyle généré par la
réaction de Fenton pourrait conduire a une rétimraou a une dégradation des protéines de
la membrane érythrocytaire (BERLETT et STADTMAN,919. Ces auteurs parlent d’'un
mécanisme nommeé la fragmentation oxydative de€imed, qui semble jouer le réle majeur.

Le peroxyde d’hydrogene peut également étre reghbmsies dommages oxydants
touchant les protéines. Selon SHIVA SHANKAR REDDY a&. (2007), I'exposition des
membranes érythrocytaires a®4 conduit & une grande oxydation de groupes sutitgs
(SH) en ponts disulfures. Selon les mémes autauréduction du nombre des groupements
SH dans les membranes était concomitante avedlgtién de l'intensité de la bande 3 sur le
profil protéique obtenu. La génération des carbemprotéiques a été également notée.

AJILA et PRASADA RAO (2008), ont rapporté que suge traitement avec 49,
I'intensité de la plupart des bandes protéiguesadmembrane érythrocytaire séparées par
PAGE-SDS dont le PM est supérieur a celui de Fectiou bande 5) est diminuée. Ceci est
expliqué par leur dégradation qui a conduit enteffeapparition de nouvelles bandes dans la
région de faible PM.

Il est probable que le radical hydroxyle générélaagaction de Fenton pourrait étre
responsable de l'attaque oxydative des chainespeptidiques et de leur fragmentation
subséquente (BERLETT et STADTMAN, 1997).

Il est connu que I'oxydation des protéines ména anddification des aminoacides et
le clivage de chaines polypeptidiques ce qui cdndusa fragmentation et donc a sa
dégradation (SICINSKA dl., 2006).

CICCOLI etal. (2008) ont rapporté que la dégradation oxydalie® protéines est un
indice de vieillissement de I'érythrocyte. Selons cauteurs, I'électrophorése a montré,
I'apparition de nouvelles bandes, dans la gamm@sde45 kDa, qui n'‘ont pas été obtenues
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apres incubation dans des conditions anaérobiesn@evelles bandes pourraient prévenir de
la dégradation oxydative de la bande 3 (KAYakt1983 ; KAY, 1984).

Selon BERLETT et STADTMAN (1997), les protéines pent également étre
oxydées par les produits de peroxydation lipidigieconduire a I'oxydation des résidus
d’acides aminés de chaines latérales et a des m@muga liaisons peptidiques ce qui pourrait
expliquer en partie la fragmentation des protéines.

Cependant d’'autres auteurs notent qu’'apres exposiegs protéines membranaires du
globule rouge aux agents oxydants, il y’'a une p@sation des protéines.

SINGH et RAJINI (2008), ont constaté que I'expasiti des membranes
érythrocytaires au systeme pro-oxydant fer-ascerlaatonduit a I'apparition, en plus des
bandes de faible PM, d’autres bandes corresporiddas agrégats de haut PM. MORZEL et
al., (2006) ont indiqué également que le radical byde peut induire la polymérisation.

Dans cette étude, les protéines de haut PM nepambbtenues, ceci pourrait étre
expliqué par la formation de ces agrégats protéigideur dégradation suite a la formation
importante de groupement carbonyles protéiques l&ftet du peroxyde d’hydrogene et des
groupements hydroxyles formés par la réactionsatadn, en plus des radicaux issus de la
peroxydation lipidique.

En outre, selon MORZEL etl. (2006), I'électrophorese dans les conditions
dénaturantes réduisent les ponts disulfures etatgégats formés par ce mécanisme ne
peuvent pas étre visualisés.

* Lacinétique de l'oxydation des protéines membranags

Le systéeme b, (50mM) /FeSQ (30mM) ayant induit la dégradation des protéines
membranaires érythrocytaires a été choisi comm&msgs pro-oxydant. La cinétique de la
dégradation a été déterminée en fonction du tehgssrésultats sont donnés par la figure 68.

Aprés 1 min d’incubation, on constate que la m&alies bandes restent intactes avec
I'apparition de nouvelles bandes (figure 68a).

La bande correspondant a la spectrine diminue etisité. Parallélement a cela, on
note également I'apparition d’'une bande (bandeslPM inférieur a I'actine (39562,16 Da).
En outre, on constate I'apparition d'une bande d#)faible PM (18030,17-15452,54 Da) et
une autre (lll) de plus faible PM (12971,79 Da).

Aprés 2 min, on constate que toutes les bandedigpéru et aprés 3, 4, 5, et 30 min,
on constate I'apparition d’'une bande d’'un PM d858435 Da (1V).

Aprés 1h30, 2h, 3h, 4h, 5h et 6h aucune bande atafip Toutes les bandes
protéigues ont disparu (figure 68b).

Les nouvelles bandes de faible ou moyen PM pelatemtie résultat de la dégradation
des protéines de la membrane érythrocytaire saffetl’ du stress oxydant. Les bandes
protéigues de moyen PM pourraient également éttenabs par la polymérisation de
protéines de faible PM pouvant étre issues de takpn.
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PN 1min 2mi 3min 4min 5min 30min 1h

b)

Figure 68 : Electrophorégramme des protéines membreaires érythrocytaires en
PAGE-SDS dans des conditions de stress oxydatif pkr systeme HO, /[FeSQ,
(50mM/30mM) apres différents temps d'incubation. PN Protéine non oxydées.
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Apres 1h30 dincubation aucune bande protéique paEegt sur le
I'électrophorégramme, cela pourrait s’expliquer pardégradation totale des protéines,
probablement en fragments polypeptidiques non thikss de part leur petite taille.

A partir de ces résultats, on constate qu’au bauedheure et 30 min, toutes les
protéines sont dégradées. Le choix du temps d’etooip & prendre pour les tests restants est
de 3h, de maniere a s’assurer de la dégradatiale tdes protéines.

» Effet des substances antioxydantes sur les dommageg/datifs des protéines

L'effet des différentes substances a tester sumpratection des protéines des
membranes érythrocytaires contre le stress oxydahtit par le systeme 40, (50mM)
/FeSQ (30mM) a été étudié.

Les résultats obtenus par les CPO sont donnés figute 69.

Sur la figure (69a), a une concentration de 1 mgdmies les bandes restent intactes,
alors qu’a une concentration de 2 mg/ml, il y'apdistion de certaines bandes comme
I'actine, et I'apparition d’une bande (I) de PM neoy(49545,01- 44055,48 Da) et une autre
(1) de faible PM (12105, 98 Da).

Aux concentrations de 6 mg/ml, 8 mg/ml, 10 mg/n@,mg/ml ; il y'a intensification
de la bande (1) et (I) et apparition nette d'ungr@ bande (Ill) dont le PM va de 32885,16 a
28183,82 Da. Aux concentrations de 14 mg/ml, 16mmhgd8 mg/ml, 20 mg/ml, aucune
bande n’apparait.

L’effet protecteur des CPO contre I'oxydation dest@ines membranaires est donc
observé notamment a une concentration de 1 mg/mite les bandes ont été protégées de
I'oxydation.

Cette protection conférée par les CPO pourrait &diquée par la capacité de ces
molécules a piéger le peroxyde d’hydrogéne, capa@ja prouvee par le test de piégeage de
H.O,, de leur capacité tres probable a piéger le ratlipdroxyle genéré par la réaction de
Fenton ainsi que les RL qui auraient été obtenuka geeroxydation lipidique. En outre, cet
effet protecteur pourrait étre du a la diminutiordirecte de la production du radical
hydroxyle, via la chélation du fer.

Des travaux sur la protection des protéines de déanlbmane érythrocytaire contre
I’'hémolyse ont été réalisés. Ainsi SINGH et RAJI2D08), ont examiné la protection des
protéines du cytosquelette de la membrane des Igbouges contre le stress oxydant induit
par le systéme fer-ascorbate. Ils ont constatélgysupart des bandes sont visibles apres
traitement avec les PP de la pomme de terre riohacele phénolique (AG et AC), alors
gu’en absence des PP, la spectrine et la bandaiéh&pratiquement invisibles sur le gel
électrophorétique.
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Figure 69 : Electrophorégramme des protéines membraires érythrocytaires en
PAGE-SDS dans des conditions de stress oxydatif pkr systeme HO,/FeSQ,
(50mM/30mM) incubées avec différentes concentratiande I'extrait phénolique de
l'olive a):1,2,4,6,8, 10, 12mg/ml ; b) : 146, 18, 20 mg/ml ; PN: protéines non
oxydées; PO :protéines oxydées.
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Par ailleurs, AJILA et PRASADA RAO, (2008), ont non I'effet protecteur de
I'extrait de la peau de mangue riche en PP coatsdréss oxydant induit p&hO2 sur les

protéines membranaires. Cet extrait a efficacemeniégé les protéines contre la dégradation
oxydative. HALDER et BHADURI (1998), de leur catét rapporté également que I'extrait
du thé vert et du thé noir riches en catéchine nagent efficacement prévenir la dégradation
des protéines dans des conditions de stress oxydant

Ces résultats sont en accorts avec ceux obtengsrcamt le rble protecteur des PP, et
dans notre cas des CPO contre I'oxydation desipestée la membrane du globule rouge.

L’'apparition de nouvelles bandes protéiques (letlllll) pourrait étre expliquée par
I'apparition d’un effet pro-oxydant des PP aux aamtcations utilisées.

KECELI et GORDON (2002) ont indiqué qu’en présedeefortes concentrations en
fer, les PP de I'huile d'olive peuvent agir comme-pxydants en réduisant le fer ferrique
obtenu par la réaction de Fenton, ce qui va areplli réaction de production de radicaux
hydroxyles déléteres pour les protéines.

CAO et al. (1997) ont également montré le comportement pralant des
flavonoides en présence de cuivre. Il a été maqnigdcet effet pro-oxydant augmente avec
'augmentation de la concentration en ions métadigjet en flavonoides. L’effet pro-oxydant
pourrait étre expliqué par le faible pouvoir chélatdes métaux de ces PP.

On peut conclure que les CPO dans les conditiopgrarentales de stress oxydant
utilisées, a faibles concentrations ils agissenttam qu'anti-oxydants alors qu’ils se
comportent en tant que pro-oxydants a fortes cdaratgons. Cela pourrait s’expliquer par la
concentration élevée en fer, le substrat de lativbade Fenton, dans le milieu. Les PP vont
en réduisant le fer ferriqgue, augmenter le tauxpdeluction des radicaux hydroxyles. Un
autre mécanisme de cet effet pro-oxydant pourtagtléur faible pouvoir chélateur de métaux
dans les conditions expérimentales utilisées.

Donc l'apparition des bandes (I, 1l et lll) poutra’expliquer par I'oxydation des
protéines et leurs fragmentations sous l'effet ttess oxydant induit ou encore par leur
polymérisation.

A plus hautes concentrations en CPO (figure 69bliia& bande n’est apparue. L'effet
pro-oxydant dans ces cas est plus prononcé a dagsmncentrations élevées en PP testées.

L’effet obtenu en présence de I'AG est donné pdiglare 70. Sur la figure 70a, aux
concentrations de 1 et 2 mg/ml, on constate quigpeament toutes les bandes ont disparu a
I'exception de la spectrine et de I'actine donttiinsité est diminuée.

A partir de la concentration 4 jusqu’'a 10 mg/ml,yia réapparition nette de la
spectrine et de l'actine ainsi que [I'apparition riBunouvelle bande (Id’'un PM de
25061,09Da. On note également l'apparition d'unedeade PM de 18749,94 Da (ll).
Cependant sur la figure 70b, on ne constate I'afpaud’aucune bande protéique.

A partir de ces résultats on peut conclure que I&@rotégé certaines protéines de la
membrane érythrocytaire entre autre la spectriffiaaine contre I'oxydation notamment aux
concentrations de 6, 8 et 10 pg/ml, probablementep@méme mécanisme que celui des CPO.
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Figure 70 : Electrophorégramme des protéines membreires érythrocytaires en
PAGE-SDS dans des conditions de stress oxydatif pkr systeme HO, /[FeSQ,
(50mM/30mM) incubées a différentes concentrationsedl’acide gallique a) : 1, 2, 4, 6, 8,
10mg/ml ; b) 12, 14, 16, 18, 20 mg/ml ; PN: protées non oxydées ; PO : protéines
oxydées.
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Un effet pro-oxydant de I'AG a été également retgolorsque cet acide phénolique
est testé a fortes concentrations (12, 14, 161 28 gg/ml).

L’effet pro-oxydant de I'AG a été signalé par YEN a. (2002), qui a expliqué
eégalement I'effet pro-oxydant de cet acide phén@igar le fait que c’est un PP ayant un
pouvoir réducteur important lui permettant de r&génle fer sous forme réduite, en plus de
son faible pouvoir chélateur de métaux. Par adlellAG a montré un effet apoptotique sur
de nombreux types cellulaires, ce qui est explgu@rande partie par son effet pro-oxydant
(SAKAGAMI et SATOH, 1997).

L’effet obtenu en présence de la vit C est donndgéigure 71. A une concentration
de 1 mg/ml, on constate I'apparition d’'une banderise nouvelle (I) de PM compris entre
40394,16 et 38815,03 Da, et I'apparition d’une leandtée (II) de PM inférieur a la premiere
(29308,93-24154,60 Da). Une bande (lll) de faibM Bpparait également (15452,54 Da)
toujours a la méme concentration.

Aux concentrations de 4, 6, 8 et 10 mg/ml, la ba(ijleest toujours présente. On
remarque €également la disparition de la bande €ll)(lll) de plus faible PM. A la
concentration de 8 et 10 mg/ml, on constate lap@dion légere de la spectrine (figure 71a).

Sur la figure 71b, on remarque que les mémes bapegaissent. La bande | est plus
intense, en plus de l'apparition a toutes les comagons (12, 14, 16, 18 et 20 mg/ml) de la
bande correspondant a la spectrine. La bande defplble PM apparait de facon nette
également.

A partir de ces résultats, on conclue que la vit €xercé tout de méme un effet anti-
oxydant en protégeant la spectrine contre I'oxyuadé partir d'une concentration de 8 mg/ml.

Les nouvelles bandes de moyen et de faible PM p@ntrétre le résultat du processus
d’oxydation. Leur apparition pourrait s’expliquearpleur protection par la vit C de la
dégradation oxydative totale. Ces bandes pourraantait correspondre a des protéines
issues soit de la dégradation de protéines dehalusPM ou encore de la polymérisation de
protéines de faibles PM. Du fait de la présencéadat C, I'oxydation n’a pas conduit a une
fragmentation totale des protéines au point qu’aadwande ne soit visualisable sur le gel.

Les nouvelles bandes apparues pourraient égalesiexpliquer par I'effet pro-
oxydant de la vit C. En effet la stimulation devia C de I'oxydation en régénérant le fer
ferreux, va conduire & une production accrue dé&caad hydroxyles qui vont favoriser la
fragmentation et/ou la polymérisation des protgine

Selon PANDA etal. 1999, la vit C a un réle dans la prévention pestéines des
dommages du stress oxydant et de la protéolysaeccr

UYESAKA et al. (1992) ont rapporté que les nouvelles bandesral@ipes oxydées
peuvent étre a l'origine de la diminution de la atéfabilité des globules rouges. Le
changement de la charge de surface des érythropptasait également étre expliqué par
I'oxydation des protéines et la diminution du talixcide sialique ce qui pourrait conduire a
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} «- - Spectrine

Figure 71 : Electrophorégramme des protéines membreaires érythrocytaires en
PAGE-SDS dans des conditions de stress oxydatif pkr systéeme HO,/FeSQ,
(50mM/30mM) incubées avec différentes concentratiede lavitCa) : 1, 2, 4, 6, 8,
10mg/ml ; b): 12, 14, 16, 18, 20 mg/ml ; PN: pt@ines non oxydées; PO : protéines
oxydées.
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I'agrégation des érythrocytes menant a beaucowgodeitions pathologiques (SANGEETHA
etal. 2005).

Ces résultats confirment que I‘hors de I'expositiles érythrocytes au stress oxydant,
les protéines membranaires pourraient en étrebla.dtn effet, il a été rapporté qu’en plus de
la peroxydation lipidique, les changements de lafawnation de la bande S8eraient
responsables de I'hémolyse accrue induite par atbsaux peroxyles (SATO etl., 1995 ;
SHIVA SHANKAR REDDY et al., 2007). Selon SIMAO eal. (2006), 'oxydation de la
bande 3 induit la formation d’un pore au niveau rhemnaire ce qui va conduire a I'hémolyse.
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Nous nous sommes intéressés aux activités antiaokgd des composés phénoliques
totaux de la pulpe d’olive (CPO) ainsi que d’aut& individuels. Les activités obtenues
sont comparées a celle de I'antioxydant dont legnpétés sont bien connues a savoir la
vitamine C. L’étude de I'effet combinatoire enkes CPO et la vit C a été également réalisée
a certaines concentrations.

La quantification des CPO variétéamlal a permis de mettre en relief la richesse de
cette variété en CP (1633 mg + 0,16 d’équivaleAGI100 g de pulpe), un taux supérieur a
certaines autres variétés d'olives existant notammians le bassin meéditerranéen.

Quelques activités anti-oxydantes ont été misesevadence au moyen de tests
chimiques, a savoir le pouvoir réducteur et la capale neutralisation d’espéces radicalaires.

Le test du pouvoir réducteur a montré que les CRISi gue les autres phénols
individuels sont douées de capacité réductricemt capables de ce fait de donner un atome
d’hydrogéne ou d’électron et de se comporter apsime agents réducteurs. Les résultats
ont montré que la capacité réductrice du fer ded € plus importante que celle de la vit C.

Un effet synergique est retrouvé entre les CP@ it IC pour la réduction du fer alors
gue dans le cas du test phosphomolybdénique digét pn effet additif qui est retrouvé pour
la plupart des concentrations testées.

Les tests de piégeage d’especes radicalaireqjimat®PPH et HO,, ont montré que
les CPO possedent des capacités de neutralisatjportantes. Les résultats démontrent que
I'activité des CPO est encore une fois plus impugajue celle de la vit C. Un effet additif
est retrouvé entre les CPO et la vit C, concerleaptégeage aussi bien du radical DPPH que
de HO, a certaines concentrations. Pour le test DPPHffeh s/nergique est retrouvé pour
les concentrations 60 et 80 pug/ml en vit C.

Cette premiere partie expérimentale a mis en éegleleux mécanismes par lesquels
les CP exercent leur action anti-oxydante: Le poudalucteur et la capacité de piégeage de
radicaux libres ou plus généralement d’especesivéade I'oxygene.

La deuxiéme partie expérimentale est consacréalanenstration des activités anti-
oxydantes des CP{ vitro, sur un modele cellulaifacile a obtenir ; les globules rouges et
leurs systémes membranaires.

L’activité protectrice des CP testés contre I'héyse| induite sous I'effet duJ,, a
été determinée. Les résultats montrent que la véirGi que les CP testés présentent un
pouvoir anti-hémolytique. Sur ce systeme, la viir€sente la meilleure activite.

Pour bien comprendre le role protecteur des subssatestées contre I’hémolyse,
d’autres investigations ont été poursuivies cormetrfa capacité de ces substances a protéger
les constituants membranaires érythrocytaires majeontre le stress oxydant a savoir les
protéines et les lipides.

Sur un systeme membranaire la protection contrpel@xydation lipidique a été
étudiée. Les résultats montrent que tous les CReptént un effet protecteur contre
I'oxydation des lipides. Les CPO ont présenté éefe plus important. Cependant la vit C,
dans les conditions expérimentales utilisées a r@amt effet pro-oxydant.
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Sur également les membranes érythrocytaires, tegiron conférée par ces molécules
contre I'oxydation des protéines sous l'effet distéyne pro-oxydant #D,/FeSQ a éte
eégalement évaluée par séparation des protéinedquarophorése PAGE-SDS.

Les résultats ont montré que l'incubation des pmet en présence du systeme du
stress oxydant utilisé a conduit a leur dénatunatién présence des substances a tester,
différents profils sont obtenus suivant I'antioxpdatilisé et sa concentration.

Les CPO ont montré a une concentration de 1mg/nelffen protecteur intéressant ou
la majorité des bandes protéiques ont été protégéasre |'oxydation. Cependant en
augmentant la concentration, I'effet pro-oxydanpaait avec la disparition de certaines
bandes et I'apparition de nouvelles. Cet effet gxgdant a fortes concentrations
s’expliquerait du moins en partie par la forte camtcation en fer présente dans le milieu en
plus de celles des composés testés.

Un effet additif a été retrouvé pour tous les tesalisés sur modele cellulaire, en
testant les CPO en présence de certaines cont@msrahoisies en vit C.

Il ressort de tous ces résultats que les CPO ssmintblécules aux propriétés anti-
oxydantes importantes le plus souvent supérieuregllas de la vit C. Leur caractére
antioxydant s’expliquerait en grande partie par lpauvoir réducteur et leur capacité de
piégeage d’especes radicalaires. Ces proprie@bask de leur activité s’exercent également
au niveau cellulaire.

Toutefois I'activité anti-oxydante de ces molécué&sxerce dans des conditions bien
définies relatives au milieu et a leurs concerdrati Un effet pro-oxydant peut en effet se
manifester notamment en présence de fortes coatiens en fer favorisant la réaction de
Fenton.

Les CPO, molécules douées de capacités anti-oxgslamportantes, peuvent avoir
leur application dans le domaine de la santé emepant I'apparition des maladies liées au
stress oxydant ainsi que leur utilisation éveneudthins le domaine agro-alimentaire en tant
gue conservateurs naturels, en alternative augxamtants synthétiques.

Il serait intéressant, comme continuité a ce titavde procéder a l'analyse
chromatographique de I'extrait phénolique totatl@valuer les activités anti-oxydantes des
CP purifies permettant de définir les CP les plkiifsa Des testsn vivo seraient également
nécessaires pour pouvoir confirmer les effets agtlants de ces substances. Néanmoins, les
effets sur la santé des PP ne dépendent pas satldeteur niveau de consommation mais
aussi de leur biodisponibilité dans le plasma samdune meilleure connaissance de leur
biodisponibilité est indispensable pour expliquen$ effets protecteurs sur la santé.

Les composés phénoliques de l'olive, qui se pantagatre I'huile et les margines
durant le processus de I'extraction de I'huile elpourraient constituer donc des substances
a valoriser. Particulierement, les margines consoes le nom de déchet oléicole, pourraient
constituer une source riche en molécules phéndligatves et permettrait a un certain degré
de palier au probleme de pollution de I'environnatneausés principalement par les
composés  phénoliques  difficilement dégradables p&es  microorganismes.
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Annexe 1: Détermination de la teneur en protéines par la augtlde LOWRY eal. (1951)

1. Solutions :
Solutions alcalines A
=S0UdE 0,1 N 500 mi
- Carbonate de sodium anhydre §8&%3)...........cocvviveiieinennnn, 109
Solution cuivrique B
- CuSo04, 5H20 (0,32 g/ 100mMl). . e 2ml
- Tartrate double de Na et de K (1 g/200ml)..............ccommeme...2 M
SolutionC
- SOIULION A o 50 ml
- SOIULION B 1 mi
Solution mére de BSA
S B S A 10 mg
-EaUdIStIllEe ..o 100 r

Gamme étalon
A partir de la solution de BSA, des dilutions spréparées suivant le tableau ci-

dessous
Concentration en BSA pg/ml 0 10 25 50 75 100
Solution mére de BSA (ul) 0 100 250 500 750 1000
Eau distillée (ul) 1000 900 750 500 250 0

2. Méthode
- 1 ml d’échantillon contenant 100 pg de protéine imaxn et 25 g minimum
- ajouter 5 ml de solution C et mélanger ;
- laisser 10 min a température ambiante ;
- ajouter 0,5 ml de réactif de Folin-Ciocalteu ;
- laisser 30min & I'obscurité ;
- lirelaDO a 750 nm.

3. Expression des résultats

Une courbe étalon est tracée en portant sur I'aseatdscisses, les concentration en
BSA des dilutions (gamme étalon) préalablementanépet sur I'axe des ordonnées, les DO
mesureées respectivement pour chaque dilution.

La concentration de la protéine inconnue X estrd@tee en portant la valeur de la
DO correspondante sur 'axe des ordonnées quinesiite projetée sur 'axe des abscisses.
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Annexe 2 Electrophorése en conditions non dissociantesreti@éaaturantes (PAGE-native).

Solution d’acrylamide (A)

ACTYIaMIde. ... e 3640

Bisacrylamide..........oeuieiiiii 1lg

Eau distilée..........ooii i 100 ml
Tampon de gel (B)

LI TP 9,14 g

Eau distillé..........cooii 100 ml

Ajuster a pH 8,9 avec de HCI 4N

Tampon d’électrode (pour une plaque)

GlYCIN . e e 058 g
BEaudistillé..........cooi 200 ml

Ajuster a pH 8.3 avec du Tris

Tampon d’échantillon

Tampon du gel (B)...oovveiieiiii e e 100 pl
Eau diStil€e ... 700 pl
GIYCErol 509%0... ... e e e 200 pl
Bleu de Bromophénol..................cceeene. une tete d’aiguille

Dissoudre 1 mg de protéines lyophilisées dans dentle tampon

Electrophorese
Préparation du gel : T = 12% et C = 2,7% (pour une plaque)
SOIULION (A) e e 3.25 mi
SOIULION (B) wuvvneie e e e 5 ml
Eau distilée .......cooviiiiii 1,68 ml
Dégazer le mélange (imaxn 2 mn)
TEMED ... .o oo e 10 pl

Solution de persulfate d’ammonium 10%.......ccc..........75 pl

Couler et mettre le peigne immeédiatement

Dép6t d’échantillon : 10 & 20 pl

Mise sous tension 20 mA, 25V

Fixation : 45min dans la solution de fixation
Coloration : 1 heure dans la solution de coloration
Décoloration : dans la solution de décoloration
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Annexe 3: Electrophorése en présence de SDS et de 2-merttzgoto€(PAGE-SDS)

Solution :
Solution d’acrylamide (A)

ACTYIaMIdE. ... 369
Bisacrylamide..........cviriieiiii e 1lg
Eau distilée.......c.oviii i 100 ml

Tampon de gel de séparation

Ajuster a pH 8.8 avec de HCI 4N

Tampon de gel de concentration

Ajuster a pH 6.8 avec de HCI 4N

Tampon d’électrode

LI 12 g
GlYCINE ... 5,76 g
Eau distillée.........ccoiriiii i, 200 ml

Ajuster & pH 8.3 avec du Tris
Tampon d’échantillon

SOIULION (C) et 500 pl
Eau distillé.........ccvii 250 pl
SDS (L020) ...ttt e 250 pl
2-mercaptoethanol..............coooiiiiiiit e 50 ul

Dissoudre 1 mg de protéines lyophilisées dans 8@@ jge tampon
Chauffage a 100°C pendant 4 a 5 min puis refraidirs un bain d’eau froide
Ajouter 200 ul d’'une solution de glycérol 50% (vét)quelques graines de bleu de

bromophénol
Solution de fixation
A e 12 g
Eau distillée (gSP)....cvvvriieii i i 100 mi
Solution de coloration
Bleu de Coomasssie R250..........coviiiiiiiiiiiiiieceee, 05¢g
T A e e 49
MELNANOL. ... e e 100 ml

Eaudistillé. ... e 100 M
Solution de décoloration

ACIHE ACALIQUE......e it e e e 37,5 ml
Eau distill@e.......cooovii e 312,5 ml
METNANOL. .. .o e, 150 ml



Solution de persulfate d'ammonium

Persulfate d'ammonium............coooii i, 0,1¢
Eau distillée (gSP)....cvvevireiiiiiie e e e 1ml

Electrophorese
Préparation du gel de séparation T =12 % et C = 2,7 % (pour une plaque)

SOIULION (A) ettt 2,70 mi

SOIULION (S) et e 2,51 mi

Eau distillée..........cooveii i 2,73 ml
Dégazer pendant 2 min maximum

SDS L1090, .cciiiiiiiieeee e 100 pl

TEMED. ... 13 pl

Persulfate d’'ammonium 10%...................mmmmmmeveenniineneeee. 15 Ul
Couler a environ 5 cm du sommet de la nlaaue de moir

Préparation du gel de concentration T=4,8 % et C = 2,7 % (pour une plaque)

SOIULION (A) ettt e e 650 pl

SOIULION (C)erreie e 1,25 ml

Eau distillées..........ccccoviiiiiii 2. 2,9 ml
Dégazer quelques secondes

Solution de SDS & 10%0......cccocciuvrrierrt e eeeeeeeeeeeaeeeeeens 50 ul

TEMED.... .o 30 pl

Persulfate d’ammonium a 10%................cceeeeeevvvvevnnennnn. 100 pl

Annexes

Couler immédiatement sur le gel de séparation pétigé et mettre le peigne

Dép6t d’échantillon : 10 & 20 pl

Mise sous tension 20 mA, 25V

Fixation : 45 minutes dans la solution de fixation
Coloration : 1 heure dans la solution de coloration
Décoloration : dans la solution de décoloration
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Annexe 4:

Discocyte Echinocyte

Micrographie électronique (X 4000) d’érythrocytesmales (a) et d’erythrocutes traités par
H.O, (SINGH et RAJINI, 2008).



