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Editorial

La nutrition des 1000 premiers jours de la vie pour une bonne santé future

Nutrition during the first 1000 days of life for along term healthy effect

Les 1000 premiers jours de la vie est une période critique de croissance et
de développement, ol la nutrition joue un role vital. Les 1000 premiers
jours s'étendent du début de la grossesse (270 jours) jusqu'a I'age de deux
ans(730jours).

La nutrition, y compris la nutrition maternelle et foetale ainsi que la
nutrition infantile, peuvent avoir des conséquences a long terme sur la
santé. Il est bien évident actuellement que le rythme et la voie de
croissance précoce représente un facteur de risque majeur pour le
développement de maladies coronariennes et du diabete de type 2,
prédisposant ainsi aux maladies cardio-vasculaires. Compte tenu de
I'impact économique énorme sur les sociétés, d'importants travaux de
recherche sont justifiées pour explorer les mécanismes et les effets de la
programmation nutritionnelle précoce sur la santé a long terme.

Des experts du monde entier ont réuni leurs efforts pour mener a bien un
programme de recherche sur I'étude des mécanismes sous-jacents de la
programmation de la nutrition précoce et des approches pratiques
appropriées pour la prévention du surpoids et des risques associés
précocement. Ce projet vise a identifier les périodes sensibles de
susceptibilité aux signaux métaboliques. En effet, la programmation
métabolique décrit comment I'état nutritionnel des enfants avant et peu
apres la naissance influe sur la probabilité du sujet a I'embonpoint plus tard
danslavie. Il a été noté que le gain de poids, dans les 2 premiéres années de
lavie, estinfluencé par les facteurs génétiques de l'individu et de samere, le
grand poids de naissance, les influences métaboliques durant la grossesse,
les facteurs de santé et de pathologies, tels que la survenue d'infections, et
non passeulement I'alimentation et la supplémentation en nutriments.
Bien que la sous-nutrition chez les femmes et les enfants soit fréquente
dans les pays en développement, la coexistence de la surnutrition dans les
mémes populations, en particulier chez les adultes, est également bien
connue (OMS, 2010). Ce « double fardeau» de la sous-nutrition et de
I'obésité est de plus en plus reconnu dans les pays en développement et
I'incidence la plus élevée a été observée chez les familles les plus pauvres.
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Les enfants ont un risque plus élevé de devenir
obése plus tard dans la vie. D'autre part, plus de
10% de la population féminine mondiale, en dge de
procréer, est sous-alimentée (IMC < 18,5), ce qui
est un facteur de risque pour la génération sui-
vante.

La malnutrition maternelle peut entrainer une
programmation (épigénétique) défavorable des
génes du feetus, ayant ainsi des conséquences a
longterme.

L'obésité et la sous-nutrition infantile ont souvent
leurs origines dans la période foetale, d'ou la
nécessité d'intervenir idéalement avant ou pen-
dant la grossesse. En effet, des programmes de
réduction de poids chez les femmes en surpoids
/obéses peuvent avoir comme résultats une prise
de poids faible pendant la grossesse, une préva-
lence réduite du diabéte gestationnel et une
diminution de la macrosomie. Par ailleurs, la
supplémentation en micronutriments dans
I'insuffisance pondérale des jeunes femmes réduit
le pourcentage de nouveau-nés de faible poids de
naissance de 11%. De plus, la supplémentation
concomitante en micronutriments et en protéi-
nes/calories est encore plus efficace avec une
réduction durisque de faible poids de naissance de
34%. Aussi, I'adhérence, au début de la grossesse,
a un régime proche du type Méditerranéen
(apports plus élevés de fruits, légumes, huile
végétale, poisson, pates et riz, combinés a des
apports plus faibles de viande, pommes de terre et
sauces grasses) semble étre associé positivementa
I'acide folique sérique et la vit. B12 plasmatique et
négativement a I'homocystéine et la CRP, alors
gu'une faible adhérence a ce régime entraine une
masse placentaire réduite et un faible poids de
naissance.

En ce qui concerne la nutrition infantile, dans
certains pays développés, le surpoids/obésité
pendant I'enfance et |'adolescence affecte désor-
mais plus de 25% des populations respectives. Les
nourrissons ayant un gain de poids rapide apres la
naissance ont un risque accru de devenir obese
plus tard dans la vie. Si les meres sont en sur-
poids/obeéses, leurs nourrissons allaités prennent
du poids plus rapidement au cours des 6 premiers
mois, comparé aux standards de I'OMS. D'autre
part, les nourrissons de meres obéses prennent
moins de poids si |'allaitement se poursuit au-dela

de 6 mois par rapport aux nourrissons nourris avec
des formules telles que définies par le Codex
Alimentarius. Des études récentes ont indiqué
gu'une formule a faible teneur en protéines, entre
3 et 12 mois pour les nourrissons de meres en
surpoids/obeses, entraine un gain de poids simi-
laire a celuiobservé chez les nourrissons allaités au
sein.

Comparé a d'autres modeéles d'alimentation,
I'allaitement maternel exclusif jusqu'a 6 mois est
associé a un poids significativement plus élevée et
une plus faible probabilité de retard de croissance
etd'infections.

Parmi les expériences alimentaires précoces,
celles liéges a l'alimentation lactée, que ce soit
I'allaitement maternel ou l'allaitement artificiel,
peuvent avoir d'importantes répercussions sur
I'acceptation du go(t, qui est I'un des principaux
déterminants de la consommation alimentaire
chez les enfants. En effet, par rapport a une for-
mule lactée, I'exposition au lait maternel peut
donner des résultats de différence sensorielle en
termes d'arome et de go(t. En ce qui concerne
I'arébme, certains composés volatils provenant des
aliments ingérés par la mere sont susceptibles
d'étre transmis dans son lait. En effet, le lait mater-
nel peut supporter un composant de saveurs
distinctes qui sont susceptibles d'avoir un impact
sur le comportement des enfants a l'dge de
I'alimentation complémentaire, comme démontré
dans plusieurs études. En ce qui concerne le go(t,
le lait maternel contient des composés qui portent
un go(t , tels que le lactose (go(t sucré), le gluta-
mate (golt umani), Na (golt salé) et urée (golt
amer). Leur concentration dans le lait maternel est
différente de celle des préparations pour nourris-
sons : la concentration de glutamate peut étre
jusqu'a 14-fois plus élevée et celle de Na est 2- a 4-
fois plusfaible.

En conclusion, des interventions concertées a
grande échelle portant sur la 'malnutrition sous
toutes ses formes' sont a prendre en considéra-
tion, et devraient mettre I'accent sur les conditions
de vie et une alimentation équilibrée et appro-
priée, en particulier au cours des 1000 premiers
joursdelavie.

MalikaBOUCHENAK (Présidente de la SAN)
BOUCHENAK.Malika@san-dz.org
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Abstract Introduction. The celiac disease is an autoimmune chronic
inflammatory enteropathy caused by the gluten gliadin, a food antigen.
Objective. To determine whether the epidemiology and the clinical
presentation of celiac disease (CD) have changed during the last 30 years in
children and adolescents in west Algeria. Subjects and methods. This was a
retrospective analysis of all CD subjects listed in the regional reference
center, the Department of Pediatrics « C » CHU Oran. Cases were enrolled in
the whole west Algeria, from 1978 to December 31" 2010. The analyses
focused on the study of clinical records. Only subjects who developed CD
clinical and histological signs with a positive response to gluten-free diet
were considered. Results. CD patients (4476 (2076 male and 2400 female,
sex ratio 0.86) were identified. The evolution of CD incidence showed that
the number of cases increased gradually since 1980 to 200 cases per year
from 1990 to 1997, with peaks around 230 in 1990, 1993 and 1997, then
stabilized at around 88 cases per year from 2006 to 2010. Although the
mean age at introduction of gluten in the diet and the mean duration of
breast feeding have not changed over the past 30 years, an increase in the
mean age was noted at first symptoms and at diagnosis. Diarrhea remained
the main symptom at diagnosis, its frequency was estimated at 86% until
December 31th 2008, but non-diarrheal presentations were increased in
recent years. Conclusion. A change in the clinical profile of CD was noted in
the last decade, probably related to environmental factors still unidentified
inour context.
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Résumé Introduction. La maladie coeliaque est une entéropathie
inflammatoire chronique auto-immune provoquée par la gliadine du
gluten, un antigénealimentaire. Objectif. Déterminer si I'épidémiologie et
la présentation clinique de la maladie cceliaque MC) ont changé au cours de
ces 30 dernieres années chez les enfants et les adolescents dans I'ouest
algérien. Sujets et méthodes. Une analyse rétrospective sur |I'ensemble
des sujets MC répertoriés au service de Pédiatrie « C » CHU Oran, prove-
nant de tout I'Ouest algérien, de 1978 au 31 décembre 2010, a porté sur
I'étude des dossiers cliniques. Tous les sujets ayant présenté des signes
clinigues et /ou histologiques d'une MC, avec une réponse positive au
régime sans gluten ont été retenus. Résultats. Des patients MC (n=4476
dont 2076 garcons et 2400 filles, sex-ratio de 0,86) ont été répertoriés.
L'évolution du nombre de sujets MC recrutés dans le service a montré que
le nombre de cas MC recrutés a augmenté progressivement pour atteindre
200 cas paranen moyenne de 1990a 1997, avec des pics autour de 230 en
1990,1993 et 1997, puis une stabilité autour de 88 cas par an de 2006 a
2010. Bien que I'age moyen a l'introduction du gluten dans I'alimentation
ainsi que la durée moyenne de I'allaitement maternel, n'ont pas changé
durant ces 30 derniéres années, une augmentation de I'age moyen a été
constaté au début des troubles et au diagnostic. La diarrhée reste le maitre
symptome au diagnostic, sa prévalence est évaluée a 86 % au 31 décembre
2008. Par contre, les formes non diarrhéiques sont de plus en plus fréquen-
tes ces dernieres années. Conclusion. Un changement de la physionomie
de la MC a été noté cette derniere décennie, probablement lié a des
facteurs environnementaux non encore identifiés dans notre contexte.

Mot-clés : Maladie cceliaque, Régime sans gluten, Facteurs de risque

Introduction

Celiac disease (CD) is a chronic, immunologically
determined form of enteropathy affecting the
small intestine in genetically predisposed
children and adults [1]. The European Society for
Paediatric Gastroenterology Hepatology and
Nutrition (ESPGHAN) has produced new guideli-
nes for the celiac disease diagnosis. Only chil-
dren with symptoms or suggestive signs of CD
are to be considered. The diagnosis of CD
depends on gluten-dependent symptoms, CD-
specific antibody levels, the presence of HLA-
DQ2 and/or HLA-DQS8, and characteristic histo-
logical changes (villous atrophy and crypt
hyperplasia) in the duodenal biopsy [2]. The

clinical spectrum of CD has widened over the past
decades, and clinical pattern and age at diagnosis of
CD are still changing in children. Several investigators
in recent decades have reported a decreasing preva-
lence of the classic celiac triad—failure to thrive,
diarrhea, and abdominal distension—in children
with CD [3,4]. The overall decrease in the prevalence
of diarrheal presentations over the past 2 decades,
accompanied by an increase in extra-intestinal
symptoms manifestations of the disease [5,6],
probably explained the older age at diagnosis.
Indeed, children presenting typical symptoms were
always younger, and their median age at diagnosis
remained similar throughout the 20 years.

More widespread use of serologic markers has
facilitated the diagnosis of celiac disease in children.
This factalone did not entirely explain the decrease
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in diarrheal manifestations, as many long-term
studies in adult and pediatric patients predating
the use of these markers have documented this
shiftin clinical presentation [7,8].

The objective of this study was to determine
whether the epidemiology and the clinical presen-
tation of celiac disease have changed during the
last 30 years in children and adolescents in west
Algeria.

Subjects and methods

Subjects

This was a retrospective analysis of cases recruited
from 1978 up to December 31th 2010: all the CD
subjects diagnosed at the Department of
Pediatrics « C » CHU Oran were considered. The
latter being considered the referral center for care
of CD children from west Algeria. The west of
Algeria is bordered by the Mediterranean Sea in
the north, Mauritania, West Sahara and Mali in the
south Region which extends over an area of 2 114
km* Oran province is located in the north-west of
Algeria and its population is 1.584.607. The new
cases came from all the West of Algeria for consul-
ting units primary care, pediatric offices of Oran
province, and Pediatric Hospital of Oran. All the
patients were followed by the Department of
Pediatrics « C » CHU Oran. Oran register was used

25d\|-'

to retrieve the data. In 1978, a prospective inci-
dence register was established in Oran province.
The register enables a continuous epidemiological
surveillance of celiac disease children.

Methods

The analysis focused on the study of clinical
records, namely, the demographic characteristics,
the age at first symptoms, the breastfeeding
duration, symptoms leading to the diagnosis, the
age at introduction of gluten, the results of the
intestinal biopsy and the starting date of gluten-
free diet. In our study, the diagnosis of CD was
performed according to the ESPGHAN criteria
published in 1970. Marsh-Oberhuber classification
was used to classify the intensity of mucosal
damage. All the patients had villous atrophy. A
positive response to gluten-free diet was evalua-
ted by the disappearance of clinical signs and
histologicalimprovement.

Statistical analysis

The comparison of two means was made by the t-
test, while the comparison of percentages was
made by Chi-square test using EXCEL software. Not
normally distributed data were compared by
Wilcoxon rank sum test. Results were considered

statistically significant atp <0.05.
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Fig. 1. Evolution of celiac disease number recruited in our department
since 1975 to december 31th 2010 (n = 4476)
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Results

Until December 31" 2010, 4476 CD patients were
identified, (female/male, 2400/2076; sex ratio
0.86. Fifty eight % of them were from the
Department of Pediatrics « C » CHU Oran . The
consanguinity rate (specified in 3044 of the sub-
jects) was of 26%. The number of CD subjects
recruited in our Department showed a gradual
increase from about 30 cases in 1980 to 200 cases
peryearfrom 1990to 1997, with peaks around 230
in 1990, 1993 and 1997, then lowered to about 88

cases peryear from 2002 to 2010 (Fig. 1).

In addition, analysis of age evolution at diagnosis
compared to that at gluten introduction and
duration of breastfeeding showed that the mean
age at introduction of gluten (5.9 + 4.5 months) in
the diet as well as the mean duration of breastfee-
ding (4.8 £ 6.6 months) did not change over the
past 30 years 1979-2008 and the mean age at first
symptoms raised from a average of 20 months in
the period 1979-1983 to an average of 28 months
inthe period 2004-2008 (Fig.2).

A A -
L

li -
I

1979-1983 1984-1988

1989-1993

1994-1998 1999-2003 2004-2008

Fig. 2. Evolution of the mean age at GFD (n = 4262), at the introduction of gluten
(n=3355), at onset of disorders (n= 3127) and the mean duration of breastfeeding

(n=3426)

Fig. 3. Evolution of age at Gluten Free Diet
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The GFD age enhanced from a mean of 40 months
in the 80ties to 70 months in 2008. A linear func-
tion fitted to the observed data (Fig. 3) showed
that at every 5 years, there was an increase of 5.4
months for the age at GFD, indeed, there was an
overall increase of about one month more each
year from the 80 ties to the 2008. Moreover, the
difference between the age at GFD (e.g. the age at
diagnosis) and the age at onset of disorders moved

with anincreasing trend, exactly parallel to the age
at GFD, from an average of 20-25 months before
1988 to an average of 30-40 months after 1999.
Also, the pattern of the age evolution at diagnosis
of new cases according to age classes is presented
in Fig. 4. The age-group 10-15 years increased from
10% in the five year period 1979-1983 to 21.4% in
2004-2008 (p=0.2) (Fig. 4).

Fig. 4. Evolution of the age at GFD according to age classes (n = 4262) from 1979 to 2008. A 2nd degree
polynomial function was fitted to the observed data.

determined

Fig. 5: Atypical presentations of celiac disease in children and adolescents
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Regarding the symptoms at presentation,
diarrhea was the main symptom, its prevalence
was estimated at 86% until December 31th 2008
among 3056 cases. The diarrhea frequency
decreased from 94% in the period 1979-1983 to
72% in 2004-2008 (p <0.001). Currently, there
was a general trend to delayed onset of sympto-
matic CD. These children had a tendency to
experience unusual intestinal complaints (e.g.
recurrent abdominal pain, nausea, vomiting,
bloating, and constipation) or extra-intestinal
manifestations (e.g. short stature, iron
deficiency (Fig.5).

Discussion

The analysis focused on 4476 CD patients listed
in the Department of Pediatrics "C" CHU Oran
since 1975 until December 31" 2010. The high
number of these patients were diagnosed
before 2000, with annual peaks around 230 in
1990, 1993 and 1997. Then the number of CD
cases stabilized around 88 cases per year from
2006 to 2010. This decrease could probably not
be explained by the fact that a number of
patients might have escaped our records since
our data were crossed with those of the pedia-
tric offices in Oran and we could not find any
othersource of diagnosis.

In our cohort, the changes in the age at introduc-
tion of gluten in the diet and in the duration of
breastfeeding were not observed over the past
30 years. Despite the unchanged pattern of
nutritional risk factors, we noted either a
decreased incidence as well asarise of the age at
diagnosis, and some changes in the symptoms.
An epidemiological study from Sweden [9]
suggested that the introduction of small
amounts of gluten during breastfeeding protec-
ted infants against the risk to develop CD.
Conversely, the absence of breastfeeding and
the early introduction of gluten were proposed
as the cause of the Swedish epidemic. These
both latter arguments seemed to be the most
important risk factors in subjects genetically
predisposed. In our context, we were not able to
examine the amount of gluten introduced in our
patients, but there was any modification in the

infant feeding practices over the last 30 years.

It would therefore appear that there are other
environmental factors, as age at gluten introduction
and breastfeeding which can influence the changing
phenotype.

Inthis study, anincrease in the average age at diagno-
sis was found. In particular, a progressive decrease in
the mean age at diagnosis until 1993, then an
increase from 2.8 years during the 1989-1993, 5-year
period to 5.5 years in 2004-2008. The diagnosis of CD
was progressively delayed. The mean age at onset of
digestive disorders increased from 20 months (1979-
1983) to 28 months between 2004 and 2008. Our
data are supported by those of Vella [10], who
reported that the median age at diagnosis of CD
increased from 14 months in the 1985-1989 period
to 48 months during 1995-1999 period.

For over 30 years, CD patients treated in our depart-
ment were essentially the classical gastrointestinal
forms characterized by diarrhea. However, the
frequency of diarrhea decreased from 90% during
1979-1983 to 70% in 2004-2008. These data were
comparable to those found in the literature [11-17].
Maki [18] reported a regression of the classic form
that was presentin less than 50% of newly diagnosed
patients. This result was also described by Green
[15]: 73% were of classical forms before 1993 vs 43%
after 1993. Murray [19] in the USA also noted that the
prevalence of diarrhea changed from 100% of cases
during the period 1950-1996 to 54% of cases during
2000-2001.

Conclusion

The evolution of CD incidence show that the new
cases number gradually increases since 1980 to 200
cases per year from 1990 to 1997, then remains
stable ataround 88 cases per year from 2006 to 2010.
The clinical spectrum of CD has widened over the last
decades. Diarrhea remains the main symptom at
diagnosis, its frequency is estimated at 86% until
december 31" 2008, but non-diarrheal presentations
areincreased inrecentyears.

Clinical pattern and age at diagnosis of CD are still
changingin our children, probably related to environ-
mental factors unidentified in our context.
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Résumé Le diabéte mellitus (DM) est un véritable probleme de santé
publique a travers le monde. Outre l'insuline, plusieurs traitements hypo-
glycémiants, synthétiques et administrés par voie orale, sont disponibles
pour le traitement du diabéte ou pour la prévention et/ou la suppression
des complications a long terme de cette maladie. Cependant, ces traite-
ments peuvent engendrer des effets secondaires. De ce fait, la découverte
et le développement de nouveaux agents naturels antidiabétiques sont
d'un grand intérét. Comparé a la médecine moderne, les peptides bioactifs
sont considérés comme des molécules saines sans effets secondaires. En se
basant sur leurs compositions et leurs séquences en acides aminés, les
peptides bioactifs exercent plusieurs activités biologiques, i.e. hypoten-
sive, antioxydante, antithrombotique, hypocholestérolémiante, hypogly-
cémiante, etc. Ces peptides sont obtenus par hydrolyse enzymatique des
protéines dans des conditions controlées et sous |'effet d'enzymes protéo-
lytiques appropriées. Par ailleurs, les peptides bioactifs et les hydrolysats
protéiques peuvent étre utilisés comme ingrédients dans les aliments
fonctionnels et pharmaceutiques pour améliorer la santé humaine et
prévenir certaines pathologies. Cette revue porte sur I'hydrolyse enzyma-
tique des protéines alimentaires comme un nouveau procédé de produc-
tion d'hydrolysats protéiques et de peptides a effet hypoglycémiant.
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Mots clés : Peptides bioactifs, Diabéete mellitus, Activité hypoglycémiante,
Protéolyse, Protéines alimentaires

Abstract Diabetes mellitus (DM) is a major health problem in the world. In
addition to insulin, several synthetic oral hypoglycemic agents are available
for DM treatment or to prevent and/or delay long-term complications of
type 2 diabetes mellitus. However, these agents are associated with serious
secondary effects and toxicity. Therefore, research and development of
new and natural specific anti-diabetic agents are of great interest.
Compared to modern medicine, bioactive peptides are considered to be
safe, with no secondary effects. Based on their amino acids composition
and sequences, bioactive peptides have often been reported to exhibit
various biological activities, e.g. antihypertensive, antioxidative, antithrom-
botic, hypoglycaemic, hypocholesterolemic and antibacterial activities.
Peptides can be obtained by enzymatic hydrolysis of whole protein sources
by appropriate proteolytic enzymes under controlled conditions, followed
by post-hydrolysis processing to isolate bioactive peptides. Therefore,
because of their health-enhancing potential and safety profiles biopeptides
and protein hydrolysates may be used as ingredients in functional foods and
pharmaceuticals thus improving human health and preventing some
diseases. In this review, we have focused on the enzymatic hydrolysis
process of dietary proteins as a new and interesting research area for the
production of hypoglycemic protein hydrolysates and biopeptides.

Keywords: Bioactive peptides, Diabetes mellitus, Hypoglycemic activity,
Proteolysis, Dietary proteins

Introduction

peptides pour leurs activités biologiques ou
physiologiques. En effet, de nombreuses études
ont montré que les peptides, peuvent étre

Il est bien connu que les produits de la digestion
des protéines contenues dans les aliments ont été
uniquement considérés comme un apport en
acides aminés (AA) essentiels, AA non essentiels et
en azote, indispensables a la biosynthése des
protéines et des acides nucléiques de I'organisme.
Il est bien établi actuellement que les protéines
issues de sources diverses, aussi bien animales que
végétales, contiennent dans leur séquence
primaire des peptides qui, une fois libérés, sont
capables d'influencer la physiologie de I'organisme
[1]. En fait, les hydrolysats protéiques sont des
sources de plusieurs peptides bioactifs. De par
leurs multiples fonctions ou activités, les peptides
intéressent particulierement les industries agro-
alimentaires. En effet, ils ont été utilisés pour leurs
propriétés nutritionnelles [2], sensorielles [3] et
fonctionnelles [4]. Les secteurs de la cosmétique et
pharmaceutique s'intéressent également a ces

biologiquement actifs et exercer des effets anti-
hypertensifs, anti-coagulants, hypocholestérolé-
miants, anti-microbiens, anti-cancéreux, immuno-
modulants [5]. lls peuvent également posséder des
activités anti-oxydantes et hypoglycémiantes.
Généralement, les peptides bioactifs sont
constitués de 2 a 20 AA [6]. Vu l'augmentation
considérable de diabétiques et les effets
secondaires que peuvent engendrer les
médicaments antidiabétiques, de nombreux
chercheurs ont évalué l'action pharmacologique
des plantes médicinales utilisées depuis I'antiquité
en médecine traditionnelle. Récemment, de
nombreuses sociétés pharmaceutiques se sont
orientées vers les hydrolysats protéiques,
considérés comme source importante de
mélanges peptidiques biologiquement actifs,
comme agents thérapeutiques. En effet, les

11



Composés bioactifs

peptides thérapeutiques offrent une efficacité,
une sélectivité et une spécificité qu'il est difficile
d'atteindre avec des petites molécules [7]. De plus,
les peptides s'accumulent peu dans les tissus et
leurs produits de dégradation sont des AA, ce qui
diminue grandement les risques de toxicité.
Finalement, ils offrent une diversité structurale
supérieure aux petites molécules[8].

Le diabete

Le diabete est une maladie fréguente connue
depuis fort longtemps. C'est un syndrome clinique
hétérogéne et une affection chronique
caractérisée par un désordre au niveau de la
régulation du métabolisme des glucides, des
lipides et des protéines. Il est attribué al'incapacité
du corps a produire suffisamment d'insuline ou de
['utiliser correctement [9]. Sa prévalence a travers
le monde, et ses complications constituent un
sujet d'actualité. Lorsque la glycémie n'est pas bien
régulée et la normoglycémie n'est pas rapidement
rétablie, des complications sévéres peuvent
conduire jusqu'au coma, entrainant parfois des
atteintes neurologiques irréversibles [10].
D'autres complications peuvent accompagner
I'épidémie du diabete (type 1 et type 2), des
complications microangiopathiques comme les
maladies rénales (néphropathies) [11] et des
troubles oculaires (rétinopathies) [12] dont le
facteur derisque majeur est I'hyperglycémie, et les
complications macroangiopathiques comme les
maladies cardiovasculaires (MCV) [13] dont les
facteurs de risque sont I'hyperglycémie,
I'insulinorésistance, des carences en insuline, la
présence d'acides gras libres dans le sang,
I'hypertension, I'hyperlipidémie et I'inflammation
[14]. Ces complications sont responsables a
I'échelle mondiale d'une augmentation de la
morbi-mortalité chez les patients diabétiques et
constituent un véritable probleme de santé
publique. La prévalence du diabéte est
étroitement liée aux modes de vie. Le
développement rapide de cette maladie dans la
plupart des pays, s'est effectué en paralléle avec
les changements culturels et sociaux

l'urbanisation croissante, les changements
alimentaires, la réduction de I'activité physique et
le vieillissement démographique. En effet, dans les
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sociétés modernes, la qualité de vie et de travail
est augmentée sans pour autant que I'hygiéne de
vie soit améliorée. Le mode de vie devient de plus
en plus sédentaire et donc moins d'efforts fournis.
De plus, I'alimentation classique est devenue plus
riche en protéines, en graisses, en sucres et
pauvres en fruits et légumes. La consommation
moyenne de nourriture, en termes de calories,
augmente de plus en plus dans le monde,
particulierement dans les pays en voie de
développement [15]. Ainsi, une véritable épidémie
d'obésité apparait chez les enfants et les
adolescents. C'est pourquoi la prévention du
diabéte de type 2 repose essentiellement sur les
modifications du style de vie et de I'alimentation et
delapratique sportive.

Les traitements antidiabétiques: de
I'efficacité a la toxicité

Outre l'exercice physique et une alimentation
équilibrée et appropriée qui peuvent réduire et
prévenir la prévalence du diabete, certains
traitements thérapeutiques diminuent aussi
I'impact de cette maladie. Les sulfamides, les
biguanides, les thiazolidinediones et les inhibiteurs
de l'alpha-glucosidase sont les principales classes
d'antidiabétiques oraux disponibles pour le
traitement des patients atteints de diabéte de type
2 [16]. Le but de ces traitements est de réduire
I'hyperglycémie en activant la sécrétion endogéne
de l'insuline ou en renforcant ses effets. On
distingue les antidiabétiques quiont une action sur
I'insulino-résistance (biguanides, thiazolidinedio-
nes) principalement indiqués chez les patients
diabétiques obéses [17], ceux qui ont une action
sur l'insulino-sécrétion (sulfamides, glinides)
indiqués pour les patients présentant une obésité
tres sévere [18] et les inhibiteurs de l'alpha-
glucosidase indiqués pour les patients souffrant
d'un diabete non insulinodépendant [19].
Généralement, tous ces agents antidiabétiques
présentent différents effets secondaires qui
varient selon la classe et la génération du
médicament. Les sulfamides provoquent un état
d'hypoglycémie. Cet effet est considéré comme
principal a coté de I'hyponatrémie, I'hépatite, les
atteintes hématologiques, |'éventuelle réaction
dermatologique ainsi qu'un gain de poids di a
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I'hyperinsulinémie. La metformine, le biguanide le
plus commercialisé dans le monde, provoque une
acidose lactique, une fatigue, des nausées et une
toxicité rénale [20]. Les inhibiteurs de l'alpha-
glucosidase ont des effets secondaires sur le
systeme digestif (flatulence, douleur abdominale
et diarrhée) a cause de la fermentation des sucres
non absorbés. L'acarbose est un médicament
appartenant a la classe des inhibiteurs de I'alpha-
glucosidase. C'est un analogue structural de
fragments d'amylose. Ainsi, la proximité de forme
de I'acarbose et de I'amidon lui permet de se fixer
sur I'amylase. Son affinité avec cette enzyme est
plus élevée que celle de I'amidon. La prise orale de
I'acarbose réduit I'activité de I'amylase et a donc
un effet hypoglycémiant. L'acarbose présente
divers effets secondaires, comme les gaz, le
ballonnement etladiarrhée [20].

Une meilleure connaissance de la pathogénie
diabétique a permis ces dernieres années le
développement de nouvelles molécules
antidiabétiques ayant pour but d'atteindre les
objectifs thérapeutiques. Des analogues du
glucagon-like peptide-1 (GLP-1) résistants a la
dipeptidyl-peptidase-IV (DPP-IV) et des inhibiteurs
de la DPP-IV sont actuellement explorés et les
résultats des essais clinigues confirment leur
efficacité sur le controle de I'équilibre glycémique
chez les diabétiques de type 2 [21]. En effet, GLP-1
est une hormone peptidique qui potentialise
I'effet du glucose sur la sécrétion d'insuline. Elle est
libérée par des cellules endocrines de |'épithélium
intestinal lors du passage des nutriments.
L'activation des récepteurs de GLP-1 stimule la
sécrétion d'insuline et active également la
transcription du gene de l'insuline, stimule Ia
prolifération et la survie des cellules et diminue la
mort cellulaire. Enfin, le GLP-1 inhibe la sécrétion
de glucagon, ralentit la vidange gastrique et
stimule la satiété [22]. GLP-1 est dégradée trés
rapidement en métabolites inactifs par la DPP-IV
chezles patients diabétiques de type 2.

Peptides d'origine naturelle a vertus
antidiabétiques

Plusieurs peptides naturels a activité hypoglycémi-
gue ont été identifiés. En 1981, Khanna et al. [23]
ont isolé le polypeptide-P a partir des fruits, des

graines et des tissus du melon amer (Momordica
charantia L. Var. abbreviata Ser). Ce polypeptide
présente des propriétés insulinomimétiques et
hypoglycémiantes trés efficaces lorsqu'il est
administré par voie sous cutanée a des patients
atteints de diabéte de type 1 [24]. Le polypeptide-
P, appelé également l'insuline végétale, fonctionne
en imitant l'action de l'insuline humaine dans
I'organisme [25]. En 1998, un autre peptide
hypoglycémiant MC6 de 18 AA (accession

AAX06814) a été également isolé a partir du melon
amer. Recemment, Liu et al. [26] ont réalisé
I'expression du peptide MC6 dans E.coli. En 2008a,
Yuan et al. [27] ont purifié a partir de la méme
plante un peptide soluble nommé MC2-1-5 doué
d'activité hypoglycémiante. Ce peptide possede
une masse moléculaire de I'ordre de 3405,5 Da. La
séquence N-terminale de ses 10 premiers AA est
NH,-Gly-His-Pro-Tyr-Tyr-Ser-lle-Lys-Lys-Ser. Ce
peptide, administré par voie orale a une dose de 2
mg/kg, réduit le niveau du glucose sanguin de
61,7% chez des rats rendus diabétiques par
I'alloxane. Des travaux réalisés par Lavigne et al.
[28] ont montré que I'administration de protéines
de morue améliore la glycémie et la sensibilité a
I'insuline chez des rats soumis a un régime
hypercholestérolémiant. Cet effet est attribué
entre autre a l|'amélioration du transfert
membranaire du transporteur du glucose. Des
études plus poussées menées par Ouellet et al.
[29] ont montré que ces protéines améliorent
également la sensibilité a l'insuline chez des
patients résistants a I'action de I'insuline. Huang et
Wu [30] ont purifié et caractérisé a partir du foie de
requin un nouveau peptide antidiabétique de 17
résidus dont l'effet est de réduire le niveau de
glucose plasmatique chez des souris diabétiques.
La séquence N-terminale des 15 premiers AA est
NH,-Met-Leu-Val-Gly-Pro-lle-Gly-Ala-Ala-Lys-Val-
Val-Tyr-Glu-GIn-. Des travaux de Janget al. [31] ont
montré que des peptides obtenus a partir du soja
noir réduisent le taux de glucose dans le sang et
améliorent la tolérance du glucose chez des souris
diabétiques. L'évaluation clinique a montré un
effet bénéfique de ces peptides dans le contréle du
taux de glucose chez des patients diabétiques [32].
Récemment, Li et al. [33] ont isolé et identifié un
nouveau complexe polysaccharide-peptide
nommeé LB-1b, a partir du champignon P. abalonus,
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doué d'activités antioxydante, antiproliférative et
hypoglycémiante chez des souris rendus
diabétiques avec la tetraoxypyrimidine. Le
complexe LB-1b possede une séquence N-
terminale NH,-lle-Pro-Lys-Glu-Arg-Lys-Glu-Phe-
GIn-GIn-Ala-GIn-His-Leu-Lys qui présente une
similarité avec certaines enzymes antioxydantes a
savoir I'hydroperoxide reductase, la thioredoxine
peroxidase et la thiol peroxidase.

Approche enzymatique de production de
peptides bioactifs a partir de protéines
alimentaires

Plusieurs méthodes peuvent étre appliquées pour
la production de peptides actifs. Les biopeptides
peuvent étre soit synthétisés a partir d'AA ou bien
générés par hydrolyse enzymatique ou chimique
de protéines alimentaires ou méme par
fermentation. En effet, la présence de diverses
protéases dans |'aliment permet la formation de
peptides bioactifs dans certains aliments
transformés. Le processus de fermentation
implique généralement des enzymes issues de
microorganismes. Enfin, les technologies d'ADN
recombinant peuvent également étre utilisées
pour produire des peptides bioactifs [34].
L'hydrolyse chimique des protéines alimentaires
présente tellement de désavantages qu'elle n'est
guasiment pas utilisée dans le cadre d'applications
alimentaires ou pharmacologiques. En effet, les
modifications chimiques sont drastiques ce qui
entraine une destruction ou une perte totale de
certains AA, une production de molécules toxiques
et une production importante d'AA libres.
L'hydrolyse acide des protéines conduit a la
destruction totale du tryptophane, a la destruction
partielle de la méthionine et a la transformation de
la glutamine et de |'asparagine en leurs acides
correspondants. L'hydrolyse alcaline par contre
provoque la racémisation des AA et |la destruction
de certains AA comme la cystéine, la sérine et la
thréonine [35]. Il en résulte alors des composés
potentiellement toxiques. Enfin, |'hydrolyse
chimigue est non spécifique ce qui la rend peu
reproductible [2]. Réalisée dans des conditions
douces (pH 6-8) et température (40-60 °C),
I'hydrolyse enzymatique des protéines ne
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présente pas les inconvénients de ['hydrolyse
chimique. Ainsi, la composition en AA des
hydrolysats protéiques est similaire a celle de la
matiere premiére. De ce fait, I'hydrolyse
enzymatique des protéines n'affecte pas la valeur
nutritionnelle de la protéine source. De plus,
L'hydrolyse enzymatique des protéines
alimentaires est caractérisée par le degré
d'hydrolyse (DH) qui représente le pourcentage de
liens peptidiques coupés lors de I'hydrolyse. La
valeur du DH peut étre déterminée en utilisant la
formule suivante décrite par Adler-Nissen [36]:

DH %=2xNb 1, L

MP o hiot *100

B =base consommée (I) ; Nb = normalité de la base;
MP = masse de protéine (N facteur Kjeldahl) (kg) ;
h... = nombre total des liaisons peptidiques de la
protéine en grammes équivalent par kg ; a = degré
de dissociation. Les valeursdeaet h,, sont données
par les fiches techniques des enzymes "Novo
Enzymes". La notion du DH est souvent utilisée
pour suivre et contrdler |'hydrolyse mais
également pour caractériser I'hydrolysat formé.
Selon Turgeon et al. [37], sa mesure permet de
maximiser la reproductibilité des propriétés
fonctionnelles, nutritionnelles, organoleptiques et
physiologiques des hydrolysats obtenus. Le DH
dépend de la spécificité de l'enzyme et des
conditions d'hydrolyse notamment, le rapport
enzyme/substrat (E/S) et le temps d'incubation qui
peut varier entre 15 minutes pour la libération de
peptides antibactériens [38] et 7 heures pour les
peptides antioxydants [39]. L'hydrolyse
enzymatique par des enzymes exogeénes
appropriées est la méthode la plus couramment
utilisée pour produire des peptides bioactifs.
Plusieurs enzymes digestifs (pepsine, trypsine et
chymotrypsine), bactériennes (alcalase,
subtilisine, etc.) voire méme d'origine végétale
(papaine, ficine, etc.) ont été appliquées pour la
génération d'hydrolysats protéiques actifs a partir
de diverses protéines. Par ailleurs, pour obtenir un
hydrolysat protéique ayant un DH élevé (enrichien
peptides de longueurs moyennes des chaines
peptidiques), un mélange de protéases est
souvent utilisé. L'utilisation des enzymes permet
un certain contréle de la réaction d'hydrolyse et de
ses produits [2]. Les protéases hydrolysent les
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liaisons peptidiques, formant alors un mélange de
peptides et d'AA. La composition peptidique des
mélanges varie selon la nature du substrat
protéique [40], la spécificité de |la protéase utilisée
[41] ainsi que les conditions de mise en ceuvre de
I'hydrolyse. En effet, la composition initiale des
substrats protéiques, les poissons a titre
d'exemple, differe en fonction de I'espece, de la
partie étudiée, des conditions physiologiques de
I'animal, des conditions de stockage.... De plus, les
enzymes utilisées pour I'hydrolyse protéolytique
sont classées en fonction de leurs groupements
fonctionnels. A titre d'exemple, La trypsine, une
protéase a sérine, a une affinité pour la lysine et

I'arginine, alors que la pepsine, une protéase acide,
a une affinité pour les acides aminés hydrophobes
[42]. L'optimisation de ces parameétres est un
objectif majeur dans le développement de ce
procédé. En effet, chaque enzyme active possede
sa propre gamme de pH et de température [43]. De
plus, la vitesse de la réaction d'hydrolyse est
proportionnelle a la concentration en enzymes et
peut étre modifiée par la présence d'inhibiteurs ou
d'activateurs. Selon les propriétés visées,
I'hydrolyse enzymatique des protéines peut étre
plus ou moins compléte. Une hydrolyse poussée
conduit a la génération de peptides solubles de
petites tailles moléculaires (<15 AA). Elle permet

Matiere premiere (substrat protéique)

v

Cuisson

v

Broyage

v

Hydrolyse enzymatique

v

Inactivation enzymatique

v

Centrifugation

v v

Surnageant

Résidus

v non hydrolysés

Lyophilisation

v

Hydrolysat protéique

v

Fractionnement

Gel filtration

v

v Ultrafiltration

Sephadex G-25

RP-HPLC

v

ESI/MS/MS

v

Peptides purifiés et identifiés

Fig. 1.
Protocole général de production des hydrolysats protéiques et des peptides bioactifs
HPLC-RP : Reversed Phase High-Performance Liquid Chromatography ;
ESI/MS/MS: Electrospray ionization tandem mass spectrometry.
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I'obtention d'hydrolysats utilisables dans les
formulations diététiques, dans les milieux de
culture pour microorganismes ou possédant
potentiellement des peptides bioactifs. Une
hydrolyse limitée permet quant a elle d'obtenir des
peptides de plus haute taille moléculaire (>15 AA)
aux propriétés fonctionnelles intéressantes. Le
procédé de préparation des hydrolysats
protéiques et de purification et identification des
peptides passe essentiellement par les étapes
présentéessurlaFig. 1.

L'obtention et l'identification de peptides
reposent en général, comme illustré sur la Fig. 1,
sur I'hydrolyse ménagée et controlée des
protéines, suivie de méthodes systématiques de
fractionnement et de purification [44]. Les
biopeptides sont généralement en faible
concentration dans les hydrolysats protéiques ce
qui justifie leur fractionnement en vue de leur
isolement et leur identification. L'hydrolysat
protéique le plus efficace subit dans une premiere
étape soit un fractionnement sur une colonne de
gel filtration Sephadex G-25, soit une
ultrafiltration. Les fractions les plus actives seront
soumises a un nouveau fractionnement par
chromatographie liquide haute performance sur
une colonne de silice C,, en phase inverse (HPLC-
RP). Les peptides de fractions sortie HPLC-RP
seront identifiés par spectrométrie de masse dite
en « tandem » ou ESI/MS/MS.

Peptides a effet hypoglycémiant issus de
I'hydrolyse enzymatique

De nombreux hydrolysats protéiques et peptides
modulateurs du métabolisme glucidique ont été
caractérisés a partir de protéines alimentaires de
sources variées. Dans ce contexte, Matsui et al.
[45] ont identifié a partir d'un hydrolysat du muscle
de sardine, généré par l'action d'une protéase
alcaline de Bacillus licheniformis, deux peptides
portant les séquences Val-Trp (IC,, = 22,6 mM) et
Try-Tyr-Pro-Leu (IC,, = 3,7 mM) doués d'activité
antidiabétique. Des études menées par Yuan et al.
[46] ont montré que I'hydrolyse enzymatique du
melon amer (Momordica charantia) avec |'alcalase
2.4L génere des peptides qui abaissent la glycémie
lorsqu'ils sont administrés a des souris rendues
diabétiques par l'alloxane. Toutefois, I'administra-
tion des protéines intactes est sans effet sur le taux
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de glucose dans le sang. Morifuji et al. [47] ont
identifié a partir d'un hydrolysat de protéines du
lactosérum, 7 dipeptides (lle-Val, Leu-Val, Val-Leu,
lle-lle, Leu-lle, lle-Leu et Leu-Leu) présentant des
propriétés stimulatrices de la captation du glucose,
alafoisen modéle cellulaire et musculaire (cellules
L6 et muscle épitrochlearis). En 2009, Kim et al.
[48] ont identifié a partir de la fibroine, le principal
constituant de la soie, un hexapeptide (Gly-Ala-
Gly-Ala-Gly-Tyr) capable a la fois d'améliorer la
captation du glucose dans un modele in vitro
d'adipocytes résistantes a l'insuline (3T3-L1) et de
rétablir une normo-sensibilité des cellules a
I'insuline par I'activation de la phosphatidylinositol
3-kinase (PI3-kinase) et de la protéine kinase B
(AKT). De méme, en 2008, Hu et al. [49] ont
rapporté que des hydrolysats protéiques obtenus
par digestion enzymatique de la fibroine de soie
avec |'élastase présentent une activité
antidiabétique in vivo. D'apres ces auteurs, |'effet
antidiabétique est exercé par suppression de
I'absorption des carbohydrates dans l'intestin et
par diminution du niveau de glucose postprandial.
Zhu et al. [50] ont montré que des oligopeptides
obtenus a partir de la peau du saumon présentent
une forte activité antidiabétique en protégeant les
cellules B pancréatiques de I'apoptose. Nakaoka et
al. [51] ont noté que I'hydrolysat enzymatique de
I'némoglobine bovine ou porcine ainsi que le
peptide de séquence peptidique “Leu-Ser-Glu-
Leu” purifié a partir de cet hydrolysat pouvaient
réduire la glycémie et améliorer la sécrétion de
I'insuline. Cet effet est exprimé par I'amélioration
de l|'expression du transporteur insulino-
dépendant du glucose (GLUT-4) et de la protéine
UCP2 (UnCoupling Protein 2) dans le muscle des
souris rendus diabétiques avec la streptozotocine.
Deux peptides ayant les séquences peptidiques
Gly-Glu-Tyr (MW = 367 Da) et Gly-Tyr-Gly (MW =
295 Da) ont été purifiés a partir d'un hydrolysat de
soie du bombyx mori. Ces peptides présentent
également une activité inhibitrice de |'alphagluco-
sidase avec des IC,, égales & 2,7 et 1,5 mg.mL",
respectivement [52]. De méme, Yu et al. [53] ont
purifié, a partir de I'hydrolysat protéique du blanc
d'ceuf, obtenu par digestion avec I'alcalase, deux
peptides de séquences peptidiques Arg-Val-Pro-
Ser-Leu-Met et Thr-Pro-Ser-Pro-Arg. Ces peptides
présentent une activité inhibitrice de l'alpha-
glucosidase avec des concentrations inhibitrices
IC,, égales a 23,07 et 40,02 umol.L”, respective-
ment.
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En 2012, Yu et al. [54] ont purifié le peptide ayant la
séqguence Lys-Leu-Pro-Gly-Phe a partir
d'hydrolysat protéique de I'albumine. Ce peptide
libéré par action de I'alcalase présente a la fois une
activité inhibitrice de I'a-glucosidase et de |'a-
amylase avec des concentrations inhibitrices IC,,
de l'ordre de 59,5 pmol.Ll” et 120 umol.L",
respectivement. Des travaux de Sarmadi et al. [55]
ont montré que des autolysats protéiques
préparés a partir du cacao (Theobroma cacao L.)
inhibent I'alpha-amylase, diminuent la glycémie et
améliorent la sécrétion d'insuline chez des rats
rendus diabétiques par la streptozotocine. Li-Chan
et al. [56] ont isolé a partir des hydrolysats
protéiques de la peau de saumon obtenus par
action de l'alcalase, la bromelaine et la
flavourzyme, deux peptides doués d'activité
inhibitrice de la dipeptidyl-peptidase IV exercant
ainsi un effet antidiabétique. Les deux peptides
Gly-Pro-Ala-Glu (372,4 Da) et Gly-Pro-Gly-Ala
(300,4 Da), exercent une activité inhibitrice de la
dipeptidyl-peptidase IV dose dépendante avec des
IC,, de l'ordre de 49,6 et 41,9 uM, respectivement.
Etant donné que le ralentissement de I'absorption
des glucides est associé a un meilleur contréle
glycémique, des inhibiteurs de I'alpha-amylase et
I'alpha-glucosidase ont été développés pour
retarder l|'absorption intestinale des glucides.
L'acarbose est I'inhibiteur de I'alpha-amylase et de
I'alpha-glucosidase le plus largement utilisé.
Récemment, des travaux menés par Ktari et al. [57]
ont montré que des hydrolysats protéiques,
préparés a partir du muscle de zebra blenny
(Salaria basilisca) sous l'action d'enzymes
endogenes digestives de la méme espeéce, de la
sardinelle (Sardinella aurita) et de I'émissole lisse
(Mustelus mustelus), exercent une forte action
inhibitrice sur l'activité alpha-amylase. De plus,
I'administration de ces hydrolysats protéiques
chez des rats de souche Wistar rendus diabétiques
par l'alloxane a permis de réduire le taux de
glucose et celui de HbAlc sériques ainsi que la
présence de gouttelettes graisseuses formées au
niveau du foie des rats diébétiques. Récemment,
des études ont montré l'effet bénéfique des
hydrolysats de protéines du lactosérum dans le
traitement du diabete. En effet, les hydrolysats
protéiques de |'a-lactalbumine, B-lactoglobuline,
albumine et lactoferrine obtenus par digestion
pepsique présentent des activités inhibitrices de la
dipeptidyl-peptidase IV et de I'alpha-glucosidase
[58,59]. De plus, le dipeptide L-Leucyl-L-Isoleucine

a montré une grande efficacité dans la
translocation du transporteur insulino-dépendant
duglucose (GLUT-4) alamembrane plasmatique et
a la captation accrue de glucose par le muscle
squelettique [60]. Higuchi et al. [61] ont montré
que l'administration orale des hydrolysats
protéiques de grains de mais exerce un effet
antidiabétique en stimulant la sécrétion de GLP-1
et GIP et en améliorant latolérance au glucose chez
des rats normaux et des rats de souche Goto-
Kakizaki diabétiques. Quelques exemples de
peptides et d'hydrolysats protéiques doués
d'activités hypoglycémiques sont résumés dans le
Tableaul.

Stabilité des peptides bioactifs

Les peptides biologiguement actifs, libérés suite a
I'hydrolyse enzymatique in vitro, présentent une
opportunité de valorisation des protéines
alimentaires a des fins alimentaires pour les
aliments fonctionnels et thérapeutiques dans le
secteur pharmaceutique. Toutefois, cette
opportunité repose sur la démonstration de
I'efficacité des peptides bioactifs dans I'organisme
vivant, et ce, afin de valider leurs activités et leurs
effets physiologiques. Pour accroitre et renforcer
le potentiel d'application des peptides bioactifs
dans ce secteur, il est primordial de vérifier et de
confirmer leur intégrité structurale et leur activité
biologique au cours du processus de la digestion.
Pour les peptides les plus susceptibles a I'attaque
par les enzymes digestives, il est aussi important
d'envisager des modes de protection afin de
préserver leur activité biologique au niveau des
organes cibles. Généralement, les peptides
thérapeutiques sont trés rapidement dégradés par
les protéases digestives et les peptidases
principalement localisées dans le sang, le foie ou
encore les reins [63] et leur durée de vie dans
I'organisme humain est de l'ordre de quelques
minutes. Cependant, plusieurs travaux ont montré
gue les peptides de petites tailles sont plus
résistants a la dégradation gastro-intestinale que
les peptides de tailles élevées. En effet, Ohsawa et
al. [64] ont montré que les tripeptides Val-Pro-Pro,
lle-Pro-Pro sont résistants al'action des peptidases
et peuvent atteindre intacts leurs cibles. Ceci
assure que les petits peptides qui exercent des
bioactivités in vitro seront conservés et pourraient
exercer leurs effets biologiques in vivo. Différentes
méthodes ont été envisagées pour empécher

17



Composés bioactifs

(6584l asepndad sanbialoud sjesAjoupA
-|IApnndadip e| ap 12 asepiooon|3 - eyd|e, | op uoniqIyu| 12 Ul aulsdad WNISSOPE| Np satlliold
[t7S] sejAwe-eydie, | ap 12 asepi1ooan|s - eyd|e, | ap uoigIyu| 8y d -A|9 -01d -na7 -sA] SSEIeIV sulunqly
[av] 8ues 9| suep 9s0on|3 ap xhel hp uoihulwiq sanbi104d syesAjoipAH 17 "¢ °SE[EJlY | (enueseyd ‘|Al) Jowe uoo|A
naj -n|o -13S -na] auuiod
¢doN =P 1= 71N1S =p Co_mmw.hn_st | °p uoljeloljswy m@—._—u._.wn_.o.._n_ WHNW>_OL_U>_|_ sase910.1d no aulnoq WC_QO_WOE@I
[0g] | @sordode, | ap sanbijeguoued ¢ ss|n|e ss| uesssroid sEulhdee iz g $95E910.1d uowines op nead
suossiod ap .
[£8G] sanbi104d syesAjoipAH (ea1iseq °s)
asejAwe - eyd|e, | ap uoniqiyu| ’ auadopus  awAzuz Auus|q eugaz ap 9|asnIA
[SS] ase|Awe - eydie, | ap uoniqiyu| sanbio1o4d sjesAjoiny (71 oeded owoiqoay]) oedse)
[sp] na1 -oud -JA| -A1| slwuojiusydl|g aulpJes ap oSNy
asepooon|s - eyd|e, | ap uoqIyu| di] -lep Sp |uljeoje aseaxnoldd
swAzinone|4
ey -A|9 -oid -A|9
_”wm”_ n|o -e|y -0.d |>_mv QujejswoJg uownes ap nead
Al @sepidad-jAyndadip e| ap uoniqiyuj ase|eoly
DIV, P 19 9seul)-g|d | op uoleAnoe, | Jed suljnsul, |
B S9|N|[92 SOp 9}|IqISUSS-0WIOU BuUN, P JUSWassI|qeld
[8¥] ‘(TT1-€L€) auinsul, | e sajuelsisal saydodipe 1AL -Nio -ev -A19 -elv -A19 auisdad
Sop suep 9509n|3 np uoljelded e| sp uonelolPwy aulsdAnowAyn
[6¥] unsaul, | sanbjg10.d syesAjoipAH
suep sajelpAyoqJed sap uondiosqge, | ap uolssaidns asejse[] 910S ap aujoiql4
149 Ao -1AL -AlD
aseplooon|3-eydie, | ap uoqIyu| JA1-no-AIp 1ew xAqwoq np s10S
[z9] sonbizesioued g sa|n||92 Sop 91IAIIOE, | SP UOIDNPU| sonbi104d syesAjoipAH N 9sea104d
84y -04d -39S -04d -4yl
[eq] asepiooon|3-eyd|y, | @p uoliqIyu| 19|N-Na7-185-01d-|ep-81Y ase|ea|y =0, poueld
sapndad no
S9IUBIDDY SDMAIIY sanbipoad syesAjoipAH sdwAzugy sjensqgng

sanbiwdA|3odAy sp1nnoe, p sanop sanbigload siesAjoapAy 10 sopnindad ap ajdwax3 *| nesjqel

18



Composés bioactifs

I'action enzymatique gastrointestinale. Les C-
amidations et les N-acétylations empéchent
I'action des exopeptidases ainsi que |'utilisation
d'acides aminés D, B ou non naturels, moins
sensibles a la dégradation enzymatique [65]. Les
cyclisations au travers de ligations Nter-Cter,
d'anneaux lactames ou de ponts disulfures sont
également proposées [63]. Enfin, d'autres
modifications chimiques des peptides telles que la
liaison d'acides gras ou la pegylation (attachement
d'unités de polyéthylene glycol) ont pour but d'en
augmenter le poids moléculaire et donc le temps
de demi-vie [66-68]. Enfin, la co-
administrationd'un peptide avec des inhibiteurs
d'enzymes est également une voie qui a été
explorée [63].

Conclusion

La génération d'hydrolysats protéiques ou de
fractions peptidiques par protéolyse enzymatique
représente une voie prometteuse pour des
applications thérapeutiques. L'utilisation de
peptides hypoglycémiants dérivés de séquences
primaires pour moduler l'activité biologique
représente une approche potentiellement
intéressante pour le traitement du diabéte
mellitus. Bien que peu de travaux aient décrit
I'effet hypoglycémiant de quelques biopeptides,
des investigations sont nécessaires pour la
détermination de leurs mécanismes d'action dans
la réduction du taux de glucose dans le sang chez
desratsrendus diabétiques.
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Les grignons d'olives réduisent la cholestérolémie et la triglycéridémie et atténuent la
peroxydation lipidique sérique chez le rat consommant un régime enrichi en cholestérol

Olives cake reduces cholesterolemia and triglyceridemia and attenuates serum lipid
peroxidationin rats fed cholesterol-enriched diet
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Résumé Introduction. Les résidus d'huile d'olive apres extraction repré-
sentent des ressources précieuses de nutriments susceptibles d'étres
utilisés comme suppléments. Objectif. L'effet des grignons d'olives (GO)
est étudié sur les teneurs en lipides et sur la peroxydation lipidique du foie
et du sérum, chez des rats consommant un régime enrichi en cholestérol.
Matériel et méthodes. Des rats males de souche Wistar pesant 80 +5 g
(n=24) sont soumis pendant 28 jours a un régime contenant 20% de
caséine + 1% de cholestérol (HC) supplémenté ou non avec les grignons
d'olivesa2,5%, 5% et 7,5% (HC-GO,;, HC-GO, et HC-GO, , respectivement).
Résultats. Les rats hypercholestérolémiques soumis aux régimes
supplémentés en GO sont comparés au groupe HC. Au niveau hépatique,
les teneurs en cholestérol total (CT), cholestérol libre (CL) sont
significativement plus faibles chez les groupes HC-GO,, et HC-GO,. Les
teneurs en triglycérides (TG) et phospholipides (PL) sont abaissées chez les
groupes HC-GO,, HC-GO, , et HC-GO, ;, HC-GO, et HC-GO, ;, respectivement
(P<0,05). Au niveau sérique, le contenu en CT est 1,5-, 1,7- et 2,1-fois plus
faibles chez les groupes HC-GO, ;, HC-GO, et HC-GO, .. Les concentrations
enCL, TG, PLsont 1,6-et1,8-,4,3-et3,5-,1,7-et 2,2-foisdiminuées chez les
groupes HC-GO, et HC-GO, ;. Les teneurs sériques en substances réactives a
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I'acide thiobarbiturique sont significativement plus faibles chez groupes
HC-GO, et HC-GO,, (P<0,05). Conclusion. Chez le rat rendu
hypercholestérolémique, les grignons d'olive semblent avoir a effet
hypocholestérolémiant et hypotriglycéridémiant tout en diminuant la
peroxydation lipidique du sérum.

Mots clés : Rat, Cholestérol alimentaire, Grignons d'olive, Foie, Sérum,
lipides, TBARS

Abstract Introduction. Olive cake, after extraction, represents precious
sources of nutrients which may be used as supplements. Objectives. The
effects of olive cake (OC) were determined on liver and serum lipids
contents and lipid peroxidation in rats fed a cholesterol-enriched diet.
Material and Methods. Male Wistar rats (n = 24) weighing 80 + 5 g were
fed a diet containing 20% casein and enriched with 1% cholesterol (HC)
supplemented or not with the OC at 2.5%, 5% and 7.5% (OC, ,-HC, OC,-HC
and OC,.-HC, respectively) for 28 days. Results. Hypercholesterolemic
rats fed diet supplemented with OC was compared to HC group. In liver,
total cholesterol (TC) and unesterified cholesterol (UC) values were
significantly lower in HC-GO, , and HC-GO, groups. Triacylglycerols (TG) and
phospholipids (PL) contents were decreased in HC-GO,, HC-GO, , and HC-
GO,, HC-GO, and HC-GO,,, groups respectively (P<0.05). In serum, TC
content was 1.5- 1.7- 2.1-fold lower in OC,.-HC, OC,-HC and OC,-HC
groups. UC, TG and PL concentrations were 1.6- and 1.8-, 4.3- and 3.5- and
1.7- and 2.2-fold decreased in OC,-HC and OC,.-HC groups. Serum
thiobarbituric acid reactive substances contents were significantly
decreased in OC,-HC and OC,.-HC groups (P<0,05). Conclusion. In
hypercholesterolemic rats, olive cake seems to have a
hypocholesterolemic and hypotriglyceridemic effects and decreases
serum lipid peroxidation.

Keywords: Rat, Dietary cholesterol, Olive cake, Liver, Serum, Lipids, TBARS

Introduction

De nombreuses études se sont intéressées aux
produits végétaux ainsi que leurs effets sur la
prévention et/ou le traitement de certaines
maladies [1]. Dans le bassin méditerranéen, la
production d'huile d'olive représente un secteur
économique important (environ 95% de la
production mondiale) [2], dont 1% pour I'Algérie,
en 2001 [3]. La production est en constante
croissance, et les résidus apres extraction d'huile
d'olive représentent des ressources précieuses de
nutriments susceptibles d'étres utilisés comme
suppléments. Ces résidus appelés grignons d'olive
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sont composés de la peau, du résidu de la pulpe et
des fragments de noyaux [4]. IlIs constituent des
produits importants, alors que les quantités
rejetées par an sont inestimables, et deviennent,
par la suite, un probleme pour |'environnement
écologique, en raison de leur grande disponibilité
et des grandes surfaces agricoles qu'ils peuvent
occupés [5]. L'effet des résidus d'olives est bien
démontré. Ces produits résistent a la dégradation,
puisqu'ils contiennent des polyphénols [6,7], en
particulier I'nydroxytyrosol, le tyrosol, |'oleuro-
péine et I'acide caféique [8], et dont le taux differe
en fonction des saisons. De plus, les résidus d'olive
sontriches en minéraux et en oligoéléments [9],
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en pectines [10], en vitamines (tocophérols), en
hydrocarbures (squaléne) et en stérols (B-
sitostérol), qui représentent un potentiel
nutritionnel pour les ruminants [11]. En Algérie,
aucune étude n'a été réalisée sur les résidus aprés
extraction d'huile d'olive, d'ou l'intérét de cette
étude qui consiste a déterminer leur effet sur les
teneurs en lipides du foie et du sérum et sur la
peroxydation lipidique, chez des rats consommant
unrégime enrichien cholestérol.

Matériel et Méthodes

Détermination de la composition nutritionnelle
des grignons d'olives

Les grignons d'olives (GO) sont collectés apres
extraction de I'huile d'olive (Ouest algérien),
séchés a 60°C puis broyés finement. La
composition nutritionnelle des grignons d'olives
est déterminée. La teneur en sels minéraux
s'obtient par incinération de I'échantillon a 550°C.
Les lipides sont dosés selon la méthode de DELSAL
(1944) [12]. Il s'agit d'une extraction a froid des
lipides sur 1g d'échantillon en présence d'un
mélange chloroforme/méthanol, (4/1, V/V). Les
fibres totales sont dosées selon la méthode de
Weende basée sur la solubilisation de la fraction
non cellulosique dans des solutions d'acide
sulfurique (H,SO,) et d'hydroxyde de sodium
(NaOH). L'analyse des protéines consiste a doser
I'azote total aprés minéralisation selon la méthode
colorimétrigue de Nessler, (1957) et ensuite
multipliée par un facteur conventionnel (N total x
6,25). Les polyphénols sont obtenus selon la
méthode de Singleton et al., [13]. La composition
desgrignons est présentée dans le tableaul.

Tableau I. Caractéristiques chimiques des grignons
d'olives

Grignons d'olives

Matiéres azotées (g/100g) 5,01 £ 0,20
Protéines (g/100g) 31,31+1,25
Glucides (g/100g) 31,08 + 1,02
Fibres (g/100g) 37,11+ 2,14
Matiéres minérales (g/100g) 5,71 £ 0,30
Lipides (g/100g) 11,96 £ 0,43
Polyphénols (mg/g) 0,98+0,12

Des rats males de souche Wistar (n = 24) (Iffa
Credo, I'Arbresle, Lyon, France), pesant 45 + 5 g
sont soumis pendant 4 jours a un régime standard
contenant 20% de caséine + 0,3% de méthionine,
combiné a 5% d'huile de tournesol (Tableau II).
Apres cette phase d'adaptation, les rats sont
divisés en 4 groupes: un groupe hypercholesté-
rolémique (HC) consomme le méme régime
enrichi avec 1% de cholestérol et 0,5% d'acide
cholique pendant 28 jours. Les trois autres groupes
hypercholestérolémiques sont soumis au méme
régime enrichi avec 1% de cholestérol et 0,5%
d'acide cholique et supplémenté avec des grignons
d'olives a 2,5%, 5% et 7,5% (HC-GO,,, HC-GO, et
HC-GO, ;, respectivement) pendant 28 jours.

Les animaux sont placés dans une animalerie ou la
température est maintenue a 22°C, avec un
rythme circadien de 12h jour/ 12h nuit et une
hygrométrie constante de 60%. L'eau et Ia
nourriture sous forme de poudre sont données a
volonté. Les conseils pour la protection et
I'utilisation des animaux de laboratoire sont suivis
[14] et le protocole et |'utilisation de rats ont été
approuvés par le comité d'éthique de notre
Université. Afin d'évaluer la digestibilité des
lipides, les six rats de chaque groupe soumis ou
non au régime contenant les grignons d'olives sont
placés individuellement dans des cages a
métabolisme durant toute I'expérimentation. Les
animaux et la quantité de nourriture ingérée sont
pesés quotidiennement. Les feces sont collectées
du 21 au 28™ jour de l'expérimentation,
débarrassées de toute nourriture, séchées dans
une étuve a 60°C, broyées et conservées a-20°C.

Prélevement du sang etdufoie

Au 28°™ jour de I'expérimentation, aprés 12 h de
jeline, 6 rats de chaque lot sont anesthésiés par
injection intra péritonéale de pentobarbital
sodique (6 mg/100 g de poids corporel)
(Coopération Pharmaceutique Francaise, 77000,
Melun). Le sang est prélevé parl'aorte abdominale
puis recueilli dans des tubes secs et centrifugé a
4000 trs/min pendant 15 min a 4°C. Le sérum est
conservé a —20°C avec de I'EDTA-Na, a 0,1% (P/V).
Le foie est rincé avec une solution de NaCl a 0,9%,
excisé, séché, pesé et conservé a—20°C.
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Analyses biochimiques

Détermination des teneurs en lipides totaux

La quantité des lipides totaux est déterminée selon
la technique de Delsal (1944) [12] décrite
précédemment.

Détermination des différents composants
lipidiques hépatiques et sériques

Le cholestérol total (CT) et les triglycérides (TG), le
cholestérol libre (CL) et les phospholipides (PL) sont
déterminés respectivement par une méthode
colorimétrique enzymatique (Kit Biocon, Germany,
Kit CHOD-PAP et BIOLABO SA, France et Cypress,
Belgium). Le cholestérol estérifié (CE) est obtenue
par différence entre CT et CL puis multiplié par 1,67
(poids moléculaire moyen d'un acide gras qui
estérifie le cholestérol) pour calculer les esters de
cholestérol (EC).

Mesure des substances réactives a I'acide
thiobarbiturique (TBARS) du foie et du sérum

Les teneurs sériques en TBARS sont déterminées
par la méthode de Quintanilhaet al., (1982) [15] sur

0,5 mL de sérum dilué avec de I'eau distillée (gsp 1
mL) (la concentration finale en protéines est
d'environ 2 mg/mL). A cette solution sont rajoutés 2
mL de mélange réactionnel contenant 0,017 mM
d'acide thiobarbiturique (TBA) (Sigma-Aldrich
Chemie, Germany) et 3,36 uM de buthyl-hydroxy-
toluene (BHT) (Sigma-Aldrich Chemie, Germany).
Apres incubation a 100°C pendant 15 min et
refroidissement dans de la glace, les échantillons
sont centrifugés 10 min a 2000 x g. La lecture se fait
par spectrophotométrie a une longueur d'onde de
535 nm. Le malondialdéhyde (MDA) (Sigma-Aldrich
Chemie, Germany) est utilisé pour établir une
courbe d'étalonnage. Les résultats sont exprimés
en nmol de TBARS.L" de sérum. La peroxydation
lipidique du foie est déterminée par la mesure des
TBARS selon la technique d'Ohkawa et al., (1979)
[16] sur 100 mg de tissu sont broyés dans 0,9 mL de
KCl a 1,15%. Le milieu réactionnel contient 0,2 mL
d'homogénat tissulaire, 0,2 mL d'une solution
contenant du sodium dodecyl sulfate (Sigma-
Aldrich Chemie, Germany) a 8,1% et 1,5 mL d'acide
acétique a 20% (pH 3,5) et 1,5 mL de TBA 3 0,8%

Tableau Il. Composition des régimes en g/kg de régime’

Ingrédients Caséine Caséine Caséine Caséine
+ GO 2,5% + GO 5% + GO0 7,5%
Caséine’ 200 200 200 200
Méthionine’ 3 3 3 3
Grignon d olive’ - 25 50 75
Amidon de mais’ 582 557 532 507
Saccharose’ 40 40 40 40
Huile de tournesol’ 50 50 50 50
Cellulose® 50 50 50 50
Mélange vitaminique’ 20 20 20 20
Mélange minéral” 40 40 40 40
Cholestérol" 10 10 10 10
Acide cholique” 5 5 5 5

!Les régimes sont iso-énergétiques et donnés sous forme de poudre. *Prolabo-Paris France.

311,12

Merck, Darmstadh,

Germany. ‘Extrait au laboratoire. “ONAB, Sidi Bel Abbés, Algérie. “ENASUCRE, Sfisef, Algérie. 'CEVITAL, Bejaia,
Algérie. *Prolabo, Paris, France. °UAR 200 (Villemoisson, 91360, Epinay, S/Orge, France), Mélange vitaminique

(mg/kg de régime): Vit A, 39600UI; Vit D3, 5000Ul, Vit B1,

40; Vit B2, 30, Vit B3, 140; Vit B6, 20; Vit B7, 300; Vit B12,

0,1, Vit C, 1600; Vit E, 340; Vit K 3,80; Vit PP, 200; Choline, 2720; Acide folique, 10; Acide PAB, 100; Biotine, 0,6;
Cellulose gsp, 20g. "UAR 205B (Villemoisson, 91360, Epinay, S/Orge, France), Mélange minéral (mg/kg de régime)
CaHPO,, 17200; KCl, 4000; NaCl, 4000; MgO,, 420, MgS0,, 2000; Fe,0,120; FeSO,, 7H,0, 200; MnSO,, H,0, 98;

CuSO,, 5H,0, 20; ZnSO,, 7H,0, 80; CuSO,, 7H,0; KI, 0,32.
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sont rajoutés, le volume final est ajusté avec 4 mL
d'eau distillée puis chauffé a 95°C pendant 60 min.
Apres refroidissement, 1 mL d'eau distillée et 5 mL
d'un mélange n-butanol-pyridine (15:1, V:V) sont
rajoutés dans des tubes puis sont vigoureusement
agités et centrifugés a 200 xpendant 10 min. Les
TBARS hépatiques sont estimés par spectro-
photométrie a 532 nm, utilisant le MDA comme
courbe de référence. Les résultats sont exprimés en
nmol.mg " de protéines tissulaires.

Analyse statistique

Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne
* erreur standard (M+ES) de 6 rats par groupe. La
comparaison entre les groupes de rats hypercholes-
térolémiques soumis a un régime supplémenté
avec des grignons d'olive (HC-GO,;, HC-GO, et HC-
GO, ; respectivement) ou non (HC) est réalisée par
le test 't' de student (Logiciel Statistica, Statsoft 97).
Les moyennes sont considérées comme significati-
vement différentes a P<0,05.

Résultats

Poids corporel, nourriture ingérée, digestibilité
des lipides et valeurs absolue et relative du poids
dufoie (Tableaulll)

Apres 28 jours de consommation du régime supplé-
menté en grignons d'olives, le poids corporel est

1,5- et 1,2-fois plus faible chez les groupes HC-GO,
et HC-GO, respectivement, comparésau groupe HC,
alors qu'aucune différence significative n'est notée
chez le groupe HC-GO, . La nourriture ingérée est
1,3-fois plus faible chez le groupe HC-GO, ,comparé
au groupe HC, alors qu'elle est similaire chez les
groupes HC-GO, et HC-GO, .. L'apport en lipides et
en cholestérol est semblable chez les différents
groupes. L'excrétion fécale des lipides est 2,8-fois
plus faible chez le groupe HC-GO, comparé au
groupe HC, alors qu'aucune différence significative
n'est notée chez les groupes HC-GO,, et HC-GO, ..
Cependant, I'excrétion fécale du cholestérol est
2,9-, 2,3- et 2,4-fois plus élevée chez les groupes HC-
GO,,, HC-GO, et HC-GO, ,parrapport au groupe HC.
La digestibilité des lipides est semblable chez les
différents groupes hypercholestérolémiques
supplémentés ou nonaveclesgrignons d'olives.

Le poids du foie est significativement diminué chez
les groupes hypercholestérolémiques soumis aux
régimes supplémentés, respectivement avec 5 et
7,5% de grignons d'olives, comparés au groupe HC
(p<0,05). Le poids relatif du foie (exprimé en g.100
'g de PC), qui renseigne sur |'évolution de I'organe
par rapport a celle de I'organisme entier est 1,5- fois
augmenté chez les groupes HC-GO,, et 1,4- et 1,3-
fois diminué chez HC-GO, et HC-GO, , respective-
ment comparés au groupe HC.

Tableau Ill. Poids corporel, nourriture ingérée, digestibilité des lipides et poids du foie

HC HC-GO,, HC-GO, HC-GO,
Poids corporel (g) 230,00£10,11 150,00+11,17 190,00+13,40" 225,0049,50
Nourriture ingérée (g.j".rat™) 19,00+2,50 15,00+1,40' 16,00+0,90 20,00+1,17
Lipides ingérés (mg.j".rat™) 950130 750470 800+40 1000460
Lipides fécaux (mg.j".rat™) 28,948,1 17,5+0,3 10,50,5" 27,043,6
Cholestérol ingéré (mg.j".rat”) 19030 150+10 160+10 20010
Cholestérol fécal (mg.j*.rat”) 0,022+0,006 0,065%0,005 0,05140,016°  0,052+0,004"
Digestibilité des lipides (%)’ 96,96 96,87 98,69 97,30
Poids du foie (g) 8,510,3 7,97+1,18 4,89+0,61* 6,20+0,28*
Poids relatif du foie (g.100"g PC) 3,7%0,1 5,33+0,87* 2,57+0,29* 2,7540,11*

Chaque valeur représente la moyenne * ES de 6 rats par groupe. La comparaison des moyennes est effectuée par le
test 't' de student. P<0,05. HC-G 0,, HC-GO, ou HC-GO,,: groupes hypercholestérolémiques supplémentés,
respectivement avec 2,5, 50ou 7,5% de grignons d'olive, HC: groupe hypercholestérolémique.

‘Digestibilité des lipides = [(lipides ingérés— lipides excrétés)/lipides ingérés] x 100

27



Composés bioactifs

Tableau IV. Teneurs en lipides du foie (umol.g”) et du sérum (mmol.L”)

HC HC-GO, HC-GO, HC-GO,
Sérum
CcT 7,40£1,01 4,95+0,73* 4,28+0,56* 3,5240,42*
TG 2,18+0,94 1,42+0,57 0,51+0,19* 0,61+0,14*
CL 0,59+0,03 0,62+0,07 0,38+0,007* 0,3240,07*
PL 3,79+0,12 2,9310,56 2,24+0,57* 1,68+0,58*
EC 11,20+1,77 6,7310,95* 6,52+0,93* 5,4740,64*
Foie

CcT 118,72437,30 139,87+15,75 113,06+24,24 95,62+17,19*
CL 60,88+2,52 65,25+3,62 50,81+3,25* 53,25+7,62
TG 48,28+5,56 39,96+3,18 37,72+0,01* 17,6614,43*
PL 69,5613,52 51,35+2,24* 58,32+1,78* 50,94+9,19*
EC 129,73432,90 124,62+23,30 127,26+1,15 54,33+17,91*

Chaque valeur représente la moyenne + ES de 6 rats par groupe. La comparaison des moyennes est effectuée par le
test 't' de student. P<0,05. HC-GO,, HC-GO, ou HC-GO,,: groupes hypercholestérolémiques supplémentés,
respectivement avec 2,5, 5 ou 7,5% de grignons d'olive, HC: groupe hypercholestérolémique. EC: esters de

cholestérol, CL : cholestérol libre, CT : cholestérol total, PL :

(p<0,05). Le poids relatif du foie (exprimé en g.100°
'g de PC), qui renseigne sur I'évolution de I'organe
par rapport a celle de I'organisme entier est 1,5- fois
augmenté chez les groupes HC-GO, ;, et 1,4- et 1,3-
fois diminué chez HC-GO, et HC-GO, ,, respective-
ment comparés au groupe HC.

Teneursenlipides du foie et du sérum (Tableau IV)
Au niveau hépatique, les teneurs en cholestérol
(CT) total ne présentent aucune différence signifi-
cative chez les groupes consommant le régime
supplémenté avec 2,5% et 5% de grignonsd'olives,
alors que les valeurs sont 1,3-fois plus faibles chez le
groupe HC-GO,, comparés au groupe HC. Les
concentrations en cholestérol libre (CL) sont 1,2-
fois plus faibles chez le groupe HC-GO,, comparé au
groupe HC. Lesteneurs en esters de cholestérol (EC)
sont significativement diminuées chez le groupe
HC-GO, comparé au groupe HC (P<0,05). Les
concentrations en triglycérides (TG) sont 1,3-et 2,7-
fois plus faibles chez les groupes HC-GO, et HC-GO,
comparés au groupe HC. Le contenu en phospholi-
pides (PL) est réduit chez les groupes HC-GO,; (-
74%), HC-GO, (-84%) et HC-GO, ; (-73%), comparés
au groupe HC. Au niveau sérique, les teneurs en CT
sont réduites de 67%, 58% et 48% respectivement,
chez les groupes HC-GO,, HC-GO, et HC-GO,;
comparés au groupe HC. Les valeurs du CL sont
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phospholipides, TG : triglycérides.

diminuées de 64% et 54%, respectivement chez les
groupes HC-GO, et HC-GO, ; par rapport au groupe
HC. Une diminution significative des concentra-
tions en EC est notée chez les groupes HC-GO, (-
60%), HC-GO, (-58%) et HC-GO, ; (-49%), comparés
au groupe HC. Les valeurs des TG sont 4,3- et 3,5-
fois plus faibles respectivement, chez les groupes
HC-GO, et HC-GO, .. Les teneurs en PLsont 1,7-et 2-
fois plus faibles chez les groupes HC-GO, et HC-GO,
comparés au groupe HC, alors que ces valeurs ne
présentent aucune différence significative chez le
groupe HC-GO, .

Teneurs en substances réactives a I'acide thiobar-
biturique (TBARS) (Tableau V)

Comparé au groupe HC, les teneurs sériques en
TBARS sont 1,4-fois plus faibles chez les groupes
HC-GO, et HC-GO,,.. Au niveau du foie, aucune
différence significative n'est notée entre les diffé-
rents groupes hypercholestérolémiques supplé-
mentés ou non avec les grignons d'olives.

Discussion

Dans ce travail, |'effet des grignons d'olives sur les
teneurs en lipides et sur la peroxydation lipidique
du foie et du sérum est étudié chez le rat rendu
hypercholestérolémique, paringestion d'un régime
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Tableau V. Teneurs en substances réactives a I'acide thiobarbiturique du foie et du sérum

HC HC-GO, HC-GO, HC-GO,
Sérum (mmol.L") 15,05+4,58 15,67+5,08 10,73+1,37 10,65+2,20°
Foie (mmol.mg” protéines) 4,3010,20 6,20£2,40 4,00%1,30 5,60£1,20

Chaque valeur représente la moyenne * ES de 6 rats par groupe. La comparaison des moyennes est effectuée par le
test 't' de student. 'P<0,05. HC-GO,,, HC-GO, ou HC-GO, ;: groupes hypercholestérolémiques soumis aux régimes
supplémentés, respectivement avec 2,5, 5 ou 7,5% de grignons d'olive, HC: groupe hypercholestérolémique.

enrichi en cholestérol. Le modeéle utilisé estle raten
croissance qui a suffisamment d'analogies avec
I'espece humaine sur le plan métabolique, souvent
utilisé dans I'étude des effets des régimes alimen-
taires sur le métabolisme lipidique. En général, les
régimes enrichis en cholestérol alimentaire entrai-
nent une augmentation du poids corporel chez le
rat [17]. Aprés 28 jours d'expérimentation, le poids
corporel est diminué chez les groupes HC-GO, ; et
HC-GO, comparés au groupe HC, ce qui peut étre dii
probablement a la groupe HC, ce qui peut étre d
probablement a la faible quantité de nourriture
ingéré par ces animaux. Chez le groupe HC-GO, ;, le
poids augmente et devient similaire a celui du
groupe HC, ce qui laisse suggérer que les grignons
d'olive a cette dose ont bien été accepté par le rat.
Fki et al., [18] ont observé une diminution du poids
corporel chez les rats soumis a un régime supplé-
menté en cholestérol (1%) et traités avec de
I'hydroxytyrosol extrait des grignons d'olive pen-
dant 16 semaines.

Suanarunsawat et al., [19] ont montré que chez le
rat hypercholestérolémique, le poids du foie est 3-
fois plus important comparé au rat témoin. Nos
résultats montrent que le poids du foie est diminué
chez les groupes HC-GO, et HC-GO, . D'autre part,
le poids relatif du foie qui renseigne sur |'évolution
de l'organe par rapport a celle de I'organisme, est
plus élevé chez le groupe HC-GO, ;, cette augmenta-
tion est probablement due a une accumulation des
lipides au niveau hépatique. Par ailleurs, le poids
relatif est diminué chez les groupes HC-GO, et HC-
GO, ; par rapport au groupe HC, ceci peut étre due a
la quantité des grignons d'olives contenant de
I'huile riche en acide oléique et en polyphénols et
qui pourrait réduire I'accumulation des lipides au
niveau du foie. Le foie est le principal organe
responsable du maintien de I'homéostasie du
cholestérol. Plusieurs études ont montré que, chez

le rat soumis a un régime enrichi en cholestérol,
les teneurs hépatiques en cholestérol [19] et en
triglycérides [17] sont augmentées, comparé au
témoin. La consommation de grignons d'olives
diminue les teneurs en CT, TG et PL au niveau du
foie, en particulier chez le groupe HC-GO, , compa-
ré au groupe HC, ce qui est probablement due a
une synthése diminuée et/ou un catabolisme
augmenté du contenu hépatique en TG et en
cholestérol. Plusieurs travaux ont montré |'effet
du cholestérol alimentaire sur la cholestérolémie.
La supplémentation des régimes alimentaires
avec 0,5% de cholestérol et 0,5% d'acide cholique
[20] ou avec deux doses de cholestérol (0,5% et
4%) avec ou sans acide cholique [21] entraine une
augmentation du CT sérique. Nos résultats
montrent que la consommation des grignons
d'olives, quelle que soit la dose administrée (2,5%,
5% ou 7,5%), diminue les teneurs sériques en
cholestérol, laissant suggérer que les grignons
d'olives agissent sur les deux enzymes clés du
métabolisme du cholestérol: I'hydroxy-méthyl-
glutary-coenzyme A réductase, enzyme respon-
sable de la régulation de la biosyntheése du choles-
térol et la cholestérol 7a-hydroxylase, enzyme
impliquée dans la transformation du cholestérol
en acides biliaires. Chez les groupes HC-GO, ;, HC-
GO, et HC-GO,, comparés au groupe HC, une
élimination considérable du cholestérol au niveau
fécal est notée, probablement due a une baisse de
I'absorption intestinale du cholestérol. De plus,
nos résultats montrent une diminution des
teneurs sériques en TG chez les groupes HC-GO, et
HC-GO, . L'effet hypotriglycéri-démiant peut étre
expliqué probablement par I'augmentation du
catabolisme des lipoprotéines de tres faible
densité (VLDL), fraction qui permet |'exportation
des TG hépatiques due a une augmentation de
I'activité de la lipoprotéine lipase post-héparinée,
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enzyme localisée au niveau de I'endothélium des
capillaires sanguins de nombreux tissus périphéri-
gues. Cette enzyme hydrolyse les TG des VLDL en
libérant des acides gras qui sont soit captés par le
tissu adipeux en vue de leur stockage, ou bien
captés par le muscle pour étre oxydés, conduisant
ainsi a la formation de particules ayant perdu les
deux tiers de leur contenu en TG, appelés «rem-
nants des VLDL» qui sont eux méme captés via des
récepteurs spécifiques situés au niveau du foie. Les
produits collectés aprés extraction de |'huile d'olive
contiennent des pectines [22]. Plusieurs études ont
montré que les pectines contenus dans les végé-
taux et les fruits réduisent la cholestérolémie et
augmentent l'activité de la lipoprotéine lipase du
tissu adipeux qui peut étre responsable de la
diminution des TG sériques [23]. L'effet hypotrigly-
céridémiant et hypocholestérolémiant des poly-
phénols contenus dans les grignons d'olives est
bien démontré. Chezlesrats, laconsommationd'un
régime enrichi en cholestérol et supplémenté avec
del'oléuropéine, I'oléuropéine aglycone ou |'extrait
hydroxytyrosol obtenus a partir des grignons
d'olives réduisent les teneurs en CT et TG au
niveau sérique [18]. Nos résultats indiquent que les
doses de grignons d'olives a 2,5%, 5% et 7,5%
contiennent suffisamment de polyphénols pour
induire une diminution des teneurs en CT et en TG.
La peroxydation lipidique, induite par les radicaux
libres ou le stress oxydatif est connue dans la
pathogenese de plusieurs maladies, le niveau des
TBARS étant un bonindicateur.

L'hypercholestérolémie induit non seulement
I'athérosclérose, mais produit également un grand
nombre de radicaux libres dans le sang et les tissus.
Malgré |'activité antioxydante des grignons d'olives
démontré par certains auteurs [24], nos résultats
ne présentent aucune différence significative dans
les teneurs en TBARS au niveau hépatique, chez
tous les groupes consommant le régime a base de
grignons d'olive (HC-GO,;, HC-GO, et HC-GO,,),
alors qu'elles sont diminuées au niveau sérique
chez groupes HC-GO, et HC-GO,, ce qui laisse
suggérer que ces doses sont suffisantes pour
réduire la peroxydation lipidique au niveau sérique.

30

Conclusion

En conclusion, il ressort de cette étude que chezle
rat rendu hypercholestérolémique, la supplémen-
tation des régimes avec les grignons d'olives, en
particulier avec la dose 7,5%, entraine une aug-
mentation du poids corporel et réduit les teneurs
en lipides dans le foie. De plus, ces grignons
diminuent la cholestérolémie et la triglycéridémie
et atténuent la peroxydation lipidique sérique
entrainée par la consommation du cholestérol
alimentaire.
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Résumé Introduction. Les conservateurs alimentaires synthétiques ont
été limités dans plusieurs pays, en raison de leurs effets indésirables sur la
santé. En plus, la tendance actuelle des consommateurs a chercher une
alimentation plus naturelle a augmenté durant ces derniéres décennies.
Plusieurs travaux de recherche ont été concentrés sur les extraits naturels.
Les différents résultats publiés indiquent qu'elles sont douées de plusieurs
propriétés biologiques. Objectif. Le but de cette étude est d'évaluerin vitro
I'activité antimicrobienne de I'huile essentielle extraite des écorces de
Citrus reticulate. Matériel et Méthodes. L'extraction a été réalisée par
hydrodistillation. Afin de mettre en évidence ['activité antimicrobienne
des huiles essentielles extraites et la détermination de la résistance ou la
sensibilité des bactéries responsables d'altération des aliments, les
méthodes de diffusion de disque et de microatmosphére ont été utilisées.
Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) ont été estimées par la
méthode de dilution d'Agar. Résultats. Les huiles essentielles des zestes de
Citrus reticulata ont montré une activité antibactérienne contre Bacillus
cereus plus élevée que celle de Staphylococcus aures ATCC 29213 et
Escherichia Coli ATCC 25922. La méthode de microatmosphere des huiles
essentielles des écorces de Citrus reticulata a permis de constater une
absence totale de I'activité inhibitrice a une dose de 5ul/boite. Les CMI
obtenues de Bacillus cereus, Staphylococcus aureus ATCC 29213 et E. Coli
ATCC 25922 sont de 1%, 2% et >2% respectivement. Conclusion. Ces
résultats laissent suggérer que les huiles essentielles des écorces de Citrus
reticulate peuvent éventuellement remplacer les conservateurs
chimiques.
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Mots clés Activité antimicrobienne, Méthode de diffusion,
Microatmosphere, Huile essentielle, CMI, Citrus reticulate

Abstract Introduction. The synthetic food conservatives are limited in
several countries, because of their undesirable effects on health.
Moreover, the current trend of the consumers seeks a more natural food
increased during these last decades. Several research tasks have concen-
trated on the natural extracts. The various results published have indicated
that they are endowed with several biological properties. Objective. The
aim of this study was to evaluate in vitro the antimicrobial activity of the
essential oil extracted from Citrus reticulate peel. Material and Methods.
The extraction was carried out using hydrodistillation. The disc diffusion
and the microatmosphere methods were used in order to highlight the
antimicrobial activity of the extracted essential oils and the sensitivity of
some bacteria involved in food deterioration. Minimal inhibiting concen-
trations (MIC) was estimated by the agar dilution method. Results.
Antimicrobial activity of Citrus reticulate peel essential oils extract against
Bacillus cereus was higher than that of Staphylococcus aureus ATCC 29213
and E. Coli ATCC 25922. The microatmosphere method showed that there
was no inhibiting activity when using 5ulL/plate. The observed MIC for
Bacillus cereus, Staphylococcus aureus ATCC 29213 and Escherichia Coli
ATCC 25922 were 1%, 2% and >2% respectively. Conclusion. These results
suggest that the essential oils of Citrus reticulate peel could probably
replace the conservative chemical agents.

Keywords Antimicrobial activity, Disc diffusion method,
Microatmosphere, Essential oils, MIC, Citrus reticulate

Introduction

La valeur alimentaire est modifiée par la présence
et la prolifération des microorganismes qui
consomment des molécules a haute valeur
énergétique [1]. Dans la plupart des cas
d'altération, les microorganismes présents sur
I'aliment ainsi que les produits de leur activité
métabolique, ne constituent pas un réel danger
pour la santé du consommateur. Cependant, le
développement dans un aliment de certaines
espéces microbiennes peut étre a l'origine
d'intoxications [2]. Les conservateurs alimentaires
synthétiques font partie de la panoplie des
techniques et des moyens qui permettent d'assurer
la sécurité du consommateur, de rallonger la durée
de vie des produits alimentaires et de limiter leurs
altérations par les micro-organismes [3]. En raison
de son efficacité et de son application facile et

pratique, l'utilisation des produits chimiques
constitue a I'heure actuelle la technique la plus
utilisée pour lutter contre les microorganismes
nuisibles. Par la suite, plusieurs conservateurs
synthétiques ont été limités dans plusieurs pays, en
raison de leurs effets toxicologiques indésirables a
long terme, y compris la cancérogénicité [4]. Pour
cela, le retour vers le naturel est devenu
indispensable. Cependant, il doit suivre certaines
conditions en vue de son utilisation dans le monde
vaste des anti-infectieux, qui s'élargit d'un jour a
I'autre avec des substances plus puissantes, plus
toxiques et plus colteuses. Les huiles essentielles
sont connues pour étre douées de propriétés
antimicrobiennes [5] et pourraient servir d'agents
de conservation alimentaire, ou approuvés comme
additifs alimentaires. Dans la famille des Rutaceae,
le genre Citrus est reconnu a travers les vertus de
ses huiles essentielles qui peuvent avoir de
multiples activités, a titre d'exemple des activités
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biologiques. L'objectif de la présente étude est
d'évaluer le pouvoir antibactérien de I'huile essen-
tielle extraite des écorces de Citrus reticulata,en
vue de son utilisation comme agent aromatique et
conservateur dans l'industrie agro-alimentaire. Ce
choix est justifié par la richesse du zeste en huiles
essentielles par rapport aux autres parties du fruit,
la possibilité de valorisation d'un sous-produit
agricole et I'absence de toxicité des huiles essen-
tielles de la mandarine, ces dernieres pouvant étre
employées comme agent aromatique et conserva-
teur naturel.

Matériel et méthodes

Matériel végétal

Le matériel végétal choisi dans la présente étude
est représenté par les écorces (zestes) de Citrus
reticulata. La mandarine a été récoltée a la fin du
mois de février 2011, durant laquelle le fruit était
mature, au niveau de la région de Boumehra
Ahmed (Wilaya de Guelma). La mandarine a subiun
lavage, une élimination des taches et un essuyage,
puis elle a été récupérée dans des sacs propres et
conservée a 4°C pour servir ultérieurement a
I'extraction.

Extraction del'huile essentielle de lamandarine
Principe de I'extraction

L'extraction de I'huile essentielle des écorces de la
mandarine a été réalisée selon la méthode de
Clevenger [6]. Cent grammes d'écorce de manda-
rine sont placés dans un erlenmeyer a vide de 2L
contenant 600mL d'eau distillée, puis porté a
ébullition. Les huiles essentielles sont alors entrai-
nées par la vapeur d'eau et sont ensuite conden-
sées. Le temps d'extraction est d'environ 3 heures.
Le distillat obtenu est récupéré dans une ampoule a
décanter. Le mélange est laissé au repos pendant 15
min. Le distillat est par la suite recueilli dans un
collecteur et I'huile essentielle des écorces de
mandarine est récupérée dans un flacon approprié.
L'extrait d'huiles essentielles est déshydraté par le
sulfate de sodium (Na,SO,, Biochem Chemophar-
ma, Montréal, Québec) puis conservé a 4°C, a l'abri
del'airetdelalumiere[7,8].

Détermination du rendement d'extraction
Selon la norme AFNOR (Association Francaise de
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Normalisation) [9], le rendement en huile essen-
tielle (R,.), est défini comme étant le rapport entre
la masse d'huile essentielle obtenue apres extrac-
tion (M') et la masse de la matiere végétale utilisée
(M). Il est donné par la formule suivante: R,=
(M'/M)x 100

Evaluation de I'activité antibactérienne

Origine et choix des souches bactériennes

Les souches bactériennes choisies pour cette étude
sont des bactéries a Gram positif (Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus ATCC 29213) et une bactérie
a Gram négatif (E. coli ATCC 25922). Ces souches ont
été fournies par le Service de Microbiologie du
Centre Hospitalo-Universitaire de Constantine. Le
choix de ces souches nous a semblé d'autant plus
intéressant qu'elles sont responsables de toxi-
infections alimentaires.

Choix des milieux de culture

Pour obtenir une culture jeune de bactéries afin de
mettre en évidence I'activité antibactérienne des
huiles essentielles de Citrus reticulata, plusieurs
milieux de culture ont été utilisés comme le milieu
Chapman pour Staphylococcus aureus ATCC 29213,
la gélose nutritive (GN) pour Bacillus cereus CHUC
et Mac Conkey pour E. coli ATCC 25922.

Le milieu de culture utilisé pour étudier |'activité
antibactérienne est I'Agar de Muller Hinton (AMH)
qui est le milieu le plus employé pour les tests de
sensibilité aux agents anti-bactériens [10].

Préparation des suspensions bactériennes

Les bactéries a tester sont ensemencées sur des
boites de Pétri contenant la gélose nutritive (GN) ou
autres milieux, selon les souches, et incubées
pendant 24h, afin d'obtenir une culture jeune de
bactéries et des colonies isolées. A partir de ces
boites, a l'aide d'une anse de platine, quelques
colonies bien isolées et parfaitement identiques
sont prélevées et mises dans 5mL de sérum physio-
logique stérile a 0,9% de NaCl. La suspension
bactérienne est homogénéisée, et la densité
optique lue a 625 nm est ajustée de 0,08 2 0,10. On
admet que cette densité mesurée a 625 nm est
équivalente a 10" Colony Forming Units (CFU).L"
[11].
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Tests de l'activité antibactérienne

Méthode de diffusion

La méthode des aromatogrammes est la technique
choisie pour déterminer I'activité antibactérienne
de I'huile essentielle testée. Cette méthode repose
sur le pouvoir migratoire des huiles essentielles sur
un milieu solide a l'intérieur d'une boite de Pétri.
Elle permet de mettre en évidence |'effet antibac-
térien de I'huile essentielle sur les bactéries, ainsi
gue la détermination de la résistance ou la sensibi-
lité de ces bactéries vis-a-vis de cette huile essen-
tielle. La méthode de diffusion sur disques
appliquée est celle décrite par Hussain et al. [10],
avec quelques modifications. Vingt mL d'Agar de
Muller Hinton en surfusion sont coulés dans des
boites de Pétri. Apres solidification du milieu de
culture, la suspension bactérienne (10" CFU/ml)
testée est étalée en surface. Dans des conditions
aseptiques et a l'aide d'une pince stérile, des
disques de papier filtre imbibés d'huiles essentiel-
les de Citrus reticulata (2 disques/boite) sont
déposés sur I'agar, précédemment inoculé avec le
microorganisme choisi. Les boites sont mainte-
nues a 4°C pendant 1h pour que I'huile essentielle
puisse diffuser. L'érythromycine et l'acide fusi-
digue sont utilisés comme controle positif, ce choix
est dO a la sensibilité des souches choisies a ces
antibiotiques. Les boites ont été incubées dans
une étuve a 37°Cpendant 24h. La lecture se fait par
la mesure du diametre de la zone d'inhibition
autour de chaque disque en millimetre. D'apres
Ponce et al. [12], les résultats peuvent étre symbo-
lisés par des signes selon la sensibilité des souches
vis-a-vis de I'huile essentielle : non sensible (-) ou
résistante: diametre <8mm ; sensible (+) : diametre
compris entre 9 et 14 mm; trés sensible (++) :
diametre compris entre 15 et 19 mm; extréme-
mentsensible (+++) : diamétre >20 mm.

Méthode des microatmospheres

L'activité antibactérienne des composés volatils
des écorces de Citrus reticulata a été testée par la
méthode des microatmospheres [13]. Vingt mL
d'Agar Muller Hinton (AMH) en surfusion sont
coulés dans des boites de Pétri. Aprés solidification
du milieu de culture, la suspension bactérienne a
tester est étalée en surface. Un disque stérile de
papier filtre (6 mm), imbibé par 5 uL d'huile
essentielle de zeste de Citrus reticulata, a été placé

au centre du couvercle de chaque boite de Pétri.
Les boites sont fermées par du parafilm (dépot en
position inversée, sur le couvercle de la boite de
Pétri). Ces dernieres ont été incubées (sur le
couvercle de sorte que les composés volatiles
puissent atteindre les souches bactériennes) a
I'étuve a 37°C pendant 24h. A la sortie de |'étuve,
I'absence de la croissance microbienne se traduit
par une zone translucide sur la gélose de contour
plus ou moins net. Les résultats sont lus avec une
régle et sont exprimés par un diametre moyen en
mm [13].

Méthode de dilutiond'agar

Cette technique donne un intervalle de valeurs de
la CMI, elle est économique puisqu'elle permet de
tester plusieurs souches bactériennes dans la
méme boite. Pour déterminer les concentrations
d'huile essentielle des écorces de Citrus reticulata,
la méthode de dilution d'agar rapportée par
Hammer et al. [14] a été utilisée avec quelques
modifications.

Unesérie de dilution de I'huile essentielle de Citrus
reticulata a été préparée en AMH (20 mL) addi-
tionnée de 0,5% (v/v) de tween 20, allant de 2% a
0,0625% (v/v). Le mélange est homogénéisé et
ramené a 45°C. Ce mélange, a différentes concen-
trations, estimmédiatement coulé dans des boites
de Pétri (90 mm de diametre). Apres solidification
de la gélose, les boites ont été séchées a 37C°
pendant 1h. Chaque boite de Pétri est ensuite
partagée en trois parties dans lesquelles sont
mises les trois souches bactériennes, sous forme
destries (10" UFC/mL). Des témoins négatifs (AMH
+ tween 20) sont réalisés pour chaque souche. Les
boites de Pétri (avec et sans huile essentielle) ont
été incubées a I'étuve a 37°C pendant 24h. Les
boites de Pétri, dont les concentrations ayant
montré une absence totale de croissance bacté-
rienne, ont été sélectionnées pour déterminer les
CMI. Cette derniere représente la plus faible
concentration d'huile essentielle inhibant toute
croissance visible al'eeil nu, aprés 24h d'incubation
a37°C.

Analyse statistique

Les différents résultats sont présentés sous forme
demoyennes+|'écart type de deux essais.
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Résultats

Rendement

L'huile essentielle obtenue est de couleur jaune-
pale avec une odeur aromatique et un rendement
de 0,88+ 0,08%.

Sensibilité des bactéries al'huile essentielle

La détermination de l'activité antibactérienne de
I'huile essentielle des écorces de Citrus reticulata a
été réalisée par la méthode de diffusion sur disques
(aromatogramme). Cette derniere est générale-
ment employée comme une analyse préliminaire
pour étudier l'activité antibactérienne, ensuite,
viennent desméthodes plus détaillées.

Dans la présente étude, nous avons testé I'huile
essentielle a une seule concentration. Selon
Bagamboula et al. [15], il n'y a aucun rapport entre
la concentration d'huile essentielle ou du composé
actif et la zone d'inhibition; cette derniére semble
dépendre de la capacité des huiles essentielles a
diffuser uniformément sur l'agar. Généralement,
les huiles essentielles sont insolubles dans I'eau, ce
qui pose beaucoup de problémes pour étudier leur
activité antibactérienne.

La méthode de diffusion des disques est intensive-
ment employée pour étudier I'activité antibacté-
rienne des substances naturelles et des extraits des
plantes. Cette technique est basée sur I'utilisation
des disques comme réservoirs contenant la solu-
tion des substances a examiner. Elle nous a permis
de mettre en évidence le pouvoir antibactérien de

I'huile essentielle des écorces de Citrus reticulata
vis-a-vis des souches bactérien-nes.

Les mesures des halos d'inhibition ont permis de
classer les bactéries suivant leur degré de sensibi-
lité a I'huile essentielle de I'écorce de Citrus
reticulata.

Dans le Tableau |, il est a noter que B. cereus est la
bactérie la plus sensible. En effet, I'huile essen-
tielle des écorces de Citrus reticulata a montré
une activité contre cette bactérie a une valeur de
halo d'inhibition de plusde 26 mm.

La sensibilité bactérienne aux composés volatils
des huiles essentielles

Bien que de nombreux rapports existent sur
I'activité antibactérienne des huiles essentielles
par la méthode de contact direct (aromato-
gramme), des informations sur l'activité antibac-
térienne de la phase volatile d'huile essentielle
sont rares. Les composés volatils de |'huile essen-
tielle des écorces de Citrus reticulata se sont
avérés dépourvus d'activité antibactérien-ne.
Dans la présente étude, la vapeur de I'huile
essentielle des écorces de Citrus reticulata n'a
montré aucune activité inhibitrice a une dose de
Sul/boite.

Détermination des concentrations minimales
inhi-bitrices

Les huiles essentielles peuvent étre utiles en tant
gu'agents antimicrobiens parce qu'elles affectent
plusieurs cibles simultanément et il n'y a aucun

Tableau I. Diameétres (mm) des zones d'inhibition de I'huile essentielle des écorces de Citrus reticulata

Produit Huile essentielle de Citrus Degré de Acide Erythromycine
reticulata sensibilité | Fusidique
Espéce (5uL/disque)
Bacillus cereus 26,5+3,8 +++ 17+1,4 36,5+2,1
E. coli ATCC 25922 710 B / 10+1,4
Staphylococcus aureus 10,5+0,7 + 38+1,4 38,5+0,7
ATCC 29213

/ : Aucun effet inhibiteur ; - : non sensible ou résistante ; + : sensible ; +++ : Extrémement sensible. Les résultats

sont exprimés en moyenne + écart type
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Tableau Il. Concentrations minimales inhibitrices
(CMI)de I'huile essentielle des écorces de Citrus
reticulata

Souches bactériennes CMI (%)
Staphylococcus aureus 1%
Bacillus cereus 2%
E. coli >2%

rapport de résistance ou d'adaptation des micro-
organismes a cause de la diversité des composés
chimigues [16]. Plusieurs travaux ont confirmé la
présence de l'activité antibactérienne de I'huile
essentielle des écorces de Citrus reticulata. De
méme, nos résultats montrent |'existence de cette
activité et indiquent que les huiles essentielles des
écorces de Citrus reticulata ont une activité
antibactérienne qui n'est pas négligeable. Avant
d'utiliser une molécule antibactérienne comme
conservateur dans un aliment, la concentration
minimale inhibitrice (CMI) doit étre estimée. Par
conséquent, ces concentrations sont mesurées
dans le but de définir les frontieres de
I'acceptabilité sensorielle et |'efficacité antibacté-
rienne des huiles essentielles [17]. Dans ce
contexte les valeurs des CMI de I'huile essentielle
extraite des écorces de Citrus reticulata de la
mandarine sont déterminées par la méthode de
dilution d'agar et sont présentées dans le Tableau
II. L'huile essentielle des écorces de Citrus reticula-
ta n'a pas montré une bonne susceptibilité contre
les trois souches bactériennes, suite aux valeurs
élevéesde CMI.

Discussion

D'apres la classification de Ponce et al. [12], B.
cereus est extrémement sensible a I'huile essen-
tielle des écorces de Citrus reticulata. Ceci pour-
rait étre expliqué par le fait que les bactéries a
Gram+ possedent des dispositifs structuraux qui
sont plus susceptibles aux huiles essentielles.

Bien que la bactérie Staphylococcus aureus est a
Gram’, et selon les résultats obtenus, elle repré-
sente un degré de sensibilité (10,5 mm) plus faible
gue B. cereus. Ceci peut étre expliqué par le fait
gue les composants actifs d'huile essentielle des
écorces de Citrus reticulata auraient des difficultés
pour détruire les Staphylococcus aureus a cause

de leur association en amas. Selon Bassole et al.
[18], les staphylocoques sont déja connus par leur
antibio-résistance.

Les résultats obtenus montrent que les souches
bactériennes testées n'ont pas la méme zone
d'inhibition, ce qui signifie que le type de bactérie
est un facteur important influencant I'activité
antibactérienne des huiles essentielles. Ces
résultats ont été déja rapportés par plusieurs
auteurs, notamment Hammer et al. [14]. Il est
bien connu que les espéces bactériennes n'ont pas
la méme sensibilité vis-a-vis d'un agent antibacté-
rien. De méme, dans une population bactérienne,
il peut exister des différences individuelles de
sensibilité. Ainsi, l'action antibactérienne est
parfois partielle et apres une diminution du
nombre de bactéries, il y a une reprise de la crois-
sance bactérienne. Malgré |'existence des zones
d'inhibition relativement faibles, nos résultats
montrent |'existence d'une activité antibacté-
rienne contre les trois souches testées, qui sont
des microbes pathogenes impliqués dans les
intoxications alimentaires, d'ou l'intérét d'estimer
les CMI. En effet, les trois souches testées ont
exprimé une résistance considérable vis-a-vis de
I'huile essentielle vue I'absence totale des halos
d'inhibition pour les trois souches. La méthode de
microatmosphére n'a pas été concluante pour
I'huile essentielle de I'écorce de mandarine, ceci
pourrait étre expliqué par le fait que les compo-
sants d'huile essentielle de Citrus reticulata ne
sont pas actifs. D'apres Kalemba & Kunicka [19], |a
sensibilité d'un microorganisme aux huiles essen-
tielles dépend des propriétés de I'huile essentielle
et du microorganisme lui-méme. Il est bien connu
que les bactéries a Gram' sont plus sensibles aux
huiles essentielles que les bactéries a Gram.
Plusieurs études testant |'activité inhibitrice des
huiles essentielles confirment ce phénoméne
[20,21]. Les interactions entre les agents émulsi-
fiants (Tween 20) et les constituants des huiles
essentielles représentent un facteur important
pour la mesure de leur activité antibactérienne car
elles peuvent diminuer |'activité antimicrobienne
[14]. L'absence de relation entre les trois métho-
des d'étude pourrait s'expliquer par
I'environnement ol se trouve I'huile essentielle
ainsi que le type de contact. Dans la méthode de
diffusion, les constituants actifs ont trouvé une
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difficulté pour diffuser sur la gélose, alors qu'avec
la méthode de dilution, les constituants actifs sont
en émulsion avec les ingrédients du milieu de
culture et sont donc en contact direct avec les
constituants du milieu de culture.

En revanche, dans la méthode des microatmos-
pheres, les molécules ne sont pas en contact direct
(état volatil).

Beaucoup de questions technologiques devraient
étre soulevées avant que de nouveaux conserva-
teurs naturels puissent étre considérés comme
additifs. Le mécanisme d'action, la solubilité et la
stabilité dans les aliments, |'impact sur la saveur ou
la couleur du produit et la concentration
appropriée requise sont importants pour les
industries alimentaires. Dans beaucoup de cas, des
antimicrobiens d'origine naturelle n'ont pas pu
répondre a certaines de ces questions (la solubili-
té, l'odeur et la couleur sont les limites les plus
communes).

Indépendamment des questions ou des préoccu-
pations mentionnées tout en recherchant de
nouvelles sources de conservateurs naturels, la
culture des plantes ou les conditions climatiques
devraient étre prises en considération. Ces fac-
teurs influencent la composition des plantes et
donc leurs propriétés. Néanmoins, la recherche
devraient se poursuivre pour trouver des sources
prometteuses d'antioxydants et d'antimicrobiens
ou effectuer des investigations détaillées, sur
I'optimisation des techniques d'isolement, sur des
études biochimiques vers la slreté des sources
nouvellement découvertes, et la disponibilité
biologique des composés actifs.

Conclusion

L'objectif de la présente étude est d'évaluerin vitro
I'activité antimicrobienne de ['huile essentielle
extraite des écorces de Citrus reticulate, afin de la
proposer comme agent aromatique et conserva-
teur dans les industries agro-alimentaires. L'huile
essentielle des zestes de Citrus reticulata a montré
une activité antibactérienne contre Bacillus cereus
plus élevée que celle de Staphylococcus aureus
ATCC 29213 et E. Coli ATCC 25922. La méthode des
microatmospheres a permis de constater
I'absence totale d'activité inhibitrice des compo-
sés volatiles de I'huile essentielle a une dose de
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5uL/boite. Les CMI obtenues de Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus ATCC 29213 et E.Coli ATCC
25922 sont del, 2 et>2%, respectivement.

Au vu de ces résultats, I'huile essentielle des écor-
ces de Citrus reticulata semble avoir un pouvoir
antibactérien non négligeable. Par conséquent, il
serait intéressant de tester cette huile dans les
aliments pour développer de nouveaux agents
antibactériens et pour empécher ou ralentir Ia
détérioration des denrées alimentaires.
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Les auteurs n'ont aucun conflit d'intérét vis-a-vis
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Olea europaea leave extracts and allopurinol alleviate oxidative stress in liver rats
induced by oxonate
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Résumé Introduction. Face aux limites thérapeutiques des médicaments
chimiques, le développement de la recherche sur les plantes médicinales a
été orienté vers l'obtention de phytomédicaments. Objectif. Ce
développement constitue une étape indispensable pour évaluer I'effet de
la protection d'Olea europaea et de I'allopurinol sur les changements
biochimiques et histologiques du foie des rats rendus hyperuricémiques
par |'oxonate. Matériel et Méthodes. Des rats témoins ont recu pendant 7
jours une injection intrapéritonéale (i.p.) quotidienne de NaCl a 0,9%. Un
groupe de rats a regu une injection i.p. d'oxonate de potassium (300 mg/kg
poids corporel (PC) (oxonate de potassium) et traité soit par I'allopurinol
10mg/kg PC (oxonate de potassium+allopurinol), soit par I'extrait d'Olea
europaea a une dose de 1500 mg de feuilles fraiches/kg PC (Oxonate de
potassium+Olea). L'acide urique, l'aspartate et I|'alanine amino
transaminases et la phosphatase alkaline, le taux de peroxydation
lipidique, I'activité antioxydante de la catalase, superoxyde dismutase et
glutathion peroxydase ainsi que I'histologie hépatique ont été étudiés.
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Résultats. Chez les rats hyperuricémiques traités par |'allopurinol ou par la
décoction de feuilles d'olive, une réduction est notée au niveau de la
peroxydation des lipides, de |'aspartate, de |'alanine amino transaminases,
de la phosphatase alcaline et des changements histopathologiques ont été
observés. Conclusion. Une amélioration plus prononcée est observée
chezlesrats traités avecla décoction d'Olea europaea que ceux traités avec
del'allopurinol.

Mots-clés: Rats hypoeruricémiques, Stress oxydatif, Foie, Feuilles d'Olea
europaea, Allopurinol

Abstract Introduction. Facing the limits of therapeutic chemical drugs,
the research development on medicinal plants has been directed towards
obtaining herbal medicines. Objective. This development was an essential
step in assessing the protection effect of Olea europaea and allopurinol on
biochemical and histological changes in the liver of hyperuricemic rats
induced by oxonate. Material and Methods. A control group received daily
an intraperitonealy injection (i.p.) of 0.9% NaCl for seven days. Another
group received i.p. injection of potassium oxonate (300 mg/kg body weight
(BW) (potassium oxonate) and either treated by allopurinol (10mg/kg BW
(potassium oxonate + allopurinol ) or fresh leaf Olea europaea extract at a
dose of 1500 mg /kg BW (potassium oxonate+Olea). Uric acid, aspartate
and alanine amino transaminase and alkaline phosphatase, lipid
peroxidation, antioxidant activities of catalase, superoxide dismutase and
glutathione peroxidase, and liver histology were assayed. Results. Our
results showed a reduction of lipid peroxidation, aspartate, alanine
transaminase, alkaline phosphatase and histopathological changes in
hyperuricemic rats treated with allopurinol or decoction of olive leaves.
Conclusion. There is a more pronounced improvement in rats treated with
decoction of Olea europaea than those treated with allopurinol.

Keywords: Hyperuricemic rats, Oxidative stress, Liver, Olea europaea
leaves, Allopurinol

Introduction

Hyperuricemia is one of the risk factors causing
gout. In addition, it has been demonstrated that
hyperuricemia is closely associated with other life
style related diseases. [1]. Uric acid is the final
metabolite of endogenous and food-derived
purine basesin humans.

Diet may play an important role in the
development of hyperuricemia and gout.
However, the association between dietary factors
and hyperuricemia remains unclear, and few
studies have investigated direct links between

food intake and hyperuricemia. Villegas et al. have
shown an association between high purine-
content foods and protein intake with the uric acid
level increase [2]. Hyperuricemia is one of the
most common and extensive metabolic diseases
in populations, characterized by high uric acid
levels in the blood, causing deposition of urate
crystals in the joints and kidneys. It is well known
as an important risk factor for gout arthritis,
nephrolithiasis, cardiovascular and renal diseases,
leading to hypertension [3].

Despite advances in the use of anti-hyperuricemic
agentsforthe treatment of hyperuricemia and
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gout, allopurinol a compound used frequently as a
xanthine oxidase (XOD) inhibitor could cause in 2%
of the users a severe hypersensitivity, an
agranulocytosis and aggravate renal toxicity by
impairing pyrimidine metabolism [4]. Therefore,
the available anti-hyperuricemic agents are
needed, especially medicinal plants [5].

The olive tree Olea europaea, belonging of
Oleaceae family, has been cultivated for more than
a thousand years in the Mediterranean regions.
Olive oil has been used for medicinal purposes [6].
In many countries, they are known as a folk remedy
for hypertension and diabetes [7]. It has been
traditionally used to cure rheumatic and neuralgic
diseasesin Lebenan [8] and also to alleviate muscle
and joint painin someregions of Iran [6].

Olive leaf extract could exert antinociceptive
effects on chemical and thermal models of pain
and influence morphine analgesic/hyperalgesic
properties in rats. Despite the number of papers
published on olive leaf extracts and the effects of
their constituents, there are no reports focused on
their effects on nociceptive threshold and their
analgesic activity. Previous studies have
demonstrated that olive leaf extracts have
analgesic property in chemical and thermal
nociceptivetestsin rats [6].

It is well known that oleuropein, hydroxytyrosol,
tyrosol and caffeic acid are the main compounds of
olive leaves, which are considered to be
responsible for their pharmacological effects.
Furthermore, olive leaves contain p-coumaric acid,
vanillic acid, vanillin, luteolin, diosmetin, rutin,
luteolin-7-glucoside, apigenin-7-glucoside, and
diosmetin-7-glucoside [9-11].

Recent studies suggested that olive leaf was a
significant source of bioactive phenolic
compounds compared to olive oil and fruits.
Identifying appropriate extraction methods were
thus animportant step to increase the yield of such
bioactive components from olive leaf [12].
Therefore, the aim of the present study was to find
a scientific basis that could support the use of Olea
europaea in medicine. In this study, the effects of
Olea europaea decoction were compared to
allopurinol, a standard non-steroidal anti-
inflammatory drug, in oxonate induced uricemic
rats.
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Materials and methods

Experimental design

Adult male Wistar rats, weighing 25015 g, were
purchased from the Central Pharmacy (The Society
of Pharmaceutical Industries, Tunisia). They were
housed at ambient temperature 22+3°C in a 12
hour light/dark cycle and a minimum relative
humidity of 40%. The animals had free access to
commercial pellet diet (Industrial society
optimized packaging, ISOP Sfax, Tunisia) and water.
The general guidelines for the use and care of living
animals in scientific investigations were followed
[13]. The handling of the animals was approved by
the Tunisian Ethical Committee for the Care and
Use of Laboratory Animals.

Rats were randomly divided in to four groups
(n=6). The control group received daily for seven
days i.p. injection of 0.9% NaCl. The (potassium
oxonate) group was intraperitoneally given
potassium oxonate at a dose of 300 mg/kg BW, as
reported by Liu et al. [14], then either treated by
allopurinol (10mg/kg BW) (potassium oxonate +
allopurinol) group or Olea europaea extract (1500
mg fresh leaf/kg BW) (potassium oxonate + Olea).
Allopurinol, an analog of hypoxanthine and a
common remedy to treat hyperuricemia was used
in our study in order to compare its effect with
those of Olea europaea extract.

Blood and liver samples

After 7 days of treatment, 6 fasted rats of each
group were sacrificed under anaesthesia by i.p.
injection of chloral hydrate. Serum samples were
drawn from blood after centrifugation at 3000 x g
for 15 minat4°C.

The liver was removed, rinsed with ice-cold saline
and kept at —20° C until analysis. Some samples
were homogenized in phosphate buffer (pH 7.4)
and centrifuged. The resulting supernatants were
used for biochemical assays. Other samples were
immediately fixed in Bouin solution for histological
studies.

Biochemical assays

Estimation of uric acid concentrations

Uric acid levels in serum and liver samples were
measured by the uricase colorimetric test using a
commercial reagent kit (Biomaghreb Diagnostic
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Ariana, Tunisia).

Biomarkers of liver injury

Serum aspartate and alanine amino transaminases
(AST and ALT) and phosphatase alkaline (PAL)
activities were measured using commercial kits
(Biomaghreb Diagnostic Ariana, Tunisia).

Lipid peroxidation assay

Liver lipid peroxidation was estimated colorimettri-
cally by measuring thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS) which were expressedinterms
of malondialdehyde content according to Yagi [15].
Supernatant (125uL) from liver homogenate was
mixed with 125uL of trichloroacetic acid in order to
precipitate proteins and after centrifugation at
1000g for 10 min at 4°C, 200 uL of the new super-
natant was mixed with 40uL 0.6 M HCl and 160 pL
of 20% thiobarbituric acid in Tris buffered Saline.
The mixture was heated at 80°C for 10 min, and
after cooling, the absorbance was read at 530 nm.
The amount of TBARS was calculated by using an
extinction coefficientof 1.56 x10°M "' cm ™.

Antioxidant enzyme activities

Superoxide dismutase (SOD) activity was estima-
ted according to Beyer and Fridovich [16]. The
reaction mixture contained 50 uL of tissue homo-
genate in potassium phosphate buffer (pH 7.8), 0.1
mM ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA), 13
mM methionine, 2 mM riboflavin and 75 mM Nitro
Blue Tetrazolium (NBT). The developed blue color
in the reaction was measured at 560 nm. Units of
SOD activity were expressed as the amount of
enzyme required to inhibit the reduction of NBT by
50% and the activity was expressed as units/mg
protein. Catalase (CAT) activity was assayed by the
method of Aebi [17]. Enzymatic reaction was
initiated by adding an aliquot of 20 pL of the
homogenized tissue and the substrate (hydrogen
peroxide, H,0,) to a concentration of 0.5 M in a
medium containing 100 mM phosphate buffer, pH
7.4. Changes in absorbance were recorded at 240
nm. The enzyme activity was expressed as pmol
H,0, consumed/min/mg protein. Glutathione
peroxidase (GPx) activity was measured according
to the method of Flohe and Gunzler [18]. The
enzyme activity was expressed as pumol of GSH
oxidized/min'g protein. Protein content in the

supernatant was determined according to Lowry
etal.[19]

Histopathological study in liver

Some portions of liver tissues were fixed for 48 hin
Bouin solution, dehydrated in an ascending graded
series of ethanol, cleared in toluene and embed-
ded in paraffin. Sections of 5-6 um thickness were
made by using a rotary microtome and stained
with hematoxylin and eosin (H&E) for microscopic
observations Gabe [20]. Six slides were prepared
from each group. All sections were evaluated for
the degree of liver injury. Each liver slide was
examined and assigned for severity of changes
using scores on a scale of none (-), mild (+), mode-
rate (++) and severe (+++) damages.

Statistical analysis

Results were reported as means * standard devia-
tion (SD) for at least 6 determinations throughout
the study. The results were analysed by one-way
ANOVA followed by the Duncan multiple range
test. The Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS 11.0 for Windows) software was used for
statistical evaluation. P< 0.05 was considered
significantly different.

Results

Serum and liver uric acid levels

Serum and liver uric acid concentrations were
increased significantly by 36 and 129 % respective-
ly in potassium oxonate rats compared to controls
(P<0.05) (Fig. 1). Allopurinol treatment of hyperu-
ricemic rats restored partially serum uricacid level.
Interestingly, a similar effect was observed in rats
receiving Olea europaea extract. Moreover, the
hypouricemic effect was more pronounced in
serum thaninliver content.

Biomarkers of liver injury

The activities of AST, ALT and PAL, increased
significantly by 26, 25 and 20 % respectively in
hyperuricemic rats compared to controls (P<0.05)
(Fig. 2). After treatment of rats by Allopurinol or
Olea europaea extract, these activities were
significantly decreased by 54, 48 and 36 % and by
20, 18 and 11%, respectively as compared to those
of potassium oxonate rats.
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Fig. 1. Uric acid levels in serum
treatment in hyperuricemic rats

= Potassium oxonate + oléa group

and liver tissue after 1 week of allopurinol or Olea europaea extracts

Values are means + SD of 6 rats. Comparison of means was performed by Duncan multiple range test with a
significant difference atp < 0.05: a : as compared to controls; b as compared to potassium oxonate rats.

Liver lipid peroxidation and antioxidant enzyme
activities

Liver TBARS values were significantly increased by
78% in potassium oxonate-induced hyperuricemic
rats when compared to controls (P<0.05). The
administration of Allopurinol or Olea europaea
significantly reduced the level of liver TBARS in
hyperuricemicrats (Fig. 3).

In potassium oxonate rats, antioxidant enzyme
activities of SOD, CAT and GPx increased,
respectively by 62, 45 and 62% when compared to
controls (Fig. 4). Allopurinol or Olea europaea
leaves decreased these enzyme activities. Indeed,
SOD, CAT and GPX activities were lowered by 49, 47
and 53% in uricemic rats treated with Allopurinol
and by 121, 91 and 90% when treated with Olea
europaea compared to those of untreated
hyperuricemic group.
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Liver histopathology assessment

In control group, normal liver histological aspect,
with distinct hepatic cells and sinusoidal spaces,
was observed (Fig. 5.A). Hyperuricemic rat
developed a significant hepatic damage as
compared to controls. Potassium oxonate
intoxication exhibited, in hepatocytes of dams,
several histopathological changes, such as marked
leucocytes infiltration, sinusoidal dilatation
(moderate peliosis) and granuloma inflammatory
disorders surrounded by few necrotic cells (Fig.
5.B).

The administration of allopurinol showed no
significant effect on reducing the injuries of liver
(Fig.5.C), whereas improved effect was obtained in
potassium oxonate-induced hyperuricemic rats
and tretaed with Olea europaea compared to the
control group (Fig. 5.D). The histopathological

changesare summarizedinthe Table.
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Fig. 2. Aspartate and alanine amino transaminases and phosphatase alkaline after 1 week of allopurinol or Olea
europaea extracts treatment in hyperuricemicrats

Values are means + SD of 6 rats. Comparison of means was performed by Duncan multiple range test with a
significant difference at p<0.05. a: as compared to controls; b: as compared to potassium oxonate rats.
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Fig. 3. Liver lipid peroxidation after 1 week of allopurinol or Olea europaea extracts treatment in hyperuricemic
rats

Values are means + SD of 6 rats. Comparison of means was performed by Duncan multiple range test with a
significant difference at p<0.05. a: as compared to controls; b: as compared to potassium oxonate rats.
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Values are means + SD of 6 rats. Comparison of means was performed by Duncan multiple range test with a
significant difference at p<0.05. a: as compared to controls; b: as compared to potassium oxonate rats.
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Fig. 5. Liver histological sections of adult rats: Controls (A), Potassium oxonate group (B), Potassium
oxonate+allopurinol (C), Potassium oxonate+Olea europaea (D)

Optic microscopy,; hematoxylin—eosin stain; magnification A, B, C, D: (x 400)
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Discussion

In this study, olive leaf extract were compared to
Allopurinol treatment in potassium oxonate
Wistar rats on oxidative stress and protective
effects against hyperuricemia.

Potassium oxonate a selective competitive uricase
inhibitor blocks the effect of hepatic uricase and
produces hyperuricemia in rodents [21]. Indeed,
potassium oxonate rats could serve as a useful
animal model of hyperuricemia to evaluate drugs
that affected serum uric acid levels and also to
evaluate the possible therapeutic agents in certain
disorders associated with abnormal uric acid
levels. Uric acid was generated when purine
catabolism of hypoxanthine and xanthine was
catalyzed by xanthine oxidase.

Inrecentyears, several data documented low rates
of adherence to gout medication treatments.
These facts suggest a major role for therapeutic
educationin patients with gout [22-23].
Allopurinol, often used in clinical drugs to decrease
uric acid levels, was assayed in the present study to
treat hyperuricemiainrats. The activity of xanthine
oxidase was inhibited by flavonoids, leading to
reduced synthesis of uric acid [24]. Despite
advances in the use of anti-hyperuricemic agents
for the treatment of hyperuricaemia and gout,
allopurinol as a frequently used xanthine oxidase

(XOD) inhibitor, could cause 2% of the users to
induce severe hypersensitivity and agranulo-
cytosis, and aggravate renal toxicity by impairing
pyrimidine metabolism [4]. Therefore, it is for
urgent need of available anti-hyperuricemic
agents, especially medicinal plants [5,25]. Around
the world, millions of people use medicinal plants
as a part of traditional medicine for a large range of
medical disorders [26]. Olive tree (Olea europaea
L.) leaves have been widely used for traditional
remedies in European and Mediterranean
countries such as Greece, Spain, Italy, France,
Turkey, Israel, Morocco, and Tunisia. They have
been used in the human diet as an extract, an
herbal tea, and a powder. These leaves also
contain many potentially bioactive compounds
that may have antihypertensive, anti-atherogenic,
anti-inflammatory, hypoglycemic, hypocholeste-
rolemicand antioxidant properties [11-12,27].

We demonstrated that in the hyperuricemic
model, olive leaf extracts fully prevented the uric
acid increase compared with the control group.
This is most likely due to the characteristics of
absorption or the metabolism of the compounds
responsible for the effect after oral administration
in vivo. Thus, the present study suggested that
olive tree could be more useful to treat gout
attacks, than allopurinol.

Table. Grading of the histopathological changes in liver sections of Controls, Potassium oxonate,
Potassium oxonate+allopurinol, and Potassium oxonate+Olea europaea rats

Groups Leucocytes Sinusoidgl dilatation  Granuloma inflammatory  Necrosis
infiltration (peliosis) disorders

Control -

Potassium oxonate ++ ++ +++ ++

Potassium oxonate + + +

allopurinol

Potassium oxonate + + +

Olea europaea

[Scoring was done as follows: none(-), mild(+), moderate(++) and, severe(+++) damage]
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Drugs frequently used to treat gout, such as
allopurinol, probenecid, benzbromarone,
sulfinpyrazone, and colchicine, often caused
secondary effects [28]. Therefore, such phytoche-
micals, containing flavonoids, may be considered
as another choice to treat hyperuricemia and gout.
found to inhibit xanthine oxidase activity, which
reduced uric acid, but their side effects were not
studied [29]. The present study demonstrated that
Olea europaea effectively lowered serum uric acid
level, which was the key factor for preventing gout.
Flavonoids and other phytochemicals have been
found to inhibit xanthine oxidase activity, which
reduced uric acid, but their side effects were not
studied [29]. The present study demonstrated that
Olea europaea effectively lowered serum uric acid
level, which was the key factor for preventing gout.
Drugs reducing uric acid levels were agents usually:
uricolytic which promoted the excretion of uric
acid or uricostatic agents which arrested the
synthesis of uricacid agents.

The bioactive compounds in traditional plant
reduced uric acid through inhibiting xanthine
oxidase. Here, Olea europaea inhibited the uric
acid synthesis by a different mechanism than
allopurinol. We found that Olea europaea
significantly lowered uric acid involving uric acid
excretion. This result seemed independent of the
human mechanism to reduce uric acid and thus
suggesting possible new treatment options for
patients with gout [30]. Olea europaea may be
able to prevent gout arthritis. Although previous
studies have indicated that the flavonoids can
inhibit xanthine oxidase activity, some in vitro
experiments have found that flavonoids have
minimal or no xanthine oxidase activity. They fail to
reduce uric acid and may have limited
effectiveness [31]. Antioxidants can potentially
decrease serum uricacid levels [32].

We therefore postulate that olive leaf extract
exerted an anti-toxicity effect. The olive (Olea
europaea) plant belongs to the Oleracea family,
and its leaves and oil are used for medicinal
purposes. Furthermore, olive leaf extract has anti-
oxidant and anti-inflammatory properties [33].
oxidant and anti-inflammatory properties [33].
Like many natural herbs, olive leaves are also
known to be an antioxidant and contain some of
the most powerful known antioxidants [34]. Olive

48

leaf extracts were showin real promise in both of
these areas. In animal and basic laboratory studies,
olive leaf extracts and oleuropein have been found
to lower blood sugar through several mechanisms
[35-36]. Indeed, a slow digestion of starches in
simple sugars, a slow absorption of these sugars
from the intestine, and increased glucose uptake
by tissues from the blood were observed ™.
Moreover, tissue protection from the oxidant
damage caused when glucose binds to proteins in
the process called glycation were also observed
[35].

In our experimental conditions, hyperuricemia
was accompanied by a high marked oxidative
impact as evidenced by the significant increase of
hepatic lipid peroxidation and antioxidant
enzymes including SOD, CAT, and GPXactivitiesand
liver damage biomarkers. Relationship between
hyperuricemia and biomarkers of liver damages,
including aspartate, alanine amino transaminases
and phosphatase alkaline was indicated.

Since, the olive leaves have been recommended in
the literature as a remedy for the hyperuricemia
treatment due to their antioxidant agents
compounds. The high levels of TBARS suggested a
cell aggression by free-radicals and reactive
oxygen species resulting from uric acid toxicity and
could be partly responsible for the oxidative stress
and liver injury. The administration of Allopurinol
or Olea europaea significantly decreased the levels
of TBARS in the liver of the potassium oxonate-
induced hyperuricemicrats. Studies demonstrated
that plants reduced inflammation and aging, and
inhibited free radical activity [27,37].

Our histological studies substantiated liver
dysfunction. Nevertheless, rats treated with
oxonate developed a significant hepatic damage as
compared to controls. Free radical formation
during the metabolism of uric acid by hepatic
microsomes, caused lipid peroxidation of the
cellular membrane leading to the necrosis of
hepatocytes. An ameliorative effect was obtained
in hyperuricemic rats treated with olive leaves
decoction.

The present study is the first to demonstrate that
Olea europaea has a significant antioxidant and
anti-uricemic effects in oxonate-induced
hyperuricemic rats. This study confirms the fact
that olive leaves decoctionis a basiccomponentin
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folk medicine. Further studies on this species may
yield fruitful results and isolation of some active
constituents may lead to the provision of new
drugs for treatment of hyperuricemia and gout.
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INSTRUCTIONS AUX AUTEURS
2014

el

La revue intitulée "Nutrition & Santé" est un périodique semestriel, qui publie des articles en frangais et également en
anglais. Elle publie particulierement toute étude originale ayant traitala:

- Connaissance de |'alimentation, diététique et nutrition

-Sciences alimentaires

- Physiopathologie métabolique et cardiovasculaire

-Santé

- Phytothérapie

- Biotechnologies
mais aussi des revues générales, des mises au point, des communications bréves et des « libres opinions » ou des «
lettres alarédaction se rapportant a des sujets d'actualité traités dansla revue.

1. REGLES DE PUBLICATION

1.1. Tout manuscrit envoyé a la revue est soumis a relecture. L'approbation du Comité de rédaction, aprées modifications
éventuelles, est nécessaire pour la publication de I'article. 1.2. Les articles ne doivent pas avoir été publiés antérieure-
ment, ni étre publiés simultanément dans une autre revue.

1.3. Le fait de soumettre un article sous-entend que le travail décrit est approuvé par tous les auteurs. En cas
d'acceptation, il ne fera I'objet d'aucune autre publication en |'état, que ce soit en francgais ou dans toute autre langue,
sans le consentement écritde |I'éditeur.

Recommandations d'ordre éthique

L'auteur principal accepte la responsabilité du manuscrit soumis a la revue "Nutrition & santé", au nom des co-auteurs.
Les co-auteurs reconnaissent, par leurs signatures au bas de la lettre d'intention, la qualité de leur participation a la
rédaction du manuscrit.

1.4. Sides extraits d'autres travaux ou documents sous copyright sontinclus dans I'article, les auteurs doivent fournir une
autorisation écrite émanant des détenteurs du copyright et citer les sources de la publication princeps dans I'article.

1.5. Les travaux soumis doivent étre conformes aux lois en vigueur sur I'expérimentation biomédicale et aux recomman-
dations des comités d'éthiques.

1.6. Enfin, la revue suit les pratiques internationales relatives aux conflits d'intérét, en rapport avec les publications
soumises. Les auteurs sont priés de respecter les regles de fond et de forme rappelées ici.

2.SOUMISSION DU MANUSCRIT

Soumission par e-mail

Les manuscrits (texte, tableaux et figures compris) doivent étre adressés par courrier électronique a la rédaction de la
revue "Nutrition & santé" al'adresse suivante :

nutrition-sante@san-dz.org

Joindre en piéces attachées:

-une lettre al'éditeur

-un fichier pour le manuscrit complet (avec les figures et tableaux)

Tout manuscrit doit étre soumis en format Word.

Informations générales
La revue "Nutrition & Santé" offre, a ses lecteurs, différentes rubriques. Les auteurs sont priés d'indiquer sous quelle
rubriqueils souhaitent publier leur manuscrit, la Rédaction se réservant I'affectation définitive du manuscrit.

- Les articles originaux : Les articles originaux ne peuvent excéder 20 pages et comportent : un résumé en francais et en

anglais de 250 mots maximum, il ne doit pas dépasser 45 000 caracteres (espaces compris) (env. 20 pages, 25 lignes par
page, endouble interligne), bibliographie et remerciements inclus. Le nombre de références bibliographiques ne devrait



pas excéder 40.

- Les articles de synthese : Ces articles ont pour but de présenter une mise au point des connaissances, de souligner les
acquisitions récentes, de bien montrer comment vont de pair les progrés en biologie et en médecine et, enfin, d'attirer
I'attention sur les questions encore non résolues. Les articles ne devraient pas excéder 20 pages (non compris les
références, les schémas, les tableaux et leurs légendes). Chaque article doit comporter un résumé en francais et en
anglaisinformatif d'environ 30 lignes, ainsi que les mots clés correspondants (3 a 6) servant a référencer l'article dans les
bases de données. Les auteurs pour lesquels I'anglais n'est pas familier sont vivement encouragés afaire relire leur texte
par des experts en la matiere.

Les éditeurs seréservent le droit d'apporter des corrections s'ils I'estiment nécessaire.

Les articles pourront comporter jusqu'a 6 illustrations, tableaux ou figures.

Les références bibliographiques ne doivent pas prétendre a |'exhaustivité mais plutot a la sélectivité.

- Le point sur... Cette rubrique est destinée a faire le point sur un sujet technique ou d'actualité et a mettre en perspec-
tive les articles de synthése qui y sont consacrés. Le texte manuscrit comprend environ 5 pages dactylographiées et 10
références bibliographiques. Il est rédigé surinvitation de la Rédaction. Résumé et abstract en anglais ne sont pas requis.
Les autres regles applicables pour la soumission de ces communications breves demeurent identiques a celles mention-
nées dans PRESENTATION DU MANUSCRIT, notamment s'agissant des mots clés et keywords.

- Les bréves rapportent une information récente ayant fait I'objet d'une ou de plusieurs publications. Elles sont limitées a
2 pageseta 5 références

3. PRESENTATION DU MANUSCRIT

Une page comporte, en double interligne, 60 caracteres par ligne, 25 lignes par page (soit environ 1500 caractéeres par
page). Sauf accord de la rédaction, les manuscrits ne doivent pas dépasser 45 000 caractéres (espaces compris), biblio-
graphie incluse. Ils comportent :

3.1. Une page de titre donnant le titre long de I'article (Calibri 12, Gras), aussi précis que possible et sa traduction en
anglais. Les auteurs : Prénom (s) (en toutes lettres) et noms des auteurs, I'adresse et les coordonnées (téléphone, mail)
du responsable de la correspondance et des co-auteurs (Calibri 12, italique). Aucune abréviation ne doit étre men-
tionnée dansetitre.

3.2. Une 2°™ page avec un résumé en frangais (Calibri 12, normal, maximum 250 mots), structuré en introduction,
objectif, matériel & méthodes, principaux résultats et conclusions du travail. Le résumé sera suivid'une liste de 3 a 7
mots-clés. Toute abréviation doit étre explicitée a sa premiére apparition dans le texte.

3.3.Une 3*™ page avec un « abstract » en anglais, qui est latraduction du résumé en frangais, suivi de 3 a 7 « keywords ».
3.4. Un texte (Calibri, 12, normal) avec Introduction (permettant au lecteur, méme non spécialiste, de connaitre
I'orientation et I'étendue de I'article, Matériel & méthodes, Résultats, Discussion et Conclusion.

3.5. Remerciements

Les personnes citées en remerciements doivent en étre informées et avoir donné leur accord.

3.6. Conflitsd'intérét

Tous les auteurs doivent déclarer toutes les relations qui peuvent étre considérées comme ayant un potentiel conflit
d'intérét en lien avec le texte publié. Un conflit d'intérét existe quand un auteur et/ou un co-auteur entretient des
relations financieres ou personnelles avec d'autres personnes ou organisations susceptibles d'influencer ses jugements
professionnels concernant une valeur essentielle (bien du patient, intégrité delarecherche...). Dans le fichier de I'article,
a la suite des remerciements et avant les références, la déclaration des conflits d'intérét liés a I'article doit figurer. Les
principaux conflits d'intérét sont les intéréts financiers, les essais cliniques, les interventions ponctuelles, les relations
familiales...

3.7.Références bibliographiques

Les auteursassument la responsabilité de I'exactitude des références bibliographiques.

3.7.1. Citations dans le texte.

Chaque référence appelée dans le texte est présente dans la liste bibliographique (et inversement) et numérotée et
appelée par ordre d'apparition.

Les résultats non publiés et les communications personnelles ne doivent pas figurer dans la liste bibliographique, mais
pourront étre mentionnés dans le texte. La citation d'une référence comme étant « a paraitre » (« in press ») sous-
entend que celle-cia été acceptée pour publication, et doit dans ce cas figurer dans la liste bibliographique.

3.7.2. Citations et listes de références sur Internet

Les références a des publications sur Internet doivent étre incluses dans la liste bibliographique, et par conséquent



appelées dans le texte. Dans la liste bibliographique, I'URL compléte doit é&tre donnée au minimum, suivie de la date de
consultation : accédée le... Toute information complémentaire, si elle est connue (noms des auteurs, dates, référence a
une publication source, etc.) doit également étre indiquée.

3.7.3. Liste bibliographique

La liste des références en fin d'article est numérotée par ordre de citation dans le texte (et nondans I'ordre alphabétique
des noms d'auteurs). Toutes les références de la bibliographie doivent correspondre a des références citées dans le
texte, et vice versa. Le style et la ponctuation des références doivent étre conformes aux modeles illustrés dans les
exemples suivants:

— référence a un périodique : Ferriéres J., Bongard V., Dallongeville J. Consommation de produits laitiers et facteur de
risque cardiovasculaire dans|'étude MONICA. Cah Nutr Diet 2006;41:33-8.

— référence a un ouvrage : Moneret-Vautrin DA., Kanny G., Morisset M. Les allergies alimentaires de |'enfant et de
I'adulte. Paris: Masson; 2006, p. 1-228.

—référence a un chapitre d'ouvrage : Fischler C. La régulation sociale des conduites alimentaires. In : Samuel-Lajeunesse
B, Foulon C, editors. Les conduites alimentaires, Paris : Masson; 1994, p. 8-21.

3.8. Figures et tableaux

Les tableaux et figures sont la pour faciliter la compréhension des résultats ou des méthodes. lls sont un complément
indispensable du texte, mais ne doivent pas étre redondants. Tableaux et figures sont placés dans le texte a proximité de
leur lieu d'appel. Les tableaux et les figures sont numérotés séparément, par un chiffre arabe. Chaque figure ou tableau
comporte un titre et une légende. Les notes de bas de tableau ou de figure sont placées sous le corps du tableauou de la
figure, signalées par une lettre minuscule en exposant. Les filets verticaux doivent étre évités sur les tableaux. Les
tableaux doivent étre en nombre réduit et leur dimension ne doit pas dépasser la largeur d'une page A4. Les figures
doivent étre d'une taille suffisante pour pouvoir étre lues. Afin de faciliter les comparaisons, I'échelle et le figuré des
figures devront demeurer constants pour un méme type de figures. L'utilisation des couleurs n'est pas recommandée
dansle manuscrit et devra se limiter a l'indispensable.

4. ACCEPTATION DU MANUSCRIT

Les articles sont soumis au Comité de rédaction qui recueille I'avis motivé de deux membres du comité scientifique de la
revue, ou d'experts choisis pour leur compétence et leur expertise en la matiere. Une notification est adressée a I'auteur
correspondant etdans un délaide 12 semaines, les auteurs sont informés du refus ou de I'acceptation avec modification.
Dans ce dernier cas, les auteurs devront resoumettre le manuscrit modifié dans un délaid'un mois.

5. MISE EN PRODUCTION, CORRECTION D'EPREUVES, TIRES A PART, DEMANDE DE REPRODUCTION

En cas de reproduction partielle ou totale, dans le manuscrit, d'un document ou d'une illustration déja publiés,
I'autorisation écrite de I'éditeur et des auteurs doit étre impérativement fournie.

Le manuscrit regu par I'éditeur est considéré comme étant fourni dans sa forme finale. Il sera envoyé en format PDF par
courrier électronique a I'auteur, pour vérification du travail de composition et d'édition. Aucune modification impor-
tante ou addition par rapport au manuscrit accepté n'est autorisée a ce stade. Seules les corrections typographiques et
orthographiques seront prises en compte. Larelecture des épreuves reléve de la seule responsabilité des auteurs.

Le comité de rédaction s'efforce de corriger et de publier les articles aussi rapidement et soigneusement que possible.
Pour ce faire, la coopération des auteurs est indispensable. Apres réception des épreuves en fichier PDF, 'auteur
retournera toutes ses corrections en un seul envoi sous un délai de 7 jours. Aucune correction ultérieure ne sera pos-
sible. Lors de la mise en production du manuscrit accepté pour publication, I'éditeur enverra a l'auteur correspondant un
formulaire de transfert de droits par courrier électronique, qui sera ddment complété et signé par I'auteur responsable
de l'article pour le compte de tous les auteurs, puis retourné a I'éditeur dans les plus brefs délais. L'auteur recevra une
version électronique enformat PDF dés la parution de son article.

Les instructions aux auteurs sont disponibles sur le site : www. nutrition-sante.dz



devenez membre de la san sur

WWwWWw.san-dz.org

Adhésion

Les avantages de |’adhésion

-Vous bénéficiez de réduction sur les frais d ‘inscription a nos congres, journées scientifiques ou de
formation

-Vous avezacces a larevue de la SAN « Nutrition & santé »

-Vous recevez toutes les informations sur la Nutrition, |’alimentation et la santé
-Vous avez acces al’annuaire et al ‘espace des membres de la SAN sur www.san-dz.org

Comment adhérer

- Vous devez disposer de deux lettres de parrainage motivées et signées de membres de la SAN et les
adresser en méme temps que lademande d’adhésion et un CVselonle modele

(CV pour membre titulaire ou CV pour doctorant) par voie électronique: soc.nutrition.dz@gmail.com
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