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Introduction

Introduction :

Dans la culture arabo-musulmane, 1’olivier est un arbre sacré et particulier, il fait partie des
arbres cités dans le Coran sourate EI-Noor aya: 35. L’olivier Ole. A été cultivé depuis
I’antiquité dans la région méditerranéenne pour produire des olives de table, huile d’olive Et
des extraits de ces feuilles.

Les produits de 1’olivier ont été utilisés pendant des siécles comme nourriture, conservateurs
naturels et dans la médecine populaire. L’Algérie fait partie des principaux pays
méditerranéens dont le climat est plus propice a la culture de I’olivier. Elle se positionne apres
I’Espagne, I’Italie, la Grece, la Turquie, la Syrie, la Tunisie, le Maroc et I’Egypte qui sont les
plus importants pays producteurs des olives et d’huile (Ouferhat- Ait Hamlat, 2015)
L’olivier est I'une des plus anciennes plantes cultivées. Plus de 8

Millions d’hectares d’oliviers sont cultivés dans le monde ; prés de 98 % d’entre eux se
trouvent dans le bassin méditerranéen (Peralbo-molina de Castro et al., 2013).

La filiere oléicole s’inscrit comme filiére agroalimentaire stratégique a grand intérét
¢conomique. L’oléiculture comme ressource agricole fortement localisée dans le milieu rural,
sa valorisation constitue un objet majeur pour créer une valeur ajoutée qui s’inscrit a long
terme et en conséquence le développement de ses territoires en question.

Dans ce contexte, (Hadjou et al., 2013) rapportent que la filiére oléicole algérienne montre,
depuis

Des décennies, des signes de crise, avec une dualité entre un systéme traditionnel peu
compétitif en raison des conditions géomorphologiques (dans les zones de montagne) et
institutionnelles (faible Soutien) et un systeme moderne, destiné principalement a la
production de I’olive de table. (Lachibi, 2019).

L’industrie oléicole, sa production principale est 1’huile d’olive . 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 préalable
(Boskou, 2006).

L’industrie oléicole laisse deux résidus : 1’un liquide (les margines) et 1’autre solide (les
grignons)

.(Nefzaoui,1988).

Dans ce contexte général, I’objectif de notre travail est de montrer I’Evaluation du pouvoir

anti émolitique et anti inflammatoire du grignon d’olive
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I. Olivier

L'olivier en Grec c'est ( olea europea L ) il contient 30 genres et 600 espéces il appartient a la
famille des oleaceae monophylétique ( mushataq 2020 )

« L'olivier est toujours vert, ses dimensions et ses formes varient avec les conditions
climatiques, I'exposition, la fertilité du sol et les variétés, mais si on le laisser vegéter seul il
prend couramment une forme pyramidale, peut atteindre 12 a 15 metres de hauteur et son
tronc

se maintient le plus souvent élancé de bas en haut (Brikci, 1993).

* En Algérie olivier présent un peu partout sur le territoire national mais c'est la zone centre
représenté par les régions de Bejala et Bouira et Tizi

- Ouzou qui abritent la plus grande verge ( INRAA 2006 )

* En Algérie aussi la culture d'olivier remonte a plus haute antiquité. L'olivier et ses produits
constitués donc une base essentielle des activités économiques de nos populations rurales.
L'huile d'olive faisait I'objet d'un commerce intense entre I'Algérie et Rome durant I'époque

romaine. Dans cette période I'histoire de l'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

Figure 1 : Olive (Mushtaq et al, 2020).
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I.1. Historique :

L’olivier, arbre de la famille des oléacées, cultivé surtout dans le bassin méditerranéen depuis
au moins 3500 ans avant notre ¢re. Il était dans 1’antiquité grecque et romaine, un embléme de
fécondité et un symbole de paix et de gloire. Le nom scientifique de 1’arbre "Olea" vient d’un
mot qui signifiait "huile" chez les grecques de ’antiquité.

Selon Loussert, la culture de I’olivier prend son origine de la frontiére lrano-Syrienne.
Récemment, par des travaux multiples, des botanistes de Montpellier concluent que «
I’origine de I’olivier est beaucoup plus complexe que ce que 1’on pensait ».

Dans la culture arabo-musulmane, 1’olivier est un arbre particulier. Il fait partie des arbres
cités dans le coran et a ce titre, il est I’objet d’un respect d’autant plus que ses vertus déja

signalées dans le coran sont approuvees par des études scientifiques.

1.2. Classification botanique de I’olivier :

L’olivier et un arbre cultivé pour sans fruit I’olive qui donne huile d’olive ( Kohler 2006 )

1.2.1. Systématique :
Reégne : plantae
Division : magnoliophyta
Classe : magnoliopsida
Ordre : scrophulariales
Famille : oleaceae
Genre : olea
Espece : oleaeuropea
Oleaeuropea est I'unique espece représentative du genre quadrangulaire ses fruits sont petits
et nombreux et peut abondant Certains classification distingue deux sous espéce :
e L’olivier cultivé : il est constitué par un grand nombre de variété multiplier par
bouturage ( cronquiste 2010 )
e L’olivier sauvage : se différencie de Olivier cultivé par ces caracteéres c’est un

arbrisseau posséde des rameaux épineux et quadrangulaire ( cronquiste 2010 )
I. U'oléiculture :

II.1. U’oléiculture en Algérie :

En Algérie, I’oléiculture joue un role économique, social et environnemental important. Le
Verger oléicole national couvre une superficie de plus 450 mille hectares avec un nombre
d’olivier atteignant les 6.200.000 arbres. La connaissance des colits de production au niveau

des exploitations oléicoles est utile de plusieurs points de vue car elle permet de rendre
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Compte de la compétitivité de la filicre et elle apporte des ¢léments d’appréciation sur la
sensibilité des différentes agricultures aux changements de politique agricole notamment
quand les colts de production sont mis en relation avec les prix.

L’¢tude des cotits de production au niveau des exploitations oléicoles a travers les différents
systémes de production a révélé un avantage comparatif de 1’huile d’olive algérienne.
L’analyse des marges brutes fait apparaitre une filicre performante sur le plan financier.
(Amrouni et al, 2021 )

L’olivier est principalement cultivé sur les zones cotiéres du pays a une distance de 8 a 100
km de la mer ou il trouve les conditions favorables pour son développement. 1l occupait, une
superficie de 310 000 hectares qui se répartie sur tout le territoire comme La majorité des
surfaces oléicoles se localisent dans des régions de Montagne et les collines recouvrant une
surface de 195 000 hectares, ainsi que dans les Plaines occidentales du pays et dans les vallées
comme la Soummam (ITAF, 2008).

Selon les statistiques de I'ITAFV, I’oléiculture nationale a enregistré, entre 1999 et 2014, une
croissance de 130% en termes de superficie passant de 165.000 hectares (ha) a 380.000 Ha,
dont 215.000 ha vont rentrer en production d’ici I’horizon 2020 et la production est passée De
19.000 tonnes d’huile a 65.000 tonnes, avec des pics atteignant 74.000 tonnes. Il nous a
Semblé intéressant de faire une rétrospective, sur I’historique de la filiére oléicole de la
période coloniale a 2008, pour mieux cerner 1’état actuel de la filiére. ( Ouferhat- Ait
Hamlat, 2015)

[! LU'oliveraie en 1999

2: CHLEF 61 BEIAIA 9: BUDA 10
BOUIRA 13 : TLEMCEN 15 : TI21-0UZOU 18
JuEL 19: SETW 21: SKIKDA 22:5.
B. ABBES 24: GUELMA 44 : AIN DEFLA 27
MOSTAGANEM 29 MASCARA 34: BORJ BOU-ARRERU

35 : BOUMERDES 41 : SOUK AHRAS 42 : TIPAZA

- Nouvelle aire oléicole

3 : LAGHOUAT & : O.E.BOUAGHI
51 BATNA 7 1 BISKRA

8 : BECHAR 12 : TEBESSA
14 : TIARET 17: DIELFA

20: SAIDA 28; MSILA

32: EL-BAYADH 39 : ELLOUED
40 : KHENCHELA 45 : NAAMA

Figure 2 : Carte oléicole d’Algérie (ITAF, 2008).
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II.1. Les sous-produits de oléiculteurs :
* Déchet liquide sous forme margines

* Déchet solide sous forme grignon d’olives

11.2. Définition de margine :

Appelé également les eaux de végétation sont des effluents obtenus apreés 1’extraction de
I’huile d’olive c’est un liquide résiduel et aqueux et visqueux de couleur brune et noir avec
une forte odeur d’olive. les margine en une forte charge Saline et sont trés riche en matiére
organique.

Les margine sont trés chargés en polyphénol leur forte charge constitue un risque trés
important de pollution pour le sol et inhibe leur activité.

La margine, I’ensemble de déchets liquides, est constitué en fonction du systéme de
séparation utilisé dans I’opération d’extraction, a savoir :

-Eaux de lavage du fruit :

La quantité utilisée varie entre 80 et 120 litres par tonne d’olives et qui dépend du type de
Produit qui arrive de la compagne. Elles sont constituées de particules de poussiére ou de
terre, ainsi que des petites quantités de matiere grasse issus du fruit plus ou moins abimés. Ces
eaux sont facilement recyclables par simple opération de décantation ou de filtrage en raison
de leur faible contenu organique (centre d’Activités Régionales pour la Production Propre,
2000).

-Eaux de rincage de trémies de stockage.

-Eaux ajoutées au cours du malaxage.

-Eaux de nettoyage d’huile :

Ce sont les eaux issues de derniere centrifugation de I’huile ou on ajoute de Proportions
d’eau chaude. Elles représentent 1’ensemble des déchets aqueux contenus dans 1’huile
d’extraction et de I’eau chaude ajoutée. Ce déchet est incorporé

traditionnellement au déchet liquide généré lors de I’extraction dans le premier pressoir ou Le
premier décanteur et I’ensemble constituant la margine. Dans les huileries fonctionnant avec
le systeme continu a deux phases, ces eaux constituent les seuls déchets liquides existants,
étant donné qu’il n’y a pas production de margine au cours de I’extraction. eaux de vegétation

de I’olive elle-méme, tel que 40 a 50% d’eau provient du fruit d’olive (A.Nefzaoui., 1991)
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Ill. Grignon d’olive :

lll.1. Définition :

Le grignon d'olive et un résidu d'extraction d'huile des olives entiére obtenu soit par pression
soit par centrifugation il est constitué par agrégat de pulpe . de pellicule de fruits de pellicule
de fruits de noyaux de fragments et de I'amidon il est riche en cellulose brut et pauvre en
matiére azotée

Le grignon d'olive et un teneur en huile de 8 4 12% p/p ( TZIA 2018)

111.2. Type de grignon d’olives :

Selon le procédé de I'extraction et équipements huile

Il y'a plusieurs types de grignon d'olives :

- Le grignon bruts : constitue de pulpe pressée et de noyaux il présente en teneur 24% d’eau
et 9% d’huile relativement élevée ce qui favorise son altération rapide a l'air libre

- Les grignon épuisé : c'est le résidu obtenu aprés déshuilage de grignon brut par un solvant
généralement hexane ce type est caractérisée par une faible teneur de matiére grasse et faible
teneur d’eau

- Les grignon partiellement dénoyautées : il est dit dégraissé ou épuisé si sont huilées extraite
par un solvant il est résulté par séparation partielle de noyau de la pulpe par tamisage ou

ventilation

Figure 3 : grignons d’olives
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111.3. Caractéristiques chimiques de grignon d’olive :
La composition chimique de G.O varié dans trés large limite Elle dépend de facteurs
intrinseques du fruit du procédé de I’extraction de I’huile et aussi de 1’épuisement par solvant

Tableau 1 : Les différents types de grignon (Olhde et Becker, 1982).

% de la matiere seéche

Types Matiere Matieres Mat Cellulose Mat.

seche 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

dénoyaute

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

IV. Polyphénols du Grignon d’olive :

IV.1. Définition de polyphénols:

e Les polyphénols sont de puissants antioxydants qui complete les fonctions des
vitamines et des enzymes antioxydants ainsi et un moyen de défense contre le stress
oxydatif ( appel et Martin 2010 )

e Les polyphénols en un fort potentiel pour utilisation de thérapeutique bénéfique il y’a
des composés bioactifs contient de polyphénols Sont décrits comme des outils clés
pour la recherche de santé humaine et pour les maladies cardiovasculaires et

hypertension et diabéte et syndrome métabolique ( Durazzo et Al 2019)

IV.2. Les types de polyphénols :

Il y’a quatre classes :

-De phénols de grignons d’olive : les phénols simples tels que le tyrosol et ses dérivés, les
acides cinnamiques tels que 1’acide p-coumarique et le verbascoside,

-Les flavonoides comme la rutine et 1’apigénine, et les secoiridoides comme 1’oleuropéine et

ses Dérivés (Aliakbarian et al., 2018).
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-Le grignon d’olive a été considéré comme une source intéressante de composés phénoliques
98% des composés phénoliques retenus

-Dans le tourteau seulement 2 % sont transférés dans 1’huile Une chromatographie effectué
par Cioffi et A1 2010 a montré la présence d’acide gallique de tyrosol d’acide caféique d’acide
férulique et acide vanillique

-Plusieurs composé phénoliques en été identifiés dans extrait de grignons d’olive comme
acide 1’organique . La loganine . La sécologanine . La taxifoline . L’acide cinnamique .

L’acide shikimique ( Hashmi et Al 2015)

» Flavonols

eg, quercetin |
MeO. ~- CH,O0H 7Y OH
Lignans HO~7 ~NCHOH OHO
©g, secoisolaiciresinol 2 OH
- A OH
[ "OMe » Flavanones I
OH &g, naringenin HQ A 2/
Hydroxycinnamic 4o [ 1
> acids — OHO
eg, caffeicacid HO—{" Y OH
1 Phenolic acids - COOH A OH
— Flavanols HO_ A QA
eg, epicatechin
HHydroxybenzoic  HQ 5.6 ; ANNoH
Polyphenols —| acids WY OH
eg, gallic acid HO i oH
HO
. = . OH
» Flavonoids |, Flavones HO 0k
&g, apigenin Bl
Y )
OHO
OH
A~ JOH OH
HO. A A ‘ ) * Anthocyanins o 0 A )
Stilbenes 17 ©g, cyanidin Y |
eg, resveratrol Y NANoH
OH OH
HO A, ©.
“» Isoflavones AN
eg, daidzein |
0

“~OH

Figure 4 : Classification et structure chimique des principales classes de polyphénols
Alimentaires (Martin 2010).

V. l'inflammation :
e L’inflammation C’est une réaction naturelle de défense de notre corps et un processus
complexe qui se produit au niveau des vaisseaux sanguins et des tissus en réponse a des

agents agressifs tels que les agents pathogenes ( Barton 2008 )
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» L’inflammation se caractérise par des symptomes désagréables tels que rougeur, douleur,
chaleur . La réponse inflammatoire vise a réparer les tissus endommagés et a rétablir
I’homéostasie ( Sarkhel, 2015)

» L’inflammation peut avoir des causes infectieuses ou non infectieuses. Lorsqu’une Iésion
tissulaire se produit, notre corps déclenche une cascade de signaux chimiques qui stimulent
des réponses pour guerir les tissus affectés. Ces signaux attirent les globules blancs des
vaisseaux sanguins vers les zones blésées. Les globules blancs activés produisent des
cytokines qui déclenchent des réactions inflammatoires. C’est fascinant comment notre corps
réagit pour se soigner ( Jabbour ,2009)

V.1. l'inflammation et la dénaturation protéiques :

Les protéines subissent une dénaturation lorsqu’elles perdent leur structure tridimensionnelle
et leur repliement caractéristique. Cela peut se produire en réponse a un choc thermique ou a
d’autres facteurs qui entrainent la dégradation ou I’élimination des protéines dénaturées (
Nguyen 2010)

Tout produit qui empéche la dénaturation des protéines peut étre un agent anti-inflammatoire
Hashmi et Al 2015 ont cité des travaux qui montre que 1’huile d’olive extra vierge et les
extraits olive en une activité anti inflammatoire remarquable

Tableau 2 : les étiologies de I’inflammation. (Jabbour etal, 2009).

Factures non infectieuses Factures infectieuses

Physique : brllures, gelures, blessures Bactérie, virus et autres micro-organismes
physiques, corps étrangers,

traumatismes, radiations ionisantes.

-Chimique : glucose, acides gras, toxines,

alcool, irritants chimiques (y compris

fluorure, nickel et autres oligo-éléments).

-Biologique : cellules endommagées.

-Psychologique : I'excitation.

- Les protéines subissent une dénaturation lorsqu’elles perdent leur structure tridimensionnelle
et leur repliement caractéristique. Cela peut se produire en réponse a un choc thermique ou a

d’autres facteurs qui entrainent la dégradation ou I’élimination des protéines dénaturées (

Nguyen 2010 )
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-Tout produit qui empéche la dénaturation des protéines peut étre un agent anti-inflammatoire
Hashmi et Al 2015 ont cité des travaux qui montrent que 1’huile d’olive extra vierge et les

extraits olive en une activité anti inflammatoire remarquable

VI. hémolyse

L’hémolyse est un phénoméne physiologique irréversible due a une libération des
Composants intracellulaires des érythrocytes notamment 1’hémoglobine, suite a une
Perturbation de la membrane cellulaire apres une durée de vie de 120 jours qui est un laps de
Temps normal (Thomas, 2013).

L’hémolyse est définie par une couleur rose-rouge détectable lorsque les taux Plasmatiques
d’hémoglobine dépassent la capacité de liaison a 1’haptoglobine (0,3 g / L) et Provoque une
augmentation de fer dans les urines, cette hémolyse est la cause de Pathophysiologies

spécifiques telles que les maladies vasculaires aigués et chroniques,

L’inflammation, la thrombose et I’insuffisance

Rénale. (Wiltink et al., 1972).

Elle joue un ro6le important dans la translocation de I’hémoglobine dans 1’espace
Extravasculaire, les réactions oxydatives et la libération de I’hémine dans la signalisation

Moléculaire (Dominik et al., 2013).
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Matériel et méthode

L’¢étude expérimentale a été réalisée au sein du laboratoire de recherche Faculté des Sciences

de la Nature et de la vie et des Sciences de la Terre et de 1’Univers, Université de Tlemcen
I. Préparation des extraits des grignons d’olive :

I.1. Préparation du matériel végétal :

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

Apreés séchage du GO brut pendant a 1’air libre (dans un endroit sec, ventilé et ), celui-ci a été
broyé a I’aide d’un Moulinex pour obtenir une poudre.

1.2. Extractions hydro liquides :

Les tests biologiques sont réalisés sur des extraits hydro-liquides :

Figure 5 : grignon d’olives en poudre fine.

Dans un bécher en mai 5g de la poudre du GO avec 100 ML d’eau distillé.
e macération : laisser les mélanges macérer pendant 24 heures a I’obscurité, et a une
température ambiante.

e Filtration :Filtrer sur papier filtre.
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Figure 6 : la filtration de la macération de grignon d’olive.

e [L’évaporation :Le filtrat placé dans un rota vapeur a 43°C pour assurer I’évaporation

du solvant.

Figure 7 : Photographie du Rotavapor utiliseé.

Calculer le rendement en pourcentage de grignon d’olive en extrait sec par la formule :
R(%) = (M/MO0).100

R(%) : rendement en pourcentage.

M : masse en gramme de 1’extrait sec résultant.

MO : masse en gramme du matériel végetal de
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Figure 8 : Extraits de grignon d’olive aprés séchage.

Il. Détermination, in vitro, de I’activité anti-hémolytique, anti-inflammatoire du grignon
d’olive :

I1.1. 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
mesuré et reconstitué sous forme de suspension de 10% (v/v) (GRH), avec une solution iso-

saline et utilisé immédiatement.

11.2. Test de cytotoxicité des extraits :

Avant d’entreprendre le test de I’activité anti-hémolytique des extraits du GO, un test de
toxicite est nécessaire, afin de cibler les concentrations a utiliser.

Le principe de ce test est de mettre en contact des hématies avec les extraits méthanoique,
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.

Mode opératoire :
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Le protocole suivi est celui de Bulmus et ses collaborateurs (2003),ou un volume de 1.6 ml de
I’extrait méthanoique, éthanolique ou et ’acide gallique, molécule de référence de CP a été
mélangé avec un volume de 0.4 ml de la suspension de GRH (10%)

Deux contrdles ont été réalisés dans les mémes conditions, en remplagant I’extrait avec de
I’eau physiologique (contréle négatif) ou avec de I’eau distillée (contréle 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 ét€¢ mesuré a 560 nm.

lll. 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 controle ; At = Absorbance du test.
lll.1. Evaluation de I'activité anti-hémolytique :
Le principe de cette méthode est basé sur la capacité des extraits & empécher ’hémolyse des
GRbh, induite par ’hypotonie et la chaleur et donc prévenir la libération de ’Hb. Ce test a été
réalisé selon la méthode décrite par (Sadique et al, 1989 ; oyedapo et al, 2010).

Mode opératoire :

Le milieu réactionnel contenant 0,5 ml de I’extrait des GO, du Diclofénacsodique ou 1’acide
gallique a différentes concentrations, mélangéavec 1,5mL du tampon phosphate (0,9% NacCl,
pH=7,4) et 2ml d’une solution hypo-saline (0,36% NacCl), 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 a 56°C pendantlh.Au final, les tubes sont refroidis sous
I’eau courante et suivis par une centrifugation a 2500rpm pendant 5min. Les absorbances du
surnageant sont mesurées a 560 nm. En paralléle, uncontrdle est réalisé en remplacant I’extrait
avec 0,5 ml du tampon phosphate.

Expression des résultats :

Le pourcentage de stabilité membranaire a été estimé a partir de 1’expression suivante :
% de stabilité membranaire = (Ac-At Ac) X 100
Ou : Ac = Absorbance du contrdle.
At = Absorbance du test.

4 - Evaluation de ’activité Anti-inflammatoire :
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La dénaturation des protéines est parmi les causes de 1’inflammation (Williams et al, 2008).
De nombreuses ¢études ont évalué I’effet inhibiteur de différents extraits de plantes sur
I’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 quatre solutions.
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).
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).
La solution contrdle 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).
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/mi
(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-[(solution de test DO- contréle DO/contrdle de test DO)] x 100.
Le contrdle représente 100% des protéines dénaturées; et les résultats sont comparé avec le

diclofénac sodium (250ug/ml).
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Résultat et interprétation

I. Rendement d’extraction :

Le rendement d’extraction de I’extrait aqueux du GO est de 20% (Tableau 3).

Tableau 3 : Rendement d’extraction

Extrait

Masse (g) Couleur Rendement (%)

Brut aqueux des GO | 5 Marron foncé 20

Il. Teneurs en polyphénols, flavonoides et tanins :

Les analyses quantitatives en phénols totaux, en flavonoides et en tanins ont été faites par un
spectrophotomeétre UV-Visibles. Les phénols totaux ont été quantifiés suivant la méthode du
Folin-Ciocalteu, les flavonoides par méthode de trichlorure d’aluminium, les tanins par

méthode de la vanilline. Les densités optiques D.O. obtenues ont été projetées sur les courbes

d’étalonnages appropriées.

1.1. Courbe d’étalonnage pour le dosage des phénols totaux :

Cette courbe a été établie en utilisant, comme référence, I’acide gallique. La formule de

régression linéaire de cette courbe est de y = 2.916x, avec un coefficient de détermination (R2

=0.9978) (figure 9).

T T T ! T L

0 0.05 01 0.15 0.2 0.25 0.3

Concentrations d'acide gallique (mg/ml)

Figure 9 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour le dosage des phénols totaux.
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11.2. Courbe d’étalonnage pour le dosage des flavonoides :

La catéchine a ¢été utilisée comme référence pour tracer cette courbe d’étalonnage qu’on a
utilisé pour le dosage des flavonoides. La formule de régression linéaire de cette courbe est de
y = 5.140x, avec un coefficient de détermination (R2 = 0.9911) (figure 10).

0.2 -

0.18 1 y=0.1161x

E 0.16 1 R’ = 0.9968
- 0.14 1
B 012
0.1
0.08
0.06 -
0.04
0.02

Absorbance

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 14 1.6

Concentrations de catéchine (mg/ml)

Figure 10 : Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des flavonoides

11.3. Courbe d’étalonnage pour le dosage des tanins condensés :

Afin de tracer cette courbe d’étalonnage, on a choisi la catéchine comme référence.

La formule de régression linéaire de cette courbe est de y = 0.1161x, avec un coefficient de
détermination (R2 = 0.9968) (figure 11).

0.2 4

0-18 1 y=0.1161x

E 016 R’ = 0.9968
0.14 -

w012 4

0.1 -
0.08
0.06 -
0.04 -
0.02 -

550

Absorbance

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4 1.6

Concentrations de catéchine (mg/ml)
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Figure 11 : Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des tanins condensés

11.4. Dosage des phénols totaux, des flavonoides et des tanins dans I’extrait aqueux du GO :
Selon les résultats obtenus dans le tableau 4 et la figure 12, les teneurs en polyphénols est de
7.48+0.05 mg/g, les flavonoides avec une valeur de 2.13+0.03mg/g et concernant les tanins,

les analyses quantitatives montrent une valeur de 1.51+0.01mg/g.

Tableau 4 : Teneurs en polyphénols flavonoides et tanins.

Teneurs (mg/g) Polyphénols totaux | Flavonoides Tanins
Extrait aqueux 7.48+0.05 2.13+0.03 1.51+0.01
9
’ |
7
6
¥
€5 Polyphénols totaux
S B Flavonoides
% 4 B Tanins condensés
S
-
3
2
1
0

Figure 12 : Teneurs en phénols totaux, flavonoides et tanins
Ill. Etude des activités biologique in vitro de I'extrait aqueux du GO :
lll.1. Test de cytotoxicité :

Le test in vitro de cytotoxicité représentée par le pourcentage d’hémolyse des globules rouges
est effectué en utilisant des GRh d’un donneur sain en bonne santé.

Différentes concentrations de D’extrait brut aqueux du GO, ainsi qu’une molécule de
référence, I’acide gallique, ont été testés. Le pourcentage de 1’hémolyse est évalué référence,

I’acide gallique, ont été testés. Le pourcentage de I’hémolyse est évalué pour notre extrait, en
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mesurant 1’absorbance de I’Hb libérée des GRh par hémolyse, en comparaison au controle
négatif (C-, solution de GRh dans de I’eau physiologique, ayant un taux d’hémolyse tres
faible, 15%) et au contrdle positif (C+, solutionde GRh dans de I’eau distillée afin de
provoquer une hémolyse totale, 100% d’hémolyse).

Nos résultats montrent que 1’acide gallique représente un effet hémolytique faible (13.40 %) a
la concentration de 125 pg/mL en comparaison avec le contrdle négatif (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 13).

Acide gallique

120%
100%
80%
60%

40%

Pourcentage d'hémolyse(%)

e e
C- 50 125 250 500

Concentrations(pg/ml)

1000 C+

Figure 13 : Pourcentage d’hémolyse des globules rouges par I’acide gallique.

C:15% :C":100%

L’extrait aqueux du GO montre un taux d’hémolyse des GRh faible a la concentration
125pug/ml et 250ug/ml (5% ,7%) comparé au controle négatif (15%). Ce taux augmente avec
la concentration 500 pug/mL pour atteindre 9.5% d’hémolyse. A la concentration 1 mg/ml, le
pouvoir de cytotoxicité contre les GRh montre un taux d’hémolyse plus important (20%). En
outre, ces résultats montrent que notre extrait brut aqueux du GO exerce un effet cytotoxique
trés faible par rapport a I’acide gallique (molécule de référence) quel que soit la concentration
utilisé (Figure 14).
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Figure 14 : Comparaison des pourcentages d’hémolyse des globules rouges entre I’acide
gallique et I’extrait aqueux du grignon d’olive.

11l.2. Test anti-hémolytique (stabilisation membranaire des globules rouges) de I'extrait
brut aqueux du grignon d’olive :

L’étude de I’activité in vitro anti-hémolytique de 1’extrait aqueux du GO réalisée en utilisant
la méthode de stabilisation de la membrane des GRh.

L’¢évaluation de la stabilisation membranaire est mesurée par le taux de libération de I’Hb a
560 nm pour chaque concentration de I’extrait 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 polyphénol a activité anti-hémolytique. Les résultats obtenus sont
représentés dans les figures 10 et 11.

Nos résultats montrent que ’acide gallique a faible concentrations de 10 ,30et75 pug/mL
présente un effet anti-hémolytique, protecteur et stabilisateur des membranes des GRh,
important qui représente 82 % a la concentration 75pg/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). Par ailleurs, le Diclofénac possede un effet anti-hémolytique faible
aux concentrations 10et 30pg/ml. Cet effet protecteur augmente avec la concentration du

Diclofénac et atteint 80 % de protection a la concentration de 300 pg/mL (Figure 15)
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Figure 15 : Activité anti-hémolytique de 1’acide gallique et du Diclofénac

Concernant I’extrait aqueux du GO, on remarque que quel que soit la concentration utilisée,
I’extrait aqueux du GO provoquent un taux d’hémolyse inférieur que celui provoqué par

I’acide gallique et le Diclofénac (Figurell).
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Figure 16 : Comparaison de I’activité anti hémolytique entre le Diclofénac, acide gallique et
I’extrait aqueux du GO.
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111.3. Activité anti-inflammatoire de I’extrait aqueux du grignon d’olive :
Pour évaluer I’activité anti-inflammatoire in vitro de nos extraits, on a utilisé la méthode de

I’inhibition de la dénaturation protéique et les résultats ont été comparés a ceux de Diclofénac
comme médicament standard.

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. (Figurel7).

Diclofénac

100% -
90% -
80% -
70% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20% -
10% -
0% -

Pourcentage d'ihinibition(%)

250pg/ml 250ng/ml 250ug/ml
Concentrations

Figure 17 : Inhibition de la dénaturation protéique par le Diclofénac.

Les résultats montrent que I’extrait aqueux du GO exerce un effet protecteur contre la
dénaturation protéique trés important pour toutes les concentrations utilisées (250pg/ml,
250ng/ml et 250ug/ml). Cet effet est supérieur de celui du Diclofénac (molécule de référence)
(Figure 18).
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Figure 18 : Comparaison de I’inhibition de la dénaturation protéique par le Diclofénac et
I’extrait aqueux du grignon d’olive.
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La valorisation des sous-produits issus de la production oléicole est devenue un secteur de
valeur importante dans les pays productrice d’huile d’olive tel que I’Espagne, Italie, Gréce et
la Tunisie. Ce secteur est toujours au stade embryonnaire et mal considéré en Algérie
(Mouzaoui K et al, 2015). Le déchet principal de la production d’huile d’olive est le grignon
d’olive qu’il est considéré comme un phyto-toxique qui cause des problemes sérieux dans
I’environnement (Nunes et al., 2018). Les voies de la valorisation du GO sont nombreuses, il
est utilisé comme un aliment de bétails, combustible, fertilisant et autre fin... (Sebban A et

al, 2004).

L’objectif principal de notre étude est d’évaluer les teneurs phénoliques trouvés dans 1’extrait
aqueux du GO et étudier quelques activités biologiques de cet extrait tel que I’activité anti-

hémolytigue et anti-inflammatoire afin de valoriser ce déchet précieux.

Les composés biologiquement actifs sont généralement présents a faibles concentrations dans
les plantes. Une technique d'extraction est celle qui permet d'obtenir des extraits a rendement
important avec des changements minimes des propriétés fonctionnelles. Cette opération a
pour but de capter les produits élaborés par le végétal tout en veillant a éviter d’en altérer la
qualité (Mahmoudi S et al, 2013). Le choix de la technique d’extraction des polyphénols est
tres important en basant sur l'influence de différentes conditions d’extraction sur les
rendements d’extraction de composés phénoliques de source végétale ; aussi la solubilité des
composés phénoliques dépend de leur nature chimique dans la plante, qui varie de composés
simples a fortement polymérisés (Debib A et al, 2011). Dans notre travail on a choisi 1’eau
distillé comme un solvant d’extraction par macération. Le rendement enregistré de notre
extrait aqueux est de 20%, ce rendement est trés important par rapport a d’autres études qui
ont choisi un mélange eau/ méthanol avec un rendement de 9% et 8% pour 1’extrait hydro-
éthanolique (Badi Z et al, 2022). Ceci peut s’expliquer simplement par le fait que certains
facteurs peuvent influencer la variation du rendement de 1’extraction, notamment I’espece
végétale (variété), I’organe utilisé, les conditions de séchage de la plante, le contenu en
métabolites et la nature du solvant utilise (Okombe et Nzuzi, 2019).

Tous les végétaux contiennent des composés phénoliques mais, comme c’est le cas pour la
plupart des métabolites secondaires, leur répartition qualitative et quantitative differe selon les
especes, les organes, les tissus et les stades physiologiques. lls se présentent sous différentes
structures chimiques et sont un bon témoin de 1’extraordinaire capacité de biosynthese des

plantes qui permet a 1I’étre humain d’en faire usage dans des domaines aussi variés que
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I’agroalimentaire et la pharmacologic (Mouzaoui K et al, 2015). La détermination des
teneurs en phénols totaux, en flavonoides et en tanins dans I’extrait aqueux du GO a été faite
par des dosages spectrophotométriques. Nos résultats montrent une teneur importante des CP
(7.48+0.05 mg/g) et 2.13£0.03 mg/g des flavonoides plus 1.51+0.01 mg/g des tanins. Ces
résultats sont proches de celles de (Badi et al, 2022). (Bemeliani et al, 2023 trouvent des
teneurs importantes avec 9.13+1.15 mg/g des CP, 7.02+0.02 mg/g des flavonoides et
1.08+0.02 mg/g des tanins. La solubilité des polyphénols dépend principalement du nombre
de groupements hydroxyles, de poids moléculaire et de la longueur de la chaine carbonique de
squelette de base (Mahmoudi S et al, 2013).

Les polyphénols sont des composés naturels largement répandus dans le régne végétal qui ont
une importance croissante notamment grace a leurs effets bénéfiques sur la santé. Leur role
d’antioxydants naturels suscite de plus en plus d’intérét pour la prévention et le traitement du
cancer, des maladies inflammatoires et cardiovasculaires (Okombe et Nzuzi, 2019). Pour
assurer I’effet bénéfique des CP trouvé dans notre extrait on a effectué une étude de
cytotoxicité in vitro en utilisant les globules rouges humains comme un modele cellulaire.
L’utilisation des globules rouges facile a isoler du sang et sa membrane présente des
similitudes avec d'autres membranes cellulaires (Shobana et Vidhya, 2016). Les résultats
montrent que I’extrait aqueux du GO et moins toxique que I’acide gallique quel que soit la
concentration utilisée. Cette toxicité est due a la présence des CP ceux qui est confirmé par
I’étude quantitative. En outre d’aprés Alhamed et al, 2012 ; 98 % phénols totaux présents
dans les fruits de 1’olivier restants sont conservés dans le grignon d’olive tandis que 2% seront
transféré dans I’huile d’olives extraite.

L'hémolyse hypotonique est une condition extréme de fragilité osmotique érythrocytaire
(Zhang et al, 2019). La stabilisation de la membrane des globules rouges a été étudiée pour
établir le mécanisme d’action anti-hémolytique de 1’extrait brut aqueux du GO. Nous avons
utilisé deux molécules de référence. L acide gallique et le Diclofénac induisent des effets anti-
hémolytiques différents.

Dans ce test on a utilis¢ deux molécules de référence, le Diclofénac et I’acide gallique. Ces
derniers sont des molécules qui induisent des effets anti-hémolytiques différents. Nos résultats
montrent que 1’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.
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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 pg/mL. En outre notre extrait montre une activité anti-
hémolytique importante et on constate plus la concentration d’extrait aqueux est élevée plus la
stabilit¢ membranaire continue d’augmenter mais reste toujours inférieur de celles de 1’acide

gallique et Diclofénac.

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-
antigene augmentée, cette augmentation peut étre 1’une des principales causes des réactions

inflammatoire quelle que soit la cause de 1I’inflammation (Sridevi et al, 2015).

Le Déclofénac est parmi les AINS bien établis qui présentent des propriétés anti-
inflammatoires (Moreno et al, 2009). L’extrait aqueux du GO montre une activité anti-
inflammatoire excellente et supérieure a 1’activité anti-inflammatoire du Diclofénac (molécule
de référence) .Cette activité est due a la richesse de notre extrait par des CP et des flavonoides
qui sont capable d’inhiber la production des cytokine pro-inflammatoire (Maguergue et al.,
2022).
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Conclusion

Conclusion

Le grignon d'olive, dont la composition chimique dépend de divers facteurs tels que la variété
d'olive. Les déchets de L’industrie oléicole forment une véritable menace pour
I’environnement écologique ainsi sont bénéfiques dans plusieurs domaines, tels que le
domaine thérapeutique.

Dans ce travail de master, notre objectif est 1’étude des activités biologiques d'extrait de GO
brut aqueux avec une masse de 5 g qui a donné une couleur marron foncé .

L’extraction de GO a donné meilleur rendement de 20% .

Selon nos résultats, I'extrait du GO est cytotoxique a forte concentration (1mg/mL).
Autrement, a faible concentration (125ug/mL) il est faiblement cytotoxique puisqu’ils
exercent un faible taux d’hémolyse Ainsi, les résultats précédents ont montrent que 1'extrait
aqueux du GO exercent des effets anti-hémolytique trés importants et assurent une stabilité a
la membrane érythrocytaire par apport aux molécules de référence, ( I’acide gallique et
Diclofénac ) Cependant, d’apres les résultats de test anti-inflammatoire. Diclofénac assure une
bonne inhibition de la dénaturation Protéique, méme a faible concentration ( 69% ) jusqu'a (
89% ) .

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

hémolytiques et anti-inflammatoires.
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Résumé :

La production mondiale de grignons est estimée a 2,9 millions de tonnes, Ce qui conduit a des
pollutions pour 1’environnement écologique d’ou I’importance de valoriser ce sous-produit
doté de composés phénoliques. Dans ce contexte, 1’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, I'extrait aqueux a donné un
bon rendement. Les résultats obtenus ont montré que 1’effet anti-hémolytique des extraits est
trés important méme a faible concentration , par ailleurs, I’effet anti-inflammatoire est
important a forte concentration et il est faible a faible concentration. Ces extraits peuvent
exercer un effet cytotoxique a forte concentration . 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 composes

phénoligues, toxicité.

Abstract :
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,
aqueous extract 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 , on the other hand, the anti-inflammatory effect is important at high
concentration and it is weak at low concentration. These extracts can exert a cytotoxic effect
at high concentrations . 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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