


REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
MINISTERE DE L'ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE
SCIENTIFIQUE
UNIVERSITE ABOU BAKR BELKAID-TLEMCEN
FACULTE DES SCIENCES DE LANATURE ET DE LA VIE ET DES
SCIENCES DE LA TERRE ET DE L’UNIVERS

R

I’F‘eolonul

Département de Biologie

Laboratoire Physiologie, Physiopathologie et Biochimie de Nutrition

,"_."_-'-‘-'- MEMOIRE E

En vue de I’obtention du diplome de Master en biologie

Option : physiologie cellulaire et physiopathologie

Etude in vitro des activités anti-hémolytiques et anti-inflammatoires des extraits du grignons d’olive

Présenté par :

Mlle Boulenouar Sara Mille Lakehal Imane

Soutenu le : 25/06/2020

Devant le jury composé de :

Présidente : Mme LOUKIDI B. MCA Université de Tlemcen
Examinatrice : Mme MEDJDOUB A. MCB Université de Tlemcen
Promotrice : Mme GUERMOUCHE B. MCA Université de Tlemcen

Année universitaire : 2020-2021






Dédicace

Je dédie ce modeste travail accompagné d’un profond amour a :

Mon cher pere, Mustapha Lakehal, source de vie et de joie, pour son soutien et son

encouragement.

Ma trés chére et douce mere, Zohra Lakehal, source de bonheur, pour son amour et ses

sacrifices.
Mon cher frére Boubaker pour son précieux soutien et ’amour qu’il me réserve.

Ma sceur Amina, je n’oublierais jamais son encouragement et son soutien le long de mes

études
Mon frére Mohamed
Ma chére niece kawthar
Mes chers petits neveux : Houssam, Fares.
Ma chere bindme Boulenouar Sara et a toute sa famille.
Ma belle-famille pour leur soutien tout au long de ces années
Puisse Dieu vous donne santé, bonheur, courage et surtout réussite.

LAKEHAL IMANE



Dédicace

A mes chers parents, pour tous leurs sacrifices, leur amour, leur tendresse, leur
soutien et leurs priéres tout au long de mes études,

A ma sceur, Ikram pour leurs encouragements permanents, et leur soutien moral,
A mes chers fréres, Toufik et Mohammed, pour leur appui et leur
encouragement,

A toute ma famille pour leur soutien tout au long de mon parcours universitaire,
Que ce travail soit I’accomplissement de vos veeux tant allégués, et le fruit de
votre soutien infaillible,

Merci d’étre toujours la pour moi.



Remerciements

Ce travail est I’aboutissement d’un dur labeur et de beaucoup de sacrifices

Nos remerciements vont d’abord au Créateur de I'univers qui nous a dotées

d’intelligence

Notre gratitude s’adresse a Dr Guermouche Bouayad Agha Baya Maitre de
conférence A Membre du laboratoire PPABIONUT Physiologie, Physiopathologie et
Biochimie de la Nutrition Faculté SNVTU, Université Abou Bekr Belkaid , pour son
encadrement, son orientation, ses conseils et la disponibilité qu’elle nous a témoignée

pour nous permettre de mener a bien ce travail.

Nous exprimons nos profonds remerciements a notre adorable Co-encadreur
doctorante Melle Badi Zoulikha pour accepter de diriger et de Co-encadrer ce travail
et pour ses compréhensions, ses conseils et ses aides, pour ses gentillesses et ses

orientations efficaces.

Nous exprimons nos sinceres remerciements a Mme loukidi Bouchra qui a

accepté de présider et de juger ce travail de Master.

Aussi nous remercions Mme Madjdoub Amel de bien vouloir accepter d’examiner

ce travail.

Enfin, on remercie tous ceux qui nous ont aidés de pres ou de loin dans 1’¢élaboration

de ce travail.

Lakehal Imane

Boulenouar Sarra.



Liste des Figures

Figure 1 : Le fruit de POlIVIeT. .. ...eiuii e 05
Figure 2 : Structure dunoyau phénol........ ..., 12
Figure 3 : Squelette de base des flavonoTdes.............coooveiiiiiiii 13
Figure 4 : Structure de la membrane érythrocytaire.................ocoooiiiiiiiiiiiiieenn, 16
Figure 5 : Les échanges de la membrane €rythroCytaire. ..........coceoeveenennenieneise e 17
Figure 6 : Grignon d’olive en poudre fine..............oooiiiiiiiiii e 19
Figure? : La filtration de la macération de grignon d’olive................coooiiiiiiiinin... 20
Figure 8 : Photographie du Rotavapor Utilisé..............coooiiiiii i 20
Figure 9 : Extraits de grignon d’olive aprés séchage...............cooviiiiiiiiiii i, 21
Figure 10 : Pourcentage d’hémolyse des globules rouges par I’acide gallique............... 26

Figure 11 : Pourcentage d’hémolyse des globules rouges par 1’extrait méthanolique des
GEIZNONS A’ 0IIVE. ..ttt e 26
Figure 12 : Pourcentage d’hémolyse des globules rouges par 1’extrait éthanolique des
GIIZNONS A’ 0IIVE. L.t e e 27

Figure 13 : Pourcentage d’hémolyse des globules rouges par 1’extrait éthanolique et

méthanolique des grignons d’OliVe.........o.oiiii i 27
Figure 14 : Comparaison des pourcentages d’hémolyse des globules rouges entre 1’acide

gallique et les extraits méthanolique et éthanolique des grignons d’olive...................... 28
Figure 15 : Activité anti-hémolytique de I’acide gallique et du Diclofénac................... 29

Figure 16 : Activité anti-hémolytique des extraits méthanolique et éthanolique des grignons



Figure 17 : Comparaison de I’activité anti-hémolytique entre I’acide gallique et les
extraits méthanolique et éthanolique des grignons d’olive..............ccoooiviiiiiiiininni. 30

Figure 18 : Comparaison de I’activité anti-hémolytique entre le Diclofénac et les extraits

méthanolique et éthanolique des grignons d’olive...............ooiiiiiiiiiii i, 31
Figure 19 : Inhibition de la dénaturation protéique par le Diclofénac............................ 32

Figure 20 : Inhibition de la dénaturation protéique par les extraits méthanolique et

¢thanolique des grignons d’OlIVe. ... ..o e 32
Figure 21 : Comparaison de I’inhibition de la dénaturation protéique par le Diclofénac et

les extraits méthanolique et éthanolique des grignons d’olive..............cooooviviiiiinininn.. 33



Tableau 1 :

Tableau 2 :

Tableau 3 :

Tableau 4 :

Tableau 5 :

Tableau 6 :

Tableau 7 :

Liste des Tableaux

Classification botanique de Polivier..........c.ooeviiiiiiiiii e 04
Les différents composants du grignon d’olive .............ooooiiiiiiiiiiiiin.n. 07
Composition chimique indicatif des différents types de grignon .................. 08
Caractéristiques des constituants pariétaux des grignons ........................... 09
Caractéristiques de I’huile brute de grignon................coeiiiiiiiiiiiiiannns 11
Les étiologies de I'inflammation ... 15

Rendements de la macération du grignon d’olive dans différents solvants........ 25



Liste des abréviations :
GO : grignon d’olive.
GRh : globule rouge.
Hb : hémoglobine.
PP : les polyphénols.
CP : les composés phénoliques.
AINS : anti-inflammatoire non stéroidiens.
AGMI : acide gras mono insaturés.
AGPI : acide gras polyinsatures.
SOD : Superoxy de dismutase
CAT : catalase.
GPX-PX : Glutathion peroxydase
Ca2+ : calcium.
Nacl : chlorure de sodium.
K+ : potassium.
KOH : bicarbonate.
H3PO4 : acide phosphoriue.
CT : cholesterols totales.
TG : triglycérides.
AG : acide gras.
ROS : espéces réactives oxygenés.

SBA : albumine sérique bovine.
ATPase : pompe sodium-potassium.
CO2 : dioxide de Carbone.

LDH : lactate déshydrogénase.

CK : créatinine kinsase.



Sommaire

INTRODUCTION

SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

0 74 1) PN 03
1. description du vEgeétal ....... ..ot 03
N 111 7o) 4 1o | [ 03
3. Classification botanique de PoliVIer ..........c.oiieiiiiiiiiiiiieeieeeee, 04
4. Le fruit (POLIVE) «.ueneie e 05
Généralités sur les sous-produits de ’oléiculture .................cooooviiiiiiiiin.., 05
1. Production oléicole en AIErie ...........oiiiiiriiiiii i 05
2. HUile d’0liVe ..o 06
3. Extraction d’huile d’0live ..........ooiiiii 06
4. Les sous-produits de ’oléiculture ............oooeiiiiiiiiiiiiii e 06
4.1. Déchets liquides (MArgines) ..........c.eveeriirinrineaniariieeie et aneenenanens. 06
4.2. Déchets solides (grignons d’0live) ...........ccoiviiiiiiiiiiiiiiiiiiiaieannans 06
Grignon d’0lIVE ... 06
L DAFINIEION L.eete e e e 06

2. Types de grignon d’olivVe .........ooviuiiniiiiiiii e 07
2.1, LeSgrignons BrULS .........ouirintit ittt e 07
2.2. LeS grignomns €PUISES ........eiuiirit ittt 07

2.3. Les grignons issus des huileries modernes .............ccooovveiiiiiiiiiiinnnn.. 07

2.4. Le grignon partiellement dénoyauté ..............ccooveiiiiiiiiiiiiiiiiiienn... 07

3. Valorisation du grignon d’0lives ..........c.cooeiiiiiiiiiiii e 07

3.1. Caractéristiques de grignon d’olive ............cooviiiiiiiiiiiiiieeane, 07
3.1.1. Caractéristiques physique du grignon d’olive ..............c.ooviini 07
3.1.2. Caractéristiques Chimiques des grignons d’olives ......................... 08

4. Utilisations concurrentielles des grignons ..............oeveeiiriiineenannnnnn. 10

4.1. Utilisation des grignons comme combustible ....................ccooiiill. 10

4.2. Utilisations possibles de la coque ............cocveviiiiiiiiiiii 10

4.3. L’extraction d’huile restante ..............coooieiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 10

A4, SAVOM ..ttt 11

4.5, Charbon actif .........oooeiiiiii 11

4.6. Ingrédient des matériaux de construction .................coeeviiiiiiiinen.n. 11



IV.  LeSPOlYPhENOIS ... oo 12
Lo DEFINILION ..ot e 12
1.1 Les acides PhenOlIqUES .. ....virieetitiit e e ee e 12
1.2 Les flavonoides ......ouuiniineii i e 13
1.3 LS TANINS ettt et e 13
i B 1T 1 U T PN 13
2. Les effets biologiques des polyphénols ... 13
2.1.Effet antioXydant ...........c.oiiiriiiiiiiii e 13
2.2.Effet des polyphénols sur les muscles lisses ............cocooeevviiiiiiininn.. 13
2.3.Activité anti-inflammatoire .................oooiiiiii i 14
2.4 ACHIVITE ANTICANCEIBUSE ....\ntteett ettt 14
2.5.Polyphénols et les maladies cardiovasculaires ................ccoveeeeeennen.. 14
2.6.Polyphénols et les maladies hormono-dépendantes ..................c......... 14
V. Lnflammation ... 14
1. L’inflammation et la dénaturation proté€iques ............ccevvvieiriinniieiennennnnnns 15
VI, Processus A’hemOLySe ......couiiuiiiiiii i e 16
1. Lamembrane érythroCytaire ............coooviiiniiniiiii e 16
2. Echanges membranaires du globule Rouge ... 16
3. HEMOLYSE oo e 17
4. Hyper-hmMOIYSe ... 18

MATERIELS ET METHODES

Préparation des extraits des grignons d’olive ..............cccooiiiiiiiiiiiiiie, 19
1. Préparation du matériel VEgEtal ..ottt 19.
2. Extractions hydro-alcooliques ............coiiiiiiiiii 19

Détermination, in vitro, de I’activité anti-hémolytique, anti-inflammatoire du grignon

4 B0 A 21
1. Préparation de la suspension des globules rouges humains (GRH) ............. 21
2. Test de CytotoXiCité des extraits ............coeviririiiiiiiiieeeeeeee e 22

3. Evaluation de I'activité anti-hémolytique ...............ocoeviiiiiiiiiiininnn. 22



4. Evaluation de I’activité Anti-inflammatoire ..o, 23

RESULTATS ET INTERPRETATION

1. Rendements d’extraction des composés phénoliques du grignon d’olive ............ 25
2. Etude des activités biologiques in vitro des extrais de grignon d’olive .............. 25
2.1.Test de CYtOtOXICItE. ... ..ot 25
2.2.Test anti-hémolytique (stabilisation membranaire des globules rouges) des extraits
bruts des grignons d’0live. ........oooiiiiiiii e 28
2.3.Activité anti-inflammatoire des extraits des grignons d’olive .................... 31
DISCUSSION ..o e e e e 34
CONCLUSION L. 38

REFERENCES BIBLIOGRAHIQUES ... ... e 39



Introduction



Introduction

I. Introduction :

La culture de I’olivier est concentrée dans le bassin méditerranéen qui représente 98 % de la
surface et des arbres en production et 97 % de la production totales d’olive. L'importance de
la production oléicole mondiale peut étre illustrée par les 600 millions d'arbres qui occupent 7
millions d’ha et produisent annuellement quelque 8,4 millions de tonnes d'olives.

(Nefzaoui, 1988).

L’olive est le fruit de ’olivier (Olea europaea L.) (COI, 2011) contenant de I’oleuropeine, ce
qui justifie I’amertume qu’il dégage a I’état frais. L’olive atteint son poids maximal apres 08
mois suivant la période de floraison et subit des modifications physiologiques et des
Changements de couleur indiquant sa maturite et son développement morphologique final
(Bouaziz et al., 2004)

L’huile d’olive est un aliment naturelle équilibré en sa composition chimique est I'une des
huiles végétales les plus anciennes et la seule qui peut étre consommeée sous sa forme brute
sans traitement prealable (Boskou, 2006). Les effets bénéfiques de I’huile d’olives vierge ont
été attribués a sa teneur elevée en AGMI, particuliérement I’acide oléique, et ses composés
mineurs tels que les CP, les tocophérols et les caroténoides (Visioli et Galli, 1998).

Donc est une huile Gourmet, trés agréable pour la cuisine, un ingrédient excellent et
inégalable pour une alimentation saine ou un plan de perte de poids, car elle inhibe
I'accumulation de matiére adipeuse dans la zone abdominale (Benlemlih et Ghanam, 2012).
Au cours de ces dernieres années, 1’intérét porté sur les CP de I’huile d’olive a augmenté a
cause de leurs activités biologiques potentielles, jouant ainsi un réle important dans la santé
humaine (Laribi, 2015).

L'industrie oléicole, en plus de sa production principale qui est I'huile (huile d'olive vierge et
huile de grignons) laisse deux résidus: l'un liquide (les margines) et l'autre solide (les
grignons). De plus, I’olivier, a travers la taille (annuelle, bisannuelle, de rajeunissement, etc.)
engendre des feuilles, des brindilles et du gros bois.(Nefzaoui,1988).

La valorisation de ces résidus est devenue une nécessité pour éviter une pollution de plus en
plus sérieuse, contribué a amélioration de la rentabilité de secteur et contribué a combler les
déficits fourragers surtout des pays de sud de la méditerranée.

Les champs d’application des sous-produits de I
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Olivier sont nombreux et variés. Les possibilités suivantes peuvent étre évoquées :

Utilisation des grignons comme aliments pour le bétail, combustible ou pour d’autres fins
industrielles, dans le tannage des peaux, Il est encore en service dans quelques petites
tanneries a vocation touristique. Utilisation des grignons et des margines comme fertilisants
ou comme matiéres premieres pour la production de biogaz, de protéine unicellulaire et voir
méme d’antioxydants.(Sebban,2004 ; Nefzaoui, 1991).

D’autres utilisation des GO dans le domaine thérapeutique, ils ont exercent des effets
hypolipémiants en abaissant les taux sériques de CT, TG et ont également un effet protecteur
contre la graisse de foie. Le traitement aux extraits de GO a permis de rétablir les niveaux
d’analyse biochimique du sérum et les activités enzymatiques. (Jun et al, 2011).Les GO
induit a une diminution de la glycémie et stimule la défense antioxydante tissulaire, en
augmentant I’activité enzymatique endogene en particulier, de la SOD, CAT et GPX-Px et
non enzymatique tel que I’acide urique et la vitamine C. ( Cherrad et Bouderbala, 2019).
Les GO atténuent les marqueurs du stress oxydant induits par I’hypercholestérolémie et le
diabéte, en stimulant les activités des enzymes antioxydantes tissulaires. ( Bouderbala, 2016).
Notre travail est pour objectif de déterminer in vitro la cytotoxicité des extraits éthanoliques et
méthanolique du GO, et leurs activités biologiques a savoir leur activité anti-hémolytique,
anti-inflammatoire. Le but de cette etude est de valoriser le GO et de I’exploiter dans

plusieurs domaines comme la nutrition, la cosmétique et la pharmacologie.
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|. L’olivier :

1. Description du végétal :

L’olivier (Oleaeuropea L) est un arbre méditerranéen par excellence, originaire d’un climat
subtropical sec (Lavee, 1997). Il s’adapte bien a des conditions d’environnement extrémes
telles que : la sécheresse, la salinité (Maas et Hoffman, 1977). La chaleur et a des basses
températures mais il craint le gel et il s’accommode d’une pluviométrie d’environ 220 mm par
an. L’olivier peut atteindre en moyenne 10 a 15m de hauteur et un tronc de 1.50 a 2 m de
diametre dans les régions relativement chaudes, a forte pluviométrie ou abondamment
irriguées en été Tandis que, dans les climats froids, les arbres sont généralement plus petits. A

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

2. Historique :
L’olivier, comme la plupart des plantes naturalisees dans le bassin méditerranéen, est
Originaire de la région caucasienne ou sa culture commenca il y a 6 000 ou 7 000 ans, puis il
se diffusa sur les cotes de la Syrie, de la Palestine et en Egypte (Villa ,2006).
L’olivier est cit¢ dans le saint Coran comme étant un arbre béni, symbole de 1’homme
universel et I’huile d’olive, est source de la lumiére divine pour guider les hommes.
L’origine de I’olivier se perd dans la nuit des temps, son histoire se confond avec des
civilisations qui ont vu le jour autour de bassin méditerranéen, et ont pendant longtemps régi
les destinées de 1’humanité et marqué de leur empreintes la culture occidentale (COI ,2007).
En Algérie, la culture de l'olivier remonte a la plus haute antiquité. Nos paysans s'y
consacraient avec art durant plusieurs siecles (Alloum, 1974). L'olivier et ses produits
constituaient alors I'une des bases essentielles des activités économiques de nos populations
rurales. L'huile d'olive faisait I'objet d'un commerce intense entre 1'Algérie et Rome, durant
I'époque romaine. Depuis cette époque, I’histoire de 1’olivier se confond avec I’histoire de
I’Algérie et les différentes invasions ont eu un impact certain sur la répartition géographique

de I’olivier dont nous avons hérité a I’indépendance du pays (Mendil et Sebai, 2006).
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3. Classification botanique de ’olivier -

Tableau 1: classification botanique de I’olivier (Strikic et al, 2010).

Régne : Plantes

Sous- régne : Tracheobionate
Division : Magnoliphytes
Embranchement : Spermaphytes

Sous- Embranchement :

Angiospermes

Classe : Dicotyledones
Sous-classe : Astéridées
Ordre : Gentianales
Famille : Oléacées
Genre : Olea

Espéce : Oleaeuropea

Oleaeuropeal .est un complexe formé de six sous especes dont Oleaeuropaeasubsp.

europaea qui correspond a 1’olivier méditerranéen (Green et Wickens, 1989). Ce dernier

comprend la forme cultivée, O. europaea var. europaea et la forme sauvage ou oléastre,

O.europaea var. sylvestris.
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4. Le fruit (Polive) -
Est une drupe variable, globuleux, ovoide (ellipsoide).en allant de ’extéricur vers I’intérieur,
elle est constitué de 1’épicarpe (peau), mesocarpe (pulpe ou chair), trés riche en lipides,
I’endocarpe (paroi de noyau) et le noyau a amande huileuse (Bonnet, 1960). ses dimensions
sont trés variables selon les variétés (il pése de 2 a 12 g) (Loussertet brousse,1978), elle est
composée de : I’eau(50%) , huile(22%),les sucres(19.1%),cellulose(5.8%),protéine(1.6%), et
les cendres(1.5%).(COI ,2002).C’est un aliment et source d’une huile alimentaire issue de son

enveloppe charnue riche en graisses lors de la trituration des fruits (Paris et Moyse, 1971).

épicar pe

& / ou pcau

albumen

noyau

germe

mesocarpe

ou pulpe endocarpe

Figure 1 : Le fruit de I’olivier (Amouretti et Comet, 2000).

. Geénéralités sur les sous-produits de I’oléiculture :

1. Production oléicole en Algérie :

L’Algérie est I'un des premiers producteurs mondiaux d’huile d’olive, elle se positionne apres
I’Espagne, I'Italie, la Gréce, la Tunisie, le Maroc et la Turquie (Bensemmane, 2009).

I’olivier occupe en Algérie une superficie de 165000 ha de plantation en rapport soit 36% la
superficie arboricole.(M.C,1973).

La production d'huile d’olives est une activité traditionnelle en Algérie. L'activité

Compte pres de 1650 huileries, dont seulement 165 huileries modernes (Vossen, 2013).
L’ Algérie vise a moderniser le secteur de I’huile d’olive afin d’améliorer la qualité et la
quantité du produit.(CI10O, 2014).

Durant la compagne 2012/2013, la production oléicole algérienne était de 66 000tonnes
d’huile soit 2.72% de la production mondiale (Barjol, 2014). Alors que la production d’huile
d’olive durant la compagne 2014-2015, atteignait 200 000 tonnes (COI, 2015).

5
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2. Huile d’olive -
L'huile d'olive est obtenue par trituration des péricarpes des fruits et pas de leurs graines, dans
un moulin & huile spécifique. La teneur en huile varie en fonction du terroir, de la variété
(cultivar), du stade de maturité a la récolte et des pratiques agronomiques locales. (Ben Sassi
et al, 2006).

3. Extraction d’huile d’olive -
Le schéma de I'extraction récemment mis en ceuvre comprend quatre opérations principales :
1. Nettoyage des fruits (défoliation, lavage des olives);
2. Préparation de la pate (broyage, malaxage);
3. Séparation de la phase solide (grignons) et liquide (huile et eau de végétation);
4. Séparation des phases liquides (huile / eau de végétation).( Carluccio et al., 2003).

4. Les sous-produits de I’oléiculture -

4.1.Déchets liquides (margines) :
Le procede d’extraction de I’huile d’olive engendre la production d’effluents liquides,
nommes margines ou parfois eaux de végétation. Le pressage de 1 tonne d’olives produit en
moyenne 1,5 tonnes de margines avec les modes de production modernes. Les variations
constatées dépendent des processus d’extraction a savoir le lavage préalable ou non des olives
et I’humidification des pates durant le pressage (Benyahia et Zein, 2003).

4.2.Déchets solides (grignon d’olive) :
Le GO est un déchet solide résulte de 1’extraction d’huile des olives entieres broyées. I1Ssus
par pression (systéeme discontinu) ou par centrifugation (systéeme continu) ( Benyahia et Zein,
2003).

I1l.  Grignon d’olive

1. Définition :

Les grignons sont les résidus solides issus de la premiére pression ou centrifugation et sont
formés des pulpes et noyaux d’olives. Ce produit peut étre transformé en un produit destiné a
I’alimentation animale ou en huile dite de GO apres extraction chimique. (Benyahia et Zein,
2003). Selon le procéde d’extraction et I’équipement des huileries, il est possible de distinguer
trois types de grignons (Chaabane et al,1997) : le grignon brut, le grignon épuisé, le grignon

partiellement dénoyauté.
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2. Types de grignon d’olive
Les GO sont disponibles en quantités importantes dans de nombreux pays méditerranéens. En
fonction du procédé d’extraction et 1’équipement des huileries, il est possible de distinguer

quatre types de grignons :

2.1.  Les grignons bruts : issus des huileries utilisant le systéme traditionnel de presses
hydrauliques et les scourtins, ses teneurs relativement élevés en eau et en huile
favorisent son altération rapide lorsqu’ils sont laissés a I’air libre.

2.2.  les grignons épuises, obtenus apres traitement des grignons bruts aux solvants qui est
généralement de I’hexane pour ’obtention d’huile utilisée en savonnerie.

2.3.  les grignons issus des huileries modernes : utilisant le procédé d’extraction en chaine
continue ou super presses. Ils sont particulierement riche en eau et fermentent tres
rapidement (Chaabane et al,1997).

2.4. le grignon partiellement dénoyauté : provient de la separation partielle du noyau de
la pulpe par tamisage ou ventilation

e sison huile n'est pas extraite par solvant, il est dit « gras »
e sison huile est extraite par solvant, il est dit « dégraissé ou épuisé » (Nefzaoui,1987).

3. Valorisation du grignon d’olives :

3.1.  Caractéristiques de grignon d’olive :

3.1.1 Caractéristiques physique du grignon d’olive :
La composition physique des grignons varie en fonction de la variété des olives triturees,

de leur degré de maturation et du systéme employé lors de I’extraction de I’huile.

(Sansoucy, 1984).
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Tableau 2 : Les différents composants du grignon d’olive (Sansoucy, 1984).

Composants Olive(%0) GO brut (%) GO épuisé (%)
Eau 49 27 17

Huile 27 9 2

Coque 14 43 55

Pulpe 9 21 26

3.1.2 Caractéristiques Chimiques des grignons d’olives :

La composition chimique du GO varie selon La variété et stade de maturité d’olives
triturées (facteurs intrinseques), du procédé d’extraction de I’huile et de 1’épuisement par
solvant. (Nefzaoui,1985).

Tableau 3 : composition chimique indicatif des différents types de grignon (Olhde et
Becker, 1982).

%de la matiere seche
Type Matiére séche | Matiéres | Mat. Cellulose | Matieres
minérales | azotées | brute grasses
totales
Grignon brut 75-80 3-5 5-10 35-50 8-15
GO. Gras part. | 80-95 6-7 9-12 20-30 15-30
dénoyauté
Grignon épuisé 85-90 7-10 8-10 35-40 4-6
GO. épuisé pat. | 85-90 6-8 9-14 15-35 4-6
dénoyauté
Pulpe grasse 35-40 5-8 9-13 16-25 26-33

e La cellulose brute :

Le taux de cellulose brute et élevé dans les grignons non dénoyauté. Le dénoyautage
partiel réduit cette teneur, mais la pulpe pure contient autour de 20% de cellulose

brute. L’analyse des fibres par la méthode de Van Soest et al (1975) révéle que les ont
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des teneurs trés élevées en constituants pariétaux (NDF), en lignocellulose (A en
lignine (ADL) (tableau5).

Tableau 4 : Caractéristiques des constituants pariétaux des grignons. (1) Nefzaoui,
1979 ;(2) Alibes et al, 1983 ; (3) Ohlde et Becker,1982.

GO épuisé(Tunisie)(1) GO épuisé partiel dénoyauté
Tunisie(1) | Espagne(2) Grece(3)
N.D.F 72 55 70 83
A.D.F 60 45 - 64
AD.L 31 29 31 24

Le tamisage paradoxalement réduit donc surtout la cellulose et trés peu la lignine.
Cette composition en constituants pariétaux des GO est comparable a celle des
pailles de céréales avec un degré de lignification apparemment plus

élevé.(Sansoucy,1984).
Les matieres azotées totales :

Leurs teneurs varient selon le type de grignon (tableau5) mais restent relativement
modestes. L’azote protidique constitue plus de 95% de I’azote total et sa solubilité est
particulierement faible (1.5%de 1’azote total selon Zelter 1968, cité par Theriez et
Boule, 1970, et Gomez —Cabrera, 1983, (communication personnelle), 3%selon
Nefzaoui 1983). D’ailleurs une grande partie des protéines (80-90%) est liée a la

fraction lignocellulosique (ADF —N) (Sansoucy, 1984).
Matieres grasses (les lipides) :

La teneur en matiere grasse est relativement élevée et demeure tributaire du mode
d’extraction de I’huile. Selon Sansoucy, 1984; elle représente de 8 a 15% de la

matiere seche.

La matiere grasse des grignons est tres riche en AG en C16 et C18 insatures et qui
constituent 96% du total des AG. Les grignons sont tres vulnérables a I'oxygéne
atmosphérique responsable en grande partie de [laltération des propriétés

organoleptiques.
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Les matieres grasses du grignon brut peuvent constituer un apport d'énergie
important, mais dans le cas des grignons épuisés, cet apport est limité (Alibes etal,
1983).

e Les matieres minérales (cendres) :

Les teneurs des matiéres minérales (cendres brutes) sont faible (3 a 5%).
L’augmentation des teneurs est due a I’absence de lavage et aux contaminations

prévenant du sol.(Nefzaoui, 1988).

e Les polyphénols :
le GO n’est pas riche seulement en lignocellulose mais également en divers CP avec
une faible teneur : des PP solubles dans les solvants, des PP s’attachés aux parois
cellulaires, des flavonoides et des tanins (hydrolysables et condensés).( Zaidiet
al,2009).
4. Utilisations concurrentielles des grignons :
4.1.  Utilisation des grignons comme combustible :
Elle a représenté et représente encore dans la majorit¢ des payes, I’application la plus
courante. En réalité le GO est un combustible de valeur calorifique moyenne (2950K cal/Kg).
Cette quantité de chaleur est apportée principalement par la coque qui représente 60% du total
et qui a un pouvoir calorifique relativement élevé (4000K cal/Kg). La pulpe n’apporte que peu
de calories (1400K cal/Kg). De plus la coque représente une fraction sans intérét pour
I’animal, ce qui corrobore tout I’intérét du tamisage. (Nefzaoui, 1991).
4.2.  Utilisations possibles de la coque :
Apres séparation, la coque peut étre utilisée comme combustible ou comme matiere premiere
pour la fabrication du furfural. Elle peut aussi étre utilisée dans I’industrie du bois (fabrication
de panneaux de particules).
Les informations dignes d’intérét sont celles relatives a I’industrie du furfural. La coque
séparée des grignons a un contenu en pentosanes de 26% ce qui représente 15% de furfural de
la matiere premiére humide (Nefzaoui, 1987). Le procédé d’obtention du furfural peut étre
continu ou discontinu, mais de toute facon I’obtention d’un rendement adéquat pour
rentabiliser I’opération n’est pas encore atteinte. La principale difficulté de ce procédeé reste le
prix de la coque (cout de la séparation, utilisation concurrentielle comme combustible,....).

(Nefzaoui, 1991).
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4.3.  L’extraction d’huile restante

Quand les GO bruts ne sont pas destinés a la fermentation, La premiere étape de leurs
valorisations est I’extraction de I’huile résiduelle a 1’aide d’un solvant organique (1’hexane).
Cette technique permet la récupération d’au moins 6% d’huile appelée souvent « huile de
grignons ». (Yacoub, 1997). Cette huile ne peut pas et reutilisée dans I’alimentation parce
que, en plus d’une forte acidité, elle contient du benzo(a)pyréne dont la teneur dépasse parfois
les 260 mg/kg[10], valeur largement supérieure au seuil de la norme internationale pour
I’huile de table qui est de 2mg/l. L’huile de grignon obtenue a partir d’une extraction a
I’hexane rentre dans la fabrication du savon et de la glycérine. Les caractéristiques de I’huile
sont données dans le tableau. (Sebban et al.2004).

Tableau 5 : caractéristiques de I’huile brute de grignon. (Sebban et al.2004).

Parametre valeur

Indice d’acidité 68

Indice d’iode 83

Indice de saponification 171

Indice de peroxyde 9.6

Indice de réfraction 1.4618

Benzo(a)pyrene 260/kg
4.4. Savon:

L’obtention de savon a partir de I’huile extraite se fait en traitant par hydrolyse 1’huile en
présence de soude a 30 %.Nous obtenons deux phases, une phase solide qui est le savon, et
une phase aqueuse, riche en glycérine. Le savon lave et seche a I’air a une couleur beige. Il est
lisse au toucher et sa mousse est abondante et consistante. (Sebban et al.2004).

4.5.  Charbon actif :

La préparation des charbons actifs a partir des GO par activation chimique .L’avantage de
I’activation chimique est d’opérer a des températures faibles et des temps de séjours courts.
Des charbons actifs de bon qualité et développant une structure poreuse importante avec des
grandes surfaces spécifiques, sont préparés a partir des matériaux lignocellulosiques en

utilisant des agents chimiques comme H3PO4 et KOH.(Ounas et al ,2009).

11
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4.6. Ingrédient des matériaux de construction :

L’usage de GO dans la fabrication de la brique constitue une percée Intéressante a plusieurs
points de vue. Il présente I’avantage d’utiliser une matiére premicre renouvelable.

L’ajout des maticres organiques qui brilent pendant la cuisson, fait diminuer la masse
volumique de la brique. Les briques sous cet effet deviennent plus légeéres et contribuent a
baisser la charge morte dans les batiments. L’emploi de briques 1égeres permet de réduire les

dépenses de transport et le colt des murs. (Djadouf et al ,2011).

IV. Les polyphénols :
1. Définition :

Les PP sont des métabolites secondaires des végétaux. Ils sont I’un des groupes le plus
nombreux et largement distribué des substances dans le royaume des végétaux, avec plus de
8000 structures phénoliques. La structure fondamental qui les caractérisent est la présence
d’au moins un noyau benzénique auquel est li¢ au moins un groupe hydroxyle libre ou engage
dans une autre fonction chimique (Bruneton ,1999).

Les CP (acide phenoliques, flavonoides simples et pro anthocyanidines) constituent les
groupes des composés phytochimiques le plus important des plantes (Beta et al, 2005). lls
sont impliqués dans la croissance cellulaire, ils sont utilisés dans le domaine thérapeutique
comme vasoconstrictrice, Anti-inflammatoire, inhibitrice enzymatiques, antioxydants et

antimicrobiens (Djemai, 2008).

OH

Figure 2 : Structure du noyau phénol. (Stookey , 1970).

12



Synthese bibliographique

1.1.  Les acides phénoliques :
Les acides phénoliques sont les dérivés principaux de 1’acide benzoique ou de I’acide
cinnamique, ils comportent un radical COOH. Ils se trouvent souvent sous la forme de

glycosides ou d’esters. lls sont largement répandus chez les plantes. (Dacosta, 2003).

1.2.  Les flavonoides :

Les flavonoides sont des pigments quasi universels des végétaux. Ils sont des dérivés
du noyau flavone ou 2-phenyl chromone portant des fonctions phénols libres, éthers
ou glycosides. Le noyau flavone est lui-méme un dérivé du noyau flavane de base

(Milane, 2004).les flavonoides se divisent en plusieurs classes:

- Chalcone Flavanone Flavone
- Dihydroflavonol Flavanol Flavonol

- Isoflavone Anthocyanidol.

Figure 3 : Squelette de base des flavonoides (Korkina, Afanas’ev, 1997).
1.3. Lestanins:
Les tanins sont des PP qu’on trouve dans de nombreux végétaux tels que les écorces
d’arbres, les fruits, etc...... Les tanins sont des PP solubles dans 1’eau et les solvants
polaires (Hagerman, 2002). Ce sont un des polymeres phénoliques, ils forment des
complexes avec les protéines et aussi les polysaccharides (Okuda et Ito, 2011).
1.4.  Leslignanes:
Ils sont des composés qui posséde deux noyaux phénoliques sont reliés par quatre
atomes de carbone. Les lignanes se trouvent souvent dans les tissus soumis a
lignification chez les Angiospermes et le bois des Gymnospermes. (Krief, 2003). Ils
ont la propriété de tanner la peau.(Ghestem et al., 2001).
2. Les effets biologiques des polyphénols :
2.1. Effet antioxydant :

L’activité antioxydante est la propriété la mieux décrite des PP, ainsi, leur capacité a

piéger les radicaux libres. D’apreés Halliwell (1994), les mécanismes d’action d’un

13
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antioxydant peuvent comprendre : le piégeage direct des ROS, et I’inhibition des
enzymes et la chélation des traces métalliques responsables de la production de ROS.

2.2.  Effet des polyphénols sur les muscles lisses :

Les pp exercent des effets relaxants sur la contraction de divers muscles lisses, tels que
les muscles lisses vasculaires (Ajay et al, 2003; Herrera et al, 1996), les muscles de

la vessie (Dambros et al, 2005) et les muscles de 1'utérus (Revuelta et al, 1997).
2.3.  Activité anti-inflammatoire :

L’acide arachidonique est converti en prostaglandines et leucotrienes sous I’action de
deux enzymes (la cyclo-oxygénase et la lipo-oxygénase) induisant ainsi des
phénomenes inflammatoires. Dans I’activité anti-inflammatoire, les pp impliquent des
mécanismes moléculaires incluent : I’inhibition des enzymes liées a I’inflammation
comme la cyclo-oxygénase et la lipooxygénase, comme ils peuvent agir sur d’autres

niveaux moléculaires.(Yoon et Baek, 2005).
2.4.  Activité anticancéreuse :

La prévention du cancer est parmi les propriétés biologiques intéressantes des pp. En
effet, des recherches ont montré que les pp pourraient étre utilises comme des agents

de prévention des différentes maladies cancéreuses (Stagoset al, 2012)
2.5.  Polyphénols et les maladies cardiovasculaires :

Les pp préviennent de I’oxydation des lipoprotéines de faible Densité (LDL) au niveau
des arteres, évitant ainsi I’athérosclérose. Ils empéchent I’agrégation plaquettaire
impliquée dans le phénomene de thrombose, qui provoque I’occlusion des arteres.
Ainsi ces composés limitent les risques d’infarctus du myocarde (Akroum, 2010 et
al).

2.6.  Polyphénols et les maladies hormono-dépendantes :

La prévention contre I’ostéoporose est I’exemple le plus important. Ceci en modulant
la réponse aux cestrogénes endogénes. Certains pp et plus particulierement les
isoflavones du soja ont une affinité importante pour les récepteurs d’cestrogénes et

sont qualifiés pour cela de phyto-cestrogene (Gerber et al, 2006).
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V. L’inflammation :

L'inflammation est la réponse du systéme immunitaire & des stimuli nocifs, tels que les agents
pathogénes, les cellules endommagées, les composes toxiques ou l'irradiation (Medzhitov,
2010), et agit en eliminant les stimuli nuisibles et en initiant le processus de guérison
(Ferrero-Miliani et al, 2007). Habituellement, lors de réactions inflammatoires aigués, les
évenements et interactions cellulaires et moléculaires minimisent efficacement les blessures
ou infections imminentes. Ce processus d'atténuation contribue a la restauration de
I'hnoméostasie tissulaire et a la résolution de l'inflammation aigué. Cependant, une
inflammation aigué non contrdlée peut devenir chronique, contribuant ainsi a diverses
maladies inflammatoires chroniques (Zhou et al, 2016).

Au niveau des tissus, l'inflammation se caractérise par une rougeur, un gonflement, une
chaleur, une douleur et une perte de fonction tissulaire, qui résultent des reponses
immunitaires, vasculaires et inflammatoires locales des cellules a I'infection ou a la blessure
(Takeuchiet al, 2010). Les événements microcirculatoires importants qui se produisent
pendant le processus inflammatoire comprennent les changements de perméabilité vasculaire,
le recrutement et lI'accumulation de leucocytes et la libération de médiateurs inflammatoires
(Chertov, 2000, Ferrero-Miliani et al ,2007).

Les etiologies de I'inflammation peuvent étre infectieuses ou non infectieuses (Tableau 7). En
réponse a une lésion tissulaire, l'organisme declenche une cascade de signalisation chimique
qui stimule des réponses visant a cicatriser les tissus affectés. Ces signaux activent la
chimiotaxie des leucocytes de la circulation générale vers les sites de lésions. Ces leucocytes
activés produisent des cytokines qui induisent des réponses inflammatoires (Jabbour etal
,2009).

Tableau 6 : les étiologies de I’inflammation. (Jabbour etal ,2009).

Facteurs non infectieuses Facteurs infectieuses

-Physique : brdlures, gelures, blessures physiques, | Bactéries, virus et autres
corps étrangers, traumatismes, radiations ionisantes. | microorganismes.

-Chimique : glucose, acides gras, toxines, alcool,
irritants chimiques (y compris fluorure, nickel et
autres oligo-éléments).

-Biologique : cellules endommagées.

-Psychologique : I'excitation.
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VI.

1. L’inflammation et la dénaturation protéiques

Une réaction inflammatoire non immune peut conduire a une inflammation immune apres
dénaturation des protéines endogénes devenues auto-antigeniques (Clos, 2012).
L’exposition d’une cellule au choc thermique provoque : I'altération des protéines(Les
protéines sont dénaturées lorsqu'elles perdent leur structure tridimensionnelle
(conformation spatiale) et donc le repliement caractéristique de leur structure, la réponse
au choc thermique et la ou I’élimination des protéines dénaturées (Nguyen et al, 1989 in
Lanneau, 2010).

Processus d’hémolyse

1. La membrane érythrocytaire :

Les GRh ou érythrocytes aussi hematies, sont des cellules dépourvues de noyau
(anucléees) en forme de disque biconcave contenant essenticllement 1’Hb, un pigment
respiratoire qui assure le transport d’un élément indispensable a la vie, I’oxygene, des
poumons aux tissus, et aussi le transport du CO> des tissus aux poumons. (Girasole et
al, 2012). Le bon fonctionnement de la cellule dépend de L’intégrité de la membrane

cellulaire et le maintien de sa structure.

La membrane érythrocytaire comporte une bicouche lipidique constituée de
cholestérol, des sphingolipides et des phospholipides (Mohandas et Gallagher,
2008). Cette bicouche est traversée de part en part par des protéines
transmembranaires, sur ces protéines se fixent des glucoses qui déterminent les
groupes sanguins, le cytosquelette renferme plusieurs protéines dont la spectrine,

I’ankyrine et I’actine (Manaargadoo et al ,2016).

Cholesterod

Band 4. 1, actin, ankyrin

Figure4 : Structure de la membrane érythrocytaire (Dodgeet al, 1963).
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2. Echanges membranaires du globule Rouge :

Les transports transmembranaires peuvent étre regroupés en deux mécanismes (Figure5)
. selon le gradient de concentration (les transports passifs), contre le gradient de
concentration(les transports actifs). La pompe a sodium est analogue a une ATPase
magnésium dépendante qui permet la sortie de 3 Na* du GRh et I’entrée de 2 K. Le
fonctionnement de cette pompe nécessite la présence I’ATP issu de la glycolyse
anaérobie. Il existe également une pompe ATPase magnésium-dépendante qui permet le
passaged’un ion Ca*hors de I’hématie. Au niveau de la protéine 3 transmembranaire se
dérouleLe transport des anions, notamment les ions CI- et HCO®. La sortie d’acide
carbonique est contrebalancée par une entrée d’ions CI. (Lenormand, 2001 ; Portier et
al, 2007).

[ pompes ATFase J

Cl/HCO,
, - Choline -
Transports actifs Bande 3 Diffusion
secondaires Na* Hexoses facilitée

GLUT 145

Nuciéeosides

Na* Monocarboxylates

Acides aminés N Addes aninés

K", Na*,
Ca*,

Canaux Canaux

cattoniques anloniques

«e

l Canaux ioniques ]

Figure 5 : les échanges de la membrane érythrocytaire (Jauréguiberry, 2015).

3. Hémolyse :

L'hémolyse (hemo : sang, lyse: perturbation) est un phénomene physiologique
irréversible qui provoque une libération des composants intracellulaires des érythrocytes

notamment 1’Hb, suite a une perturbation de la membrane cellulaire des GRh (Lippi et
al, 2011). Ce processus est détecté visuellement en montrant une teinte rose a rouge dans

le plasma apres centrifugation ou en mesurant la densité optique d’Hb par
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spectrophotométrie (Mezzou et al, 2006). L’hémolyse est exprimée par une
augmentation des taux seériques en hémoglobine avec une augmentation du LDH, de
phosphate et de la CK(Ali etal, 2014).

4. Hyper-hémolyse :

L’hyper hémolyse est le dépassement du processus physiologique de lyse des hématies
qui devient pathologique, ce phénoméne est di a une destruction excessive des GRh ou a
un raccourcissement de leur durée de vie. Il peut étre intra vasculaire (dans les
vaisseaux) ; I’Hb libérée se lie alors a I’haptoglobine. Comme, il peut étre
extravasculaire (hors des vaisseaux), notamment au niveau de la rate (Béraud, 2014).

Ce phénomeéne peut se produire par I’introduction d’agents chimiques ( médicaments),
capables de modifier I’intégrité cellulaire en induisant une réorganisation et des
changements morphologiques qui résultent d’une cascade d’effets a partir de I’altération
de la membrane lipidique conduisant finalement a la formation de sphérocytes et par
conséquent a la lyse des hematies.(Portier et al, 2007 ; Manaargadoo et al, 2016).
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Matériels et méthodes

L’étude expérimentale a été réalisée au sein du laboratoire de recherche " Ppabionut " Faculté

des Sciences de la Nature et de la vie et des Sciences de la Terre et de I’Univers, Université de
Tlemcen..

Préparation des extraits des grignons d’olive :

1. Préparation du matériel végétal :

Les GO utilisé dans notre expérimentation sont collectés au niveau d’une huilerie
locale de la région d’OUZIDENE wilaya de Tlemcen.

Apres séchage du GO brut pendant a I’air libre (dans un endroit sec, ventilé et
ombragé), celui-ci a été broyé a I’aide d’un Moulinex pour obtenir une poudre.

2. Extractions hydro-alcooliques :

Les tests biologiques sont réalisés sur des extraits hydro-méthanoliques et hydro-
éthanoliques :

1. Dans deux bécher différents mettre 5g de la poudre du GO avec 20 ml d’eau distillé puis

80ml du solvant méthanol sont ajoutés dans le premier bécher et 80ml du solvant éthanol sont
ajoutés au deuxiéme bécher.

—

Figure 6: grignon d’olive en poudre fine.

1. macération : laisser les mélanges macérer pendant 24 heures a l'obscurité, et a une
température ambiante.

2. Filtration : Filtrer sur papier filtre (figure7).
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Figure? : la filtration de la macération de grignon d’olive.

3. L’évaporation : Le filtrat placé dans un rotavapeur a 40 °C (figure8) pour assurer

I’évaporation du solvant.

Figure 8 : Photographie du Rotavapor utilisé.
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Le rendement en pourcentage de grignon d’olive en extrait sec a été calculé par la formule :

R(%) = (M / M0).100

. R(%) : rendement en pourcentage.

. M : masse en gramme de I’extrait sec résultant.

. MO : masse en gramme du matériel végétal de départ.

Figure 9 : Extraits de grignon d’olive aprés séchage.

II. Détermination, in wvitro, de [Dactivit¢ anti-hémolytique, anti-
inflammatoire du grignon d’olive

1. Préparation de la suspension des globules rouges humains (GRH) :

Des échantillons de sang frais (environ 8 ml) ont été récupérés dans des tubes héparinisés,
au niveau du laboratoire, ou la prise de sang a été effectuée, sur des volontaires (20-45

ans).

Les différents échantillons de sang humain récupérés sont centrifugés a 3000 rpm, pendant
10 min, afin d’éliminer le plasma et les cellules polynucléaires. Ensuite, le culot de GRh
est lavé trois fois, avec un volume équitable de solution iso-saline. Aprés cette étape, le
volume a été mesureé et reconstitué sous forme de suspension de 10% (v/v) (GRH), avec

une solution iso-saline et utilisé immédiatement.
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2. Test de cytotoxicité des extraits :

Avant d’entreprendre le test de I’activité anti-hémolytique des extraits du GO, un test de

toxicité est nécessaire, afin de cibler les concentrations a utiliser.

Le principe de ce test est de mettre en contact des hématies avec les extraits méthanolique,
éthanolique, a différentes concentrations, dans une solution isotonique et de suivre le taux
d’Hb libérée par les cellules hémolysées, dans le but d’évaluer la cytotoxicité de ces

extraits, vis-a-vis, des GRh.
e Mode opératoire :

Le protocole suivi est celui de Bulmus et ses collaborateurs (2003), ou un volume de 1.6
ml de I’extrait méthanolique, éthanolique ou et 1’acide gallique, molécule de référence de

CP a été mélangé avec un volume de 0.4 ml de la suspension de GRH (10%)

e Deux contrdles ont été réalisés dans les mémes conditions, en remplacant 1’extrait avec de
I’eau physiologique (controle négatif) ou avec de I’eau distillée (controle positif

correspondant a 100% d’hémolyse.

Le mélange réactionnel a été incubé a 37°C, pendant 30 min, ensuite centrifugé a 3000

rpm pendant 10 min et ’absorbance de I’Hb libérée a été mesuré a 560 nm.

e Expression des résultats :

Le pourcentage d’hémolyse a été calculé a partir de la formule suivante :

[ %d’hémolyse = (At/Ac) X 100 }

Ou: Ac = Absorbance du contrble ; At = Absorbance du test.
3. Evaluation de D’activité anti-hémolytique :

Le principe de cette méthode est basé sur la capacité des extraits a empécher 1’hémolyse
des GRh, induite par I’hypotonie et la chaleur et donc prévenir la libération de 1’Hb. Ce

test a été réalisé selon la méthode décrite par (Sadique et al, 1989 ; oyedapo et al, 2010).
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Ou

Mode opératoire :

Le milieu réactionnel contenant 0,5 ml de I’extrait des GO, du Diclofénac sodique ou
I’acide gallique a différentes concentrations, mélangé avec 1,5mL du tampon phosphate
(0,9% NaCl, pH=7,4) et 2ml d’une solution hypo-saline (0,36% NaCl), est incubé a 37°C
pendant 20 min. Ensuite 0,5 ml de la suspension de GRh (10%) sont ajoutés a chaque
concentration et une deuxieme incubation est réalisée & 56°C pendantlh.Au final, les
tubes sont refroidis sous 1’eau courante et suivis par une centrifugation a 2500rpm pendant
5min. Les absorbances du surnageant sont mesurées a 560 nm. En paralléle, un contréle

est réalisé en remplagant I’extrait avec 0,5 ml du tampon phosphate.
Expression des résultats :

Le pourcentage de stabilité membranaire a été estimé a partir de I'expression suivante :

% de stabilité membranaire = (4c—A4Ac) X100

: Ac = Absorbance du contrdle. At = Absorbance du test.
4. Evaluation de I’activité Anti-inflammatoire :

La dénaturation des protéines est parmi les causes de I’inflammation (Williams et al,
2008). De nombreuses études ont évalué I’effet inhibiteur de différents extraits de plantes
sur ’activité anti-inflammatoire in vitro par la méthode de la dénaturation des protéines
(Bouhlali et al, 2016). L’activité anti-inflammatoire in vitro des extraits de GO a été
effectuée selon la méthode d’inhibition de la dénaturation des protéines (Chandra et al,

2012). La méthode consiste a préparé gquatre solution.

1. La solution d’essai (0,5 ml) composé de 0,45 ml de la solution aqueuse de SBA 5 % et

0,05 ml d’extrait avec une concentration de 250 pg/ml (test solution).

2. La solution control test (0,5 ml) composé de 0,45 ml de la solution aqueuse de BSA 5
% et 0,05 ml d’eau distillé (test control).

3. La solution contréle produit (0,5 ml) composé de 0,45 ml d’eau distillé et 0,05 ml

d’extraits avec une concentration de 250 pg/ml (control).

23



Matériels et méthodes

4. La solution standard test (0,5 ml) composée de 0,45 ml de la solution aqueuse de BSA 5
% et 0,05 ml de la solution de standard diclofénac sodium avec une concentration de 250
pg/ml (étalon).

Toutes les solutions au-dessus ont été ajustées a pH 6,3 par une solution d’HCI (IN).

Les échantillons ont été incubées a 37 ° C pendant 20 min, ensuit la température était

augmenté pour garder les échantillons a 57° pendant 3 min.

Apres refroidissement des tubes, 2,5ml de la solution phosphate buffer saline (Ph=6,3) a
été ajouté aux solutions ci-dessus. L’absorbance a été lue par le spectrophotométre UV —
visible a 416 nm, et le pourcentage d'inhibition de la dénaturation des protéines a été

calculé comme suit :

%d’inhibition = 100-[(DO test solution- DO control/ DO test control)] x 100.

Le contrdle représente 100% des proteines dénaturees ; et les résultats sont comparés avec

le diclofenac sodium (250ug/ml).
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Résultats et interprétations

1. Rendements d’extraction des composés phénoliques du grignon d’olive :

Le calcul des rendements est realisé pour les deux macérations ; le grignon sec dans le solvant
méthanol, le grignon sec dans le solvant éthanol. Les résultats sont récapitulés dans le
Tableau 8.

Tableau 7 : Rendements de la macération du grignon d’olive dans différents solvants :

Maceérations Extrait methanolique Extrait éthanolique

Rendements (%) 9% 8%

Les résultats montrent que I’extraction des PP par le méthanol est meilleure avec un
rendement de 9% par rapport a I’éthanol qui représente un rendement de 8%.

2- Etude des activités biologiques in vitro des extrais de grignon d’olive -

2.1. Test de cytotoxicite

Le test in vitro de cytotoxicité représenté par le pourcentage d’hémolyse des GRh est effectué

en utilisant des GRh d’un donneur sain en bonne santé.

Différentes concentrations de I’extrait brute de GO métanolique et éthanolique , ainsi qu’une
molécule de référence, I’acide gallique, ont été testés. Le pourcentage de 1’hémolyse est
évalué pour chaque extrait, en mesurant ’absorbance de 1’Hb libérée des GRh par hémolyse,
en comparaison au contréle négatif (C-, solution de GRh dans de I’eau physiologique, ayant
un taux d’hémolyse trés faible, 15%) et au contrdle positif (C+, solution de GRh dans de I’eau

distillée afin de provoquer une hémolyse totale, 100% d’hémolyse).

Les résultats obtenus sont représentés dans les Figures 10, 11, 12,13 et 14.
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Figure 10. Pourcentage d’hémolyse des globules rouges par ’acide gallique.
C-:15% ; C+:100%

Nos résultats montrent que I’acide gallique représente un effet hemolytique faible (13.40 %) a
la concentration de 125 ug/mL en comparaison avec le contréle negatif (C- :15 %). Cet effet
hémolytique augmente a un taux de 21.30%, a la concentration de 250 pg/mL et un taux de
34% a la concentration 500 pg/ml et atteint un maximum de 80 % a la concentration 1 mg/mL
(Figure 10).

Extrait méthanolique des grignons
120% -

100% -
80% -

60% -

Pourcentage d'hémolyse(%)

40% -
20% -
w M e e W
C- 125 250 500 1000 C+
Concentrations(pug/ml)

Figure 11. Pourcentage d’hémolyse des globules rouges par I’extrait méthanolique des
grignons d’olive.

C-:15% ; C+:100%
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Extrait éthanolique des grignons
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Figure 12. Pourcentage d’hémolyse des globules rouges par I’extrait éthanolique des
grignons d’olive.
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Figure 13. Pourcentage d’hémolyse des globules rouges par I’extrait éthanolique et
méthanolique des grignons d’olive.

C-:15% ; C+:100%
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Figure 14. Comparaison des pourcentages d’hémolyse des globules rouges entre I’acide
gallique et les extraits méthanolique et éthanolique des grignons d’olive.

L’extrait méthanolique des GO montre un taux d’hémolyse des GRh faible a la concentration
125ug/ml et 250ug/ml (7% ,8%) comparé au contrdle négatif (15%). Ce taux augmente avec
la concentration 500 pg/mL pour atteindre 20% d’hémolyse. A la concentration 1 mg/ml, le
pouvoir de cytotoxicité contre les GRh montre un taux d’hémolyse plus important (43%)
(Figurell).

L’extrait éthanolique des GO exerce un effet hémolytique léger aux concentrations ; 125
pg/ml ,250 pg/ml et 500ug/ml avec un pourcentage d’hémolyse qui est en moyenne de (6% a
11%) et atteint 29% d’hémolyse a la concentration 1mg/ml (Figurel12).

On remarque aussi que D’extrait éthanolique des GO est moins cytotoxique par rapport a
I’extrait méthanolique (Figure 13).

De plus, les résultats montrent que les deux extraits éthanolique et méthanolique exercent un

effet cytotoxique faible par rapport a I’acide gallique (molécule de référence) quelque soit la
concentration utilisé (Figure 14).

2.2Test anti-hémolytique (stabilisation membranaire des globules

rouges) des extraits bruts des grignons d’olive.

L’¢étude de I’activité in vitro anti-hémolytique des extraits méthanolique et éthanolique des

GO réalisée en utilisant la méthode de stabilisation de la membrane des GRh
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.L’évaluation de la stabilisation membranaire est mesurée par le taux de libération de I’Hb a
560 nm pour chaque concentration des extraits utilisés et en les comparant a deux molécules
de référence, le Diclofénac qui est un médicament anti-inflammatoire et anti-hémolytique et
I’acide gallique étant un PP a activité anti-hémolytique. Les résultats obtenus sont représentés
dans les figures 15, 16,17et18.
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g 40% m Acide gallique
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30% I Diclofénac
20%
10%
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Concentration (ug/ml)

%
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Pourcentage de stabilité

Figure 15. Activité anti-hémolytique de I’acide gallique et du Diclofénac.

Nos résultats montrent que I’acide gallique a faible concentrations de 10 ,30et75 pg/mL
présente un effet anti-hémolytique, protecteur et stabilisateur des membranes des GRh,
important qui représente 82 % a la concentration 75ug/ml. A partir de la concentration
150ug/ml cet effet protecteur commence a diminuer en atteignant un taux de 52% a forte
concentration (300ug/ml) (Figurelb).

Par ailleurs, le Diclofénac posséde un effet anti-hémolytique faible aux concentrations 10et
30ug/ml. Cet effet protecteur augmente avec la concentration du Diclofénac et atteint 80 % de

protection a la concentration de 300 pg/mL (Figurel5)
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Figure 16. Activité anti-hémolytique des extraits méthanolique et éthanolique des

grignons d’olive.
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Figure 17. Comparaison de P’activité anti-hémolytique entre ’acide gallique et les
extraits méthanolique et éthanolique des grignons d’olive.
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Figure 18. Comparaison de I’activité anti-hémolytique entre le Diclofénac et les extraits
méthanolique et éthanolique des grignons d’olive.

D’apres les résultats de nos extraits (methanolique et éthanolique) des GO, on remarque une
activité importante a faible concentration 10pug/ml avec un pourcentage important ; 70% pour
I’extrait méthanolique et 73% pour I’extrait éthanolique.

Cette activité stabilisatrice de la membrane des GRh continue d’augmenter avec la
concentration d’extrait éthanolique pour atteindre 80 % lorsque la concentration est de

300 pg/mL (Figure 17) ; et cet effet protecteur augmente aussi avec la concentration d’extrait
méthanolique mais se stabilise a la concentration 75ug/ml (79%) en atteignant un effet
identique a la concentration 150 et 300 pg/ml (Figure 16).

Apres la comparaison de Dl’activité anti-hémolytique des extraits avec I’acide gallique et
Diclofénac, les résultats montrent un effet anti-hémolytique plus important que celui du
Diclofénac aux concentrations (10, 30,75et 150 pg/mL) et presque identique a la
concentration 300ug/ml (Figure 18).Cet effet est aussi plus élevé que I’effet de I’acide
galliqgue a la concentration 10,30et 300ug/ml (forte concentration) et plus proche a la

concentration 75ug/ml et 150ug/ml (Figurel?).
2.2.Activité anti-inflammatoire des extraits des grignons d’olive :

Pour évaluer 1’activité anti-inflammatoire in vitro de nos extraits, on a utilisé la méthode de

I’inhibition de la dénaturation protéique.
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Afin de réalisé ce test, on a utilisé la protéine SBA. Les résultats de I’inhibition de la
dénaturation de la SBA par nos extraits méthanolique et éthanolique sont représentés dans les
figures 19,20et 21.

Diclofénac
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250pg/ml 250ng/ml 250pg/ml
Concentrations

Figure 19. Inhibition de la dénaturation protéique par le Diclofénac.

Les résultats montrent que le Diclofénac assure une bonne inhibition de la dénaturation
Protéique, méme a faible concentration250pg/ml (69%) allant jusqu’a 89% a la concentration
250ug/ml marquant ainsi son effet anti-inflammatoire. (Figure19)
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Figure 20. Inhibition de la dénaturation protéique par les extraits méthanoliqueet

éthanolique des grignons d’olive.
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Figure 21. Comparaison de I’inhibition de la dénaturation protéique par le Diclofénac et
les extraits méthanolique et éthanolique des grignons d’olive.

Les résultats montrent que I’extrait éthanolique exerce un effet protecteur contre la
dénaturation protéique important par rapport a I’extrait méthanolique pour toutes les
concentrations utilisées (Figure 20).Cet effet reste toujours légérement faible comparé au
Diclofénac pour les deux extraits (Figure 21).
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Discussion

Selon les statistiques officielles, le développement du secteur oléicole en Algérie, est en plein essor.
En effet, un programme a été engagé pour couvrir en partie les besoins nationaux en matiere grasse
végétale.(Boudi et al, 2013).

Les déchets de I’oléiculture sont I’huile d’olive (20%), les résidus solides (grignons d’olive) 30% et

les margines (50%). (Alhamad et al, 2012).

Un large éventail de composés phénoliques ont été identifié dans I’huile vierge, y compris les acides
phénoliques alcooliques, dérivés secoirdoides et flavonoides. Cependant, seuls 2% environ des
phénols totaux présents dans les fruits de 1’olivier sont transférés dans I’huile d’olives extraite, tandis

que les 98% restants sont conservés dans le grignon d’olive. (Alhamad et al, 2012).

L’analyse de ces extraits phénoliques a démontré leur forte activité antioxydante et a suggéré leur

utilisation potentielle comme additifs pour I’industrie alimentaire. (Alnamad et al, 2012).

Notre travail de master sur les activités biologiques des extraits methanoliques et éthanoliques

du grignon d’olive contribue a la valorisation de ses déchets d’olive.

Le méthanol a montré des rendements meilleurs comme solvant d’extraction pour les poly
phénols par rapport aux d’autres solvants (éthanol, acétone, .... Etc.). Ce solvant est moins
polaire que I’eau et tres efficace pour la libération des poly phénols. (Extrait méthanolique :

9% /extrait éthanolique : 8%). (Johns.O, 1999 ; Sacan.O et al, 2010).

L’étude de la cytotoxicité des extraits de grignon d’olive, in vitro par I'utilisation des globules
rouges parce que ce dernier est facile a isoler du sang et sa membrane présente des similitudes
avec d'autres membranes cellulaire (Shobana et Vidhya, 2016). L’exposition des globules
rouges a certains parametres physicochimiques tel que le milieu hypotonique, 1’utilisation
d’un perturbateur membranaire comme les détergents ou les especes réactifs oxygénées,
provogue une rupture de sa membrane cytoplasmique (hémolyse et cytolyse) provoquant ainsi
la libération de I'némoglobine. Ce qui peut étre détecté visuellement par 1’apparition d’une

teinte rose a rouge dans le sérum ou le plasma (Lee et Feldman, 1997).

Selon les résultats obtenus, on observe que I’effet hémolytique dépend de la concentration des
extraits du grignon d’olive ; a la concentration 125 ug/mL nos extraits méthanolique et
éthanolique exercent un effet hémolytique faible (7%, 6%). Ces extraits provoquent un
pourcentage d’hémolyse de 20% et 11% a la concentration de 500 ug/ml .Ce taux continue a

s’augmenter en atteignant 29% pour I’extrait éthanolique et 43% pour I’extrait méthanolique
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Alors on conclue que 125 ug/mL est la concentration faiblement toxique et I’extrait

éthanolique est moins cytotoxique que I’extrait méthanolique.

L’extrait des grignons d’olive riche en polyphénols, ces derniers oxydent 1’hémoglobine
érythrocytaire humaine et causent une perturbation de la structure membranaire et donc
provoquent I’hémolyse des érythrocytes, en raison d’effets pro-oxydants qu’ils peuvent

exercer. (Galati et al., 2002).

Les membranes érythrocytaires ont une stabilité variable, déterminée a partir de la fragilité
corpusculaire moyenne. Les extraits des plantes peuvent avoir un effet positif sur la
membrane des globules rouges, (Vidhya et al, 2016). Mais ils peuvent exercer des effets

indésirables a forte concentration, notamment 1’hémolyse érythrocytaire.

L’hémolyse résulte de la lyse de la bicouche lipidique de la membrane. Cette hémolyse est
liée a la puissance et a la concentration des extraits de plantes. On outre, ’activité

hémolytique des extraits dépend de sa composition chimique.(Vidhya et al, 2016).

Les érythrocytes présentent une cible majeure pour les radicaux libres en raison de la
présence d’une forte concentration membranaire en acide gras polyinsaturés du transport
d’oxygene associé¢ en molécules d’hémoglobine a action redox, qui sont des forte promoteurs

des especes réactifs oxygenés.(Vidhya et al, 2016).

Dans notre travail on a utilisé 1’acide gallique comme molécule de référence qui est un acide
phénolique et un phytochimique antioxydant puissant (Bhavesh et al, 2019), il est obtenu par
hydrolyse des tanins et est connu pour montrer certaines activités pharmacologiques
(Rajalakshmi et al, 2001).

A forte concentration 1mg/mL I’acide gallique montre un pourcentage d’hémolyse de 80% ;
nos résultats montrent que les extraits méthanoliques et éthanoliques du grignon d’olive

exercent un effet hémolytiqgue moins important que celui exercé par I’acide gallique.

L’acide gallique produit une quantité importante d’especes réactives oxygénés (ERO), ce qui

détruisent la membrane des érythrocytes.(Mohanty et al.,2014 ; Hsieh et al., 2015).

L’¢tude de I’activité anti-hémolytique des globules rouges in vitro est la meilleure méthode
pour la détermination du pourcentage de stabilisation membranaire. (Oyedapo et al., 2010).la
membrane érythrocytaire correspond a la membrane lysosomale et sa stabilisation indique que

I’extrait de plante pourrait bien stabiliser les membranes lysosomales. La stabilisation de la
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membrane lysosomale est important dans la réponse inflammatoire en inhibant la libération et
I’action d’intercesseurs tels que la sérotonine, les leucotriénes et les prostaglandines,
I’histamine (Aitadafouri, 1996).

L’activité anti-hémolytique des extraits éthanoliques et méthanoliques a été realisée par
I’étude de la stabilisation de la membrane érythrocytaire. Dans ce test on a utilisé deux
molécules de référence, le Diclofénac et 1’acide gallique. Ces derniers sont des molécules qui
induisent des effets anti-hémolytiques différents. Nos résultats montrent que I’acide gallique a
faible concentration (10 et 30 et 75 ug/mL) présente un effet anti-hémolytique, protecteur et
stabilisateur des membranes érythrocytaires important. Cependant, a partir de la forte

concentration (150 et 300ug/mL) I’effet anti-hémolytique commence a diminuer.

Par ailleurs, aux faibles concentrations (10 et 30 ug/mL) le Diclofénac exerce un effet anti-
hémolytique faible, cet effet augmente avec la concentration du Diclofénac et atteint 80% de

protection a la concentration de 300 ug/mL.

Dans notre étude, les extraits eéthanoliques et méthanoliques montrent une efficacité pour
I’inhibition d’hémolyse, et on a constaté plus la concentration d’extrait éthanolique est élevée,
plus la stabilit¢é membranaire continue d’augmenter. Cependant, la stabilité membranaire
augmente aussi avec la concentration d’extrait méthanolique mais a forte concentrations en

atteignant un effet identique.

De plus, ces extraits montrent une activité anti-hémolytique supérieure ou identique a celle de

I’acide gallique, mais plus forte que celle du Diclofénac.

L’inflammation est une réaction de défense de I’organisme a diverses agressions qui peuvent
étre d’origine physique, chimique, biologique (réponse immunitaire) ou infecticuse. Le
traitement actuel de [D’inflammation fait appel aux anti-inflammatoires stéroidiens
(glucocorticoides) et non stéroidiens (AINS) comme I’aspirine (Rahmani et al, 2016). Les
médicaments non stéroidiens agissent soit en inhibant les enzymes lysosomales soit en

stabilisant la membrane lysosomales (Garbi et al, 2017).

Le Déclofénac est parmi les AINS bien établis qui présentent des propriétés anti-
inflammatoires, analgésiques, anti-thrombotiques et antipyrétiques. Les principaux
constituants de la membrane sont les phospholipides, les interactions des AINS avec les
phospholipides peuvent modifier les propriétés physiquo-chimiques des membranes La

présence des AINS dans la région polaire modifie les propriétés électrostatiques des
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phospholipides, Cette interaction influence la structure de la bicouche lipidique. (Moreno et
al, 2009).

Les flavonoides ont une activité anti-inflammatoire remarquable. C’est pourquoi nos travaux
actuels visent a évaluer I’activité anti-inflammatoire par stabilisation de la membrane

érythrocytaire (Chippada et.al, 2011).

La réduction de la dénaturation des protéines est une méthode permettant de démontré la
capacité anti-inflammatoire. La dénaturation des protéines est un processus pathologique par
laquelle les protéines perdent leur configuration et deviennent sans fonction. La dénaturation
des protéines peut voir lieu méme par un processus inflammatoire auto-immune dont le quelle
la production d’auto-antigéne augmentée, cette augmentation peut étre 1’une des principales
causes des réactions inflammatoire quelle que soit la cause de I’inflammation.( Sridevi et al,

2015).

Selon nos résultats, I’effet d’inhibition de la dénaturation des protéines de I’extrait
éthanolique est supérieur a celui de ’extrait méthanolique. Par ailleurs, ’effet d’inhibition des

deux extraits est inférieur a celui de Diclofénac.

Tout produit qui empéche la dénaturation des protéines peut étre un agent anti-inflammatoire
efficace. La capacité des extraits a réduire la dénaturation des protéines a été prouvee en
comparant I’action similaire du médicament standard, a savoir le Diclofénac sodique. (Sridevi

et al, 2015).

L’activité anti-inflammatoire efficace de 1’extrait des plantes peut étre attribuée a la présence
de composés bioactifs tels que les saponines, les alcaloides, les stéroides et les flavonoides qui

y sont présents. (Sridevi et al, 2015).
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L’industrie oléicole laisse chaque année un sous-produit solide (le grignon) abondant et
abandonné résultant de I’élaboration de I’huile d’olive vierge dans les moulins a partir
d’olive, ces déchets forment une véritable menace pour I’environnement écologique.
Toutefois, ces déchets oléicoles sont bénéfiques dans plusieurs domaines, tels que le domaine
thérapeutique.

Dans ce travail de master, notre objectif est 1’étude des activités biologiques des extraits de
GO in vitro par deux solvants (éthanol, méthanol). L’extraction des CP du GO par le

méthanol est meilleure avec un rendement de 9%.

Selon nos résultats, les extraits du GO sont cytotoxiques a forte concentration (1mg/mL).
Autrement, a faible concentration (125ug/mL) ils sont faiblement cytotoxiques puisqu’ils

exercent un faible taux d’hémolyse.

Ainsi, les résultats précédentes ont montrent que les extraits methanoliques et éthanoliques du
GO exercent des effets anti-hémolytique trés importants et assurent une stabilité¢ a la
membrane érythrocytaire par apport aux molécules de référence, a savoir ’acide gallique et

Diclofénac.

Cependant, d’aprés les résultats de test anti-inflammatoire, les deux extraits du GO exercent
une inhibition de la dénaturation protéique importante (81%) mais inférieure a celle du

Diclofénac, mais ¢a n’arréte pas qu’ils sont des agents anti-inflammatoire puissants.

Notre travail de master permet de conclure qu’on peut utiliser le GO dans le domaine
thérapeutique en raison de sa richesse en CP qui exercent des activités anti-hémolytiques et

anti-inflammatoires.
En perspectives, il est souhaitable de réaliser d’autres études complémentaires pour :

e Déterminer et purifier les molécules bioactifs responsables des activités biologiques et

déterminer leur mécanisme et mode d’action.

e Evaluer leur activité anti-inflammatoire du GO in vivo pour étudier la toxicité.
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Résumé :

Margines et grignons, deux résidus issus de I’industrie oléicole. La production mondiale de grignons
est estimeée a 2,9 millions de tonnes, Ce qui conduit a des pollutions nocives pour 1’environnement
écologique d’ou I'importance de valoriser ce sous produit doté de composés phénoliques. Dans ce
contexte, I’objectif de ce travail est d’évaluer la toxicité et I’activité anti-hémolytique et anti-
inflammatoire du grignon d’olive par des tests in vitro, en utilisant comme solvants d’extraction des
poly phénols, le méthanol et le éthanol, les deux extraits ont donné des bon rendement. Les résultats
obtenues ont montrée que I’effet anti-hémolytique des extraits est tres important méme a faible
concentration (10ug/mL) , par ailleurs, I’effet anti-inflammatoire est important a forte concentration
(250ug/mL) et il est faible a faible concentration. Ces extraits peuvent exercer un effet cytotoxique a
forte concentration (1mg/mL). Cette étude nous a permis de conclure que les grignons d’olive ne sont
pas seulement des déchets nocifs, mais on peut les utiliser dans des différents domaines, en raison de
leurs compositions intéressantes qu’ont des propriétés biologiques importantes.

Mots clés : Grignon d’olive, effet anti-hémolytique, effet anti-inflammatoire, les composés
phénoliques, toxicite.

Abstract :

Margins and pomace, two residues from the olive industry. The world production of pomace is
estimated at 2.9 million tons, which leads to pollution harmful to the ecological environment, hence
the importance of recovering this by-product with phenolic compounds. In this context, the objective
of this work is to evaluate the toxicity and the anti-haemolytic and anti-inflammatory activity of olive
pomace by in vitro tests, using methanol and ethanol as extraction solvents for polyphenols. Both
extracts gave good yields. The results obtained showed that the anti-haemolytic effect of the extracts is
very important even at low concentration (10ug/mL), on the other hand, the anti-inflammatory effect is
important at high concentration (250ug/mL) and it is weak at low concentration. These extracts can
exert a cytotoxic effect at high concentrations (1mg/mL). This study has allowed us to conclude that
olive pomace is not only a harmful waste, but it can be used in different fields, due to its interesting
compositions that have important biological properties.

Keywords: Olive pomace, antihemolytic effect, anti-inflammatory effect, phenolic compounds,
toxicity, anti-inflammatory effect.
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