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La culture des oliviers et la production d'huile d'olive sont répandues dans la région 

méditerranéenne (Albahari et al, 2018). Les olives et l'huile d'olive sont des composants 

importants et caractéristiques du régime méditerranéen (Conterno et al, 2019). 

L'huile d'olive est extraite du fruit d'Olea europaea, laissant des déchets sous forme liquide 

connu sous le nom de margine - effluent aqueux dérivé pendant les processus de production - 

et de grignons d'olive solides (Conterno et al, 2019 ; Albahari et al, 2018 ; Belaid et al, 2002). 

Le grignon d'olive est un sous-produit industriel issu du processus de production d'huile 

d'olive, obtenu en pressant l'olive sans aucun traitement chimique (Cardoso et al, 2005). 

Plusieurs alternatives se sont avérées être des options possibles pour la gestion des déchets 

solides des oléiculteurs. Ces alternatives rapportées dans la littérature (Qdais et Alshraideh, 

2014) sont: l'alimentation animale, la valorisation énergétique, l'extraction de matières utiles, 

la co-combustion, les engrais et l'élimination sans traitement. 

Le grignon d'olive et les eaux usées issus des procédés d'extraction d'huile contiennent des 

macromolécules telles que des polysaccharides, des lipides, des protéines et des composés 

polyphénoliques (principalement du groupe des tyrosols) qui peuvent aller de 1 à 8 g /l dans 

les eaux usées et de 2,9 à 3,7 mg /l dans l'olive marc (Conterno et al, 2019). 

Le grignon d'olive est composé de lignine, de cellulose, d'hémicellulose, d'huile d'olive et de 

composants minéraux. De plus, des quantités importantes de polyphénols restent dans le 

grignon d'olive contribuant à son potentiel antioxydant (Albahari et al, 2018). 

Les polyphénols sont une classe de métabolites secondaires produits par des espèces végétales 

et vont des structures simples aux molécules complexes, fournissant une large et intéressante 

variété d'effets biologiques, y compris une activité antioxydante, anti-inflammatoire, 

antibactérienne et antivirale. Ces propriétés confèrent aux polyphénols un rôle important à 

jouer dans les domaines nutraceutique et médical (Paini e al, 2016). 

«la consommation de polyphénols d'huile d'olive contribue à la protection des lipides 

sanguins contre les dommages oxydatifs» reflète les preuves scientifiques, et qu'une dose de 5 

mg d'hydroxytyrosol et de ses dérivés (par exemple, complexe d'oleuropéine et tyrosol) dans 

l'huile d'olive doit être consommée quotidiennement pour que les produits alimentaires  

portent l'allégation de santé (Conterno et al, 2019). 
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L'élimination des sous-produits de l'industrie de l'huile d'olive pose un problème 

environnemental majeur dans les principaux pays producteurs d'olives (Aliakbarian et al, 

2011). Une utilisation appropriée de ces résidus d'huile d'olive pourrait non seulement 

améliorer le statut économique des producteurs d'huile d'olive, mais pourrait également 

réduire un tel problème environnemental (Aliakbarian et al, 2011). 

Le but du présent travail de master est la valorisation des grignons d'olive, par la 

détermination in vitro de la cytotoxicité des composés bioactifs phénoliques extraits à partir 

du grignon d’olive , ainsi leurs activité anti-hémolytique et anti-inflammatoire, afin de 

pouvoir l’immerger dans plusieurs domaines comme la nutrition, la cosmétique et la 

pharmacologie. 
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1- Généralités 

 
L'olivier (Olea europaea L.) (Fig. 1) est la principale espèce cultivée appartenant à la famille 

des Oleaceae monophylétique, qui comprend 30 genres et 600 espèces. Le nom de genre Olea 

vient du mot grec «elaia» (Mushtaq et al, 2020). 

 

L'olivier (Olea europea) est un arbre à feuilles persistantes traditionnellement cultivé pour la 

production d'huile et d'olives de table (Christoforou et Fokaides, 2016). Les oliviers sont 

normalement répartis dans les zones côtières du bassin oriental de la méditerranée, les zones 

côtières contiguës du sud-est de l'Europe, le nord de l'Iran à l'extrémité sud de la mer 

Caspienne, en Asie occidentale et en Afrique du Nord (Hashmi et al., 2015). 

 

Plusieurs centaines de cultivars d'oliviers géographiquement diversifiés existent dans le bassin 

méditerranéen. Ils se distinguent par la morphologie des feuilles, la forme et la couleur de la 

drupe, la composition de l'huile et la phénologie. Les principaux points descriptifs 

correspondent à 42 caractéristiques sur la morphologie des feuilles, des fruits et des noyaux, 

pour leur identification (Breton et al., 2008). 

 

Les cultivars d'olive peuvent être utilisés à des fins alimentaires ou pour la production d'huile 

(Mushtaq et al, 2020). L'olivier est une espèce à croissance lente et à très longue durée de vie 

(Mushtaq et al, 2020). Environ 90% des olives sont utilisées pour la production d'huile et  

10% pour les olives de table (Mushtaq et al, 2020). 

 

Le fruit d'O. europaea est ovoïde, violet noirâtre à maturité, normalement de 1 à 2,5 cm de 

long (Hashmi et al, 2015). Les fruits d'O. europaea contiennent une quantité considérable de 

flavonoïdes tels que la quercétine, lutéoline-7-O-rutinoside, apigénine-7-O-rutinoside, rutine, 

de secoiridoïdes, de glycosides secoiridoïdes et de composés phénoliques tels que le tyrosol et 

l'hydroxytyrosol et leurs dérivés comme l'hydroxytyrosol rhamnoside, Isolement de nouveaux 

dérivés du tyrosol, du tyrosol glucoside salidroside et du 1-oléyltyrosol, ainsi que du 

cornoside, du 2 (3,4-dihydroxy-phényl) éthanol, l'halléridone et l'hydroxytyrosol-élénolate ont 

également été signalés dans les fruits d'O. Europaea (Hashmi et al, 2015). Un composé 

phénolique important et majeur présent dans les olives de table naturelles est le 3,4- 

dihydroxyphénylglycol (DHPG), l'oleuropéine est le glycoside sécoiridoïde le plus 

abondamment trouvé dans les fruits d'O. Europaea (Hashmi et al, 2015). 



Etat Actuel du sujet   4  
 

 
 

 
 

Figure 01. Olive (Mushtaq et al, 2020). 
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La distribution des composés phénoliques dans différentes parties de l'olivier a montré la 

présence d'oleuropéine, de déméthyloleuropéine et de verbascoside dans toutes les parties du 

fruit alors que le nüzhenide s'est avéré être le composé phénolique le plus concentré dans les 

graines d'olives. Les graines contiennent du nüzhenideoleoside (Hashmi et al, 2015). 

L'oléoside a été isolé des graines d'olive. Le glucoside d'acide élénolique a été isolé de la 

pulpe d'olive (Hashmi et al, 2015). 

Les alcools triterpéniques -amyrine, taraxerol, cycloartenol et 24-méthylène cycloartenol  

ainsi que 4 monométhylstérols, obtusifoliol, gramistérol, cycloeucalénol et citrostadiénol ont 

été identifiés dans les olives. Différents acides comprennent l'acide caféique, l'acide 2,3- 

dihydrocaféique été isolés à partir de l'extrait d'acétate d'éthyle d'olives (Hashmi et al, 2015). 

 

Les tocophérols étaient présents, le profilage qualitatif et quantitatif des sucres dans les tissus 

végétaux des oliviers, des feuilles et des tiges a abouti à des monosaccharides, des 

disaccharides, des trisaccharides, des acides et alcools carboxyliques de sucre, des polyols 

cycliques et des composés dérivés (Hashmi et al, 2015). 

 

Klen et al (2015) ont réalisé une étude sur la présence de constituants phénoliques connus et 

nouveaux. Le suivie est fait du fruit (peau / pulpe et noyau) à la pâte et aux produits finaux, 

c'est-à-dire le marc, les eaux usées et l'huile. Quatre-vingt phénols différents, composés de 

représentants indigènes de fruits et de leurs dérivés technologiquement formés et / ou libérés, 

ont été détectés dans six matrices d'olive et entièrement caractérisés. En plus des phénols déjà 

connus dans les matrices d'olive, quatre nouvelles formules moléculaires ont été proposées et 

trois nouvelles identités provisoires attribuées aux phénols nouvellement découverts, à savoir 

le β-méthyl-OH-verbascoside, le méthoxynüzhenide et le méthoxynüzhenide 11-méthyl 

oléoside. 

 

Alves et al (2019) ont réalisé une caractérisation des profils de triacylglycérol et de lipides 

polaires de la pulpe d'olive, révélant des triacylglycérols avec plus de 350 molécules, portant 

des acides gras saturés, monoinsaturés, polyinsaturés, pairs, impairs, à chaîne moyenne et 

longue chaîne. Le lipidome polaire comprend plus d'une centaine de molécules de classes et 

sous-classes distinctes de lipides, comprenant des phospholipides, des glycolipides, des 

glycosphingolipides et des bétaïnes, et portant des acides gras saturés, monoinsaturés, 

polyinsaturés (y compris les acides gras essentiels 18: 2n-6 et 18: 3n -3), les acides gras 

monohydroxy et dihydroxy (Alves et al, 2019). 
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Les olives ne sont pas utilisées comme fruit naturel en raison de leur goût extrêmement amer, 

mais sont plutôt consommées sous forme d'huile d'olive ou d'olives de table. Le marché de 

l'huile d'olive est très important dans l'industrie de l’olive, car environ 90% des olives 

produites annuellement sont destinées à la transformation de l'huile (Hashmi et al., 2015). 

 

L'olive est une riche source de vitamine E et contient une grande quantité de sodium. L'olive 

contient 75% d'eau, 4% de glucides et 1% de protéines. Les olives noires sont une bonne 

source de fer. Il contient également du cuivre qui est un minéral essentiel (Afzal et al, 2017). 

 

La production d’huile d’olive génère de grandes quantités de sous-produits solides (grignons) 

et liquides (margines), qui peuvent affecter significativement l’équilibre économique de cette 

activité agro-industrielle en raison des coûts associés à leur traitement et/ou élimination 

(Ducom et al., 2019). 

 

Ces déchets peuvent générer des impacts négatifs sur l’environnement, leurs concentrations 

élevées en phénol, lipide et acide organique les transforment en matériaux phytotoxiques, 

mais ces déchets contiennent également des ressources précieuses telles qu'une grande 

proportion de matière organique et une large gamme de nutriments qui pourraient être 

recyclés (Roig et al, 2006). 

 

Les phénols d'olive sont les principaux contributeurs à cette pollution en raison de leur 

toxicité et de leur activité antimicrobienne, créant un problème environnemental majeur dans 

les principaux pays oléicoles de la région méditerranéenne (Dermeche et al, 2013). 

 

La nature des résidus solides et liquides générés dans les huileries dépend de la technologie 

utilisée pour l’extraction de l’huile et des conditions locales d’exploitation (Ducom et al., 

2019). Deux technologies de base d'extraction d'huile sont appliquées, à savoir le pressage 

traditionnel (procédés discontinus) et procédés continus (centrifugation) en trois et deux 

phases (Roig et al., 2006 ; Dermeche et al., 2013 ; Christoforou et Fokaides, 2016). Le 

système traditionnel, qui est discontinu, consiste à presser la pâte à l’aide de presses 

hydrauliques. Ce procédé nécessite l’ajout d’eau chaude (Ducom et al., 2019). En ce qui 

concerne la centrifugation en deux et trois phases, le rendement en huile produite est similaire 

pour les deux procédés, mais il existe une différence significative dans la quantité produite et 

la composition des fractions de résidus solides et liquides (Christoforou et Fokaides, 2016). 
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Le système triphasé génère trois fractions à la fin du processus: un solide (grignon d'olive) et 

deux liquides (huile et eaux usées), alors que, dans système diphasique, on obtient l’huile et 

un déchet semi-solide contenant à la fois de l'eau et un résidu solide (Aliakbarian et al., 2011 ; 

Christoforou et Fokaides, 2016). 

 

2- Compositions générale des sous-produits d'olive 

 
- margine 

 
Sont caractérisés par une coloration noirâtre qui varie selon son état de dégradation. La 

fraction organique présente une composition complexe et très variable, constituée 

essentiellement de sucres, de lipides, de polyphénols, de polyalcools, de protéines et des 

acides organiques (Belaid et al, 2002). Contient également des ressources précieuses telles 

que des nutriments minéraux, en particulier du potassium, qui pourraient potentiellement être 

réutilisés comme engrais (Dermeche et al., 2013). 

 

- grignon d’olive 

 
Les déchets de moulin à olives à deux phases est une boue épaisse qui est un mélange de 

noyau et de pulpe d'olive, ainsi que des eaux usées de moulin à huile ; sa teneur en humidité 

est comprise entre 55 et 70%, ce qui est nettement plus élevé par rapport au tourteau d'olive 

dérivé des systèmes de presse traditionnels (20 à 25%) et des déchets de moulin à olives 

triphasés (40– 45%) (Christoforou et Fokaides, 2016). 

 

La composition chimique du grignon d'olive varie également en fonction de l'espèce d'olive, 

des conditions de culture, de l'origine des olives et du processus d'extraction (Dermeche et al, 

2013). 

 

La cellulose, l'hémicellulose et la lignine sont les principaux composants; cependant, les 

graisses et les protéines sont également présentes en quantités importantes (Dermeche et al, 

2013 ; Christoforou et Fokaides, 2016). Les grignons d’olives sont des matériaux 

lignocellulosiques (Ducom et al, 2019). 

 

La teneur en matière sèche est élevée dans le tourteau d'olive (Le terme «tourteau» est utilisé 

pour le marc obtenu à partir de procédés de pressage et de systèmes triphasés) (87,1–94,4%) 

et la teneur en cendres est plus importante dans le tourteau d'olive et les déchets de moulin à 

olives à deux phases (1,70–4% et 1,42–4%, respectivement) (Dermeche et al, 2013). 
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L'analyse minérale montre que les principaux éléments du tourteau d'olive et du déchet de 

moulin à olives à deux phases sont le potassium, suivi du calcium et du sodium (Dermeche et 

al, 2013 ; Christoforou et Fokaides, 2016). 

 

L’analyse physicochimique sur vingt six échantillons de grignons d’olive prélevés à partir de 

différents maasra traditionnelles de la région de Beni Mellal Maroc, été réalisé par 

MENNANE et al., (2010), montre des moyennes de 65,13% , 5,8% , 4,16% , 9,4% et 59 % 

respectivement pour la matière sèche, les cendres, la matière azoté, la matière grasse et les 

fibres. 

 

Grignon d’olive a une teneur en huile de 8 à 12% p/p (Chanioti et Tzia, 2018), qu’il n’est pas 

possible d’extraire par des moyens physiques (car/ pp 2000). 

 

Grignons d'olive est riche en composés bioactifs, en particulier en polyphénols du groupe 

alcool phénolique et en fibres alimentaires ; Cependant, le principal composant de fibre 

alimentaire dans le grignon d'olive est la lignine qui a une faible valeur biologique pour la 

nutrition humaine ou animale (Speroni, et al, 2019). 

 

Ducom et al (2019) ont comparé Trois grignons d’olives d’origines différentes, Les 

échantillons prélevés proviennent d’une huilerie industrielle située en Tunisie, une huilerie 

artisanale située dans le sud de la France et une huilerie industrielle située en Espagne. Les 

résultats d’analyses rassemblés dans le tableau 1 montrent que les trois échantillons de 

grignons ont des compositions assez similaires. 
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Tableau 1. Composition chimique des grignons d’olives : analyses immédiates, analyse 

élémentaire, teneur en métaux, pouvoir calorifique et analyse des fibres (MS : matière sèche) 

Ducom et al (2019) 

Paramètre 3P-I-T 3P-A-F 2P-I-E 

Analyses immédiates 

MV (% massique de 

MS) 

80,0 ± 1,5 79,0 ± 0,4 73,5 ± 0,2 

CF (% massique de 
MS) 

17,6 ± 1,5 17,9 ± 0,3 17,6 ± 0,2 

Cendres (% massique 

de MS) 

2,5 ± 0,2 3,1 ± 0,2 8,9 ± 0,1 

Analyse élémentaire 

C (% massique de 

MS) 

55,1 53,3 48,4 

H (% massique de 

MS) 

7,0 7,2 6,0 

O (% massique de 

MS) 

33,9 35,2 34,9 

N (% massique de 

MS) 

1,3 1,0 1,5 

Cl (mg/kgMS) 1400 850 2000 

Teneurs en métaux et en S 

K (mg/kg MS) 11300 12400 19700 

Ca (mg/kg MS) 14800 2200 7250 

P (mg/kg MS) 1080 1490 1650 

S (mg/kg MS) 1280 797 1250 

Mg (mg/kg MS) 667 489 1180 

Fe (mg/kg MS) 258 143 484 

Na (mg/kg MS) 557 46 103 

Si (mg/kg MS) 197 28 270 

Al (mg/kg MS) 142 23 323 

Zn (mg/kg MS) 15 351 24 

B (mg/kg MS) 26,2 16,2 39,9 

Cu (mg/kg MS) 10,9 16,1 16,5 

Mn (mg/kg MS) 16,9 8,7 20,6 

Sr (mg/kg MS) 63,1 < 5,0 52,3 

Zr (mg/kg MS) 2,2 6,0 22,9 

Pouvoir calorifique 

PCS (MJ/kg MS) 22,0 ± 0,3 22,7 ± 0,3 19,7 ± 0,1 

PCI (MJ/kg MS) 20,4 ± 0,3 21,1 ± 0,3 18,3 ± 0,1 

Analyse des fibres 

Solubles (% massique 

de MS) 

34,0 ± 1,3 46,0 ± 0,4 47,3 ± 0,9 

Cellulose (% 

massique de MS) 

33,8 ± 0,5 27,7 ± 0,6 24,8 ± 1,6 

Hémicelluloses (% 

massique de MS) 

16,3 ± 2,3 13,0 ± 0,4 14,5 ± 1,5 

Lignine (% massique 

de MS) 

15,8 ± 0,7 13,3 ± 0,5 13,4 ± 0,5 
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3- Polyphénols des grignons d’olive 

 
Seulement 2% des composés phénoliques sont transférés dans l'huile et jusqu'à 98% retenus 

dans le tourteau, le grignon d'olive a été considéré comme une source intéressante de 

composés phénoliques (Aliakbarian et al., 2011). 

 

Le grignon d’olive (La variété Chemllal- issu d’une extraction de l’huile d’olive à trois 

phases) renferme divers composés phénoliques : des polyphénols solubles dans le méthanol- 

eau et dans l’acétone-eau, des polyphénols attachés aux parois cellulaires, des flavonoïdes et 

des tanins (hydrolysables et condensés). Ces métabolites ont la propriété de se lier à la 

cellulose et aux protéines et d’autre part les deux tiers des composés totaux dosés sont 

localisés au niveau de la paroi cellulaire (Zaidi et al., 2009). 

 

Dans les extraits de grignons d'olive, un certain nombre de composés phénoliques, notamment 

l'acide 7-désoxyloganique, l'acide loganique, la loganine, la sécologanine, le sécologanoside, 

la taxifoline, l'acide rosmarinique, l'acide férulique, l'acide cinnamique, l'acide shikimique, 

l'acide protocatéchuique et l'acide gallique acide ont été identifiés (Hashmi et al, 2015). 

 

Un chromatogramme effectué par Cioffi et al. (2010) de grignon d'huile d'olive a montré la 

présence d'acide gallique, d'hydroxytyrosol, de tyrosol, d'acide caféique, d'oleuropéine, de 

ligstroside aglycone, d'oleuropéine aglycone, d'acide férulique et d'acide vanillique. 

 

Les phénols de grignons d'olive sont divisés en quatre classes: les phénols simples tels que le 

tyrosol et ses dérivés, les acides cinnamiques tels que l'acide p-coumarique et le verbascoside, 

les flavonoïdes comme la rutine et l'apigénine, et les secoiridoïdes comme l'oleuropéine et ses 

dérivés (Aliakbarian et al., 2018). 

 

Plusieurs milliers de molécules ayant une structure polyphénol (c'est-à-dire plusieurs groupes 

hydroxyle sur des cycles aromatiques) ont été identifiées dans les plantes supérieures, et se 

trouvent dans les plantes comestibles (Manache et al., 2004). 

Ces molécules sont des métabolites secondaires des plantes, peuvent être classés en différents 

groupes en fonction du nombre de cycles phénol qu'ils contiennent et des éléments de 

structure qui lient ces cycles entre eux. Des distinctions sont ainsi faites entre les acides 

phénoliques, les flavonoïdes, les stilbènes et les lignanes (Manache et al., 2004 ; Han et al., 

2007). La classification et structure chimique des principales classes de polyphénols 

alimentaires est représentées par la figure 2 (Martin et Appel, 2010). 
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La classification la plus courante implique la subdivision des phénoliques en deux groupes 

principaux: les flavonoïdes (par exemple, anthocyanes, flavanols, flavanones, flavonols, 

flavonones et isoflavones) et les non-flavonoïdes (par exemple, acides phénoliques, 

xanthones, stilbens, lignanes et tanins) (Durazzo et al, 2019). 

 

Le grand intérêt des polyphénols est lié à leur application à fort potentiel pour une utilisation 

thérapeutique bénéfique. La relation entre l'apport en polyphénols et la santé humaine a été 

exploitée avec une référence particulière aux maladies cardiovasculaires, à l'hypertension, au 

diabète, au syndrome métabolique, à l'obésité et au cancer, l'utilisation des bases de données 

existantes sur les composés bioactifs, y compris les polyphénols, est décrite comme des outils 

clés pour la recherche en santé humaine (Durazzo et al, 2019). Les polyphénols sont de 

puissants antioxydants qui complètent les fonctions des vitamines et des enzymes 

antioxydantes comme moyen de défense contre le stress oxydatif (Martin et Appel, 2010). 

 

4- L’inflammation 

 
L'inflammation est une réponse corporelle à une blessure, une infection ou une destruction 

caractérisée par la chaleur, la rougeur, la douleur, l'enflure et des fonctions physiologiques 

perturbées (Chandra et al, 2012). L'inflammation est une réponse protectrice normale aux 

lésions tissulaires causées par un traumatisme physique, des agents chimiques ou microbiens 

nocifs. C'est la réponse du corps pour inactiver ou détruire les organismes envahisseurs, pour 

éliminer les irritants et préparer le terrain pour la réparation des tissus. Elle est déclenchée par 

la libération de médiateurs chimiques des tissus lésés et des cellules en migration (Chandra et 

al, 2012 ; Alhakmani et al, 2013). 

 

La dénaturation des protéines tissulaires est l'une des causes bien documentées des maladies 

inflammatoires et arthritiques. Les agents qui peuvent empêcher la dénaturation des protéines 

seraient utiles pour le développement de médicaments anti-inflammatoires (Chandra et al, 

2012). 
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Figure 02. Classification et structure chimique des principales classes de polyphénols 

alimentaires (Martin et Appel, 2010). 
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La surproduction d'auto-antigènes par dénaturation des protéines tissulaires comme dans le 

cas de l'arthrite peut également être l'une des principales causes de réactions inflammatoires. 

Quelle que soit la cause de l'inflammation, tous sont caractérisés par quatre signes cardinaux à 

savoir. Rougeur, gonflement, chaleur et douleur. Ainsi, l'objectif du traitement de 

l'inflammation est de réduire ou de prévenir la production d'agents inflammatoires qui 

déclenchent les signes et les symptômes de l'inflammation (Sridevi et al, 2015). 

L'inflammation est un processus complexe, qui est fréquemment associé à la douleur et 

implique des événements tels que: l'augmentation de la perméabilité vasculaire, 

l'augmentation de la dénaturation des protéines et l'altération des membranes. La dénaturation 

des protéines est causée par un processus d'inflammation, principalement dans des conditions 

comme l'arthrite (Umapathy et al., 2010). 

 

La réduction de la dénaturation des protéines est une autre méthode pour montrer la capacité 

anti-inflammatoire. La dénaturation des protéines est un processus pathologique par lequel les 

protéines perdent leur configuration et deviennent sans fonction. Cela se produit généralement 

lorsque les protéines sont exposées à un stress externe comme la chaleur, un acide fort ou une 

base. Ces forces externes font perdre aux solvants organiques ou inorganiques des protéines 

leur structure tertiaire et secondaire et leur font perdre leur capacité fonctionnelle (Sridevi et 

al, 2015). Outre le changement de configuration, le mécanisme de dénaturation implique 

également une modification de l'hydrogène électrostatique, des liaisons hydrophobes et 

disulfures (Sridevi et al, 2015). 

 

Tout produit qui empêche la dénaturation des protéines peut être un agent anti-inflammatoire 

efficace. Sa capacité à réduire la dénaturation des protéines a été prouvée en comparant 

l'action similaire du médicament standard à savoir diclofénac sodique (Sridevi et al, 2015). 

 

Hashimi et al. (2015) ont cités des travaux qui montrent que l'huile d'olive extra vierge, les 

extraits d'olive et l’extrait de feuilles sèches ont une activité anti-inflammatoire remarquable. 

5 - L'hémolyse 

L’hémolyse est un phénomène normal qui aboutit à la destruction des hématies dans la rate et 

la moelle osseuse au terme d'une vie de 120 jours (Mezzour et al., 2006). 

L’hémolyse en milieu hypotonique qui s'explique principalement par des changements 

conformationnels ou associatifs des protéines membranaires conduisant à la formation de 
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trous et à une hémolyse ultérieure. Ces pores permettent la diffusion de l'hémoglobine dans le 

milieu extracellulaire (Manaargadoo-Catin et al., 2016). 

Des études ont monté l’effet antihémolytique des polyphénols. L’extrait de graine de 

jabuticaba lyophilisé (Myrciaria jaboticaba) a montré des effets anti-hémolytiques in vitro. Le 

L’extrait de graine de jabuticaba lyophilisé (Myrciaria jaboticaba) a été efficace pour 

diminuer le taux d'hémolyse, indiquant ainsi que les polyphénols contenus dans le L’extrait de 

graine de jabuticaba lyophilisé (Myrciaria jaboticaba) ont protégé les érythrocytes humains de 

l'hémolyse (Fidelis et al., 2020). 

En cas d'hémolyse induite par une solution hypotonique, l'extrait de Herbe Triticum aestivum 

s'est avéré assez efficace dans les études de stabilisation membranaire et de stabilisation des 

érythrocytes qui pourraient être corrélées à la stabilisation de la membrane lysosomale (Johri 

et Khan., 2017). Par conséquent, la forte activité de stabilisation membranaire de l'extrait peut 

être due à la présence de flavonoïdes ou de saponines puisque les tanins étaient peu présents 

dans l'extrait (Johri et Khan., 2017). 
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L’étude expérimentale est réalisée au niveau du laboratoire de recherche " Ppabionut " Faculté 

des Sciences de la Nature et de la vie et des Sciences de la Terre et de l’Univers, Université  

de Tlemcen. 

 

1- Préparation des extraits des grignons d’olive : 

1-1- 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. 

 

Après séchage du GO brut à l’air libre (dans un endroit sec, ventilé et ombragé), celui-ci été 

broyé à l’aide d’un Moulinex pour obtenir une poudre. 

 

1-2- Délipidation : Extraction de Soxhlet 

 
Un ballon contenant 500 ml d'hexane et surmonté d'un Soxhlet qui comporte une cartouche 

contenant 10 g de grignons d'olive broyées. 

 

L'ensemble est porté à reflux (à 40°C) pendant 4 heures à l'aide de chauffe ballon. 

2- Extractions hydro-alcooliques : 

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

éthanoliques : 

 

a- Deux bécher différents incluant chacun 05g de la poudre du GO et 20 ml  d’eau distillé, 

par la suite : 

 

- 80ml de méthanol est ajouté dans le 1
er
 bécher et 

 
- 80ml d’éthanol est ajouté dans le second bécher. 

 
b- Macération : laisser les mélanges macérer pendant 24 heures à l'obscurité et à température 

ambiante. 

c- Filtration : Filtrer sur papier filtre (figure 3). 

d- L’évaporation  :  Le  filtrat  placé dans un rotavapeur à 40 ºC (figure 4) pour assurer 

l’évaporation du solvant. 
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Figure 03 : la filtration du macérât de grignon d’olive. 
 

 

Figure 04 : Photographie du Rotavapor utilisé. 

 

 
Figure 05: Extraits de grignon d’olive après séchage. 
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R (%) = (M / M0).100 

e- calculer le rendement en pourcentage de grignon d’olive en extrait sec par la formule : 
 

 R(%) : rendement en pourcentage. 

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

 M0 : masse en gramme du matériel végétal de départ. 

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

d’olive : 

 

3-1- Préparation de la suspension des globules rouges humains (GRH) : 

 
Dans des tubes héparinisés, des échantillons de sang frais (environ 8 ml) ont été récupérés, au 

niveau du laboratoire, où la prise de sang a été effectuée, sur des volontaires (20-45 ans). 

Les différents échantillons de sang humain récupérés sont centrifugés à 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. 

Après 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. 

 

3-2- Test de cytotoxicité des extraits : 

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

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

Le principe de ce test est de mettre en contact des hématies avec les extraits méthanolique et 

éthanolique, à 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-à-vis, des GRh. 

 

 Mode opératoire : 

 
Le protocole utilisé est celui de Bulmus et ses collaborateurs (2003), où un volume de 1.6 ml 

de l’extrait méthanolique, éthanolique et l’acide gallique (molécule de référence de CP) est 

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

 

 Deux contrôles ont été réalisés dans les mêmes conditions, en remplaçant l’extrait avec 

de l’eau physiologique (contrôle négatif) ou avec de l’eau distillée (contrôle positif 

correspondant à 100% d’hémolyse). 
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%d’hémolyse = (At/Ac) X 100 

% de stabilité membranaire = ( − / ) 100 

Le mélange réactionnel a été incubé à 37
0
C, pendant 30 min, ensuite centrifugé à 3000 rpm 

pendant 10 min et l’absorbance de l’Hb libérée a été mesuré à 560 nm. 

 

 Expression des résultats : 

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

 

Où : Ac = Absorbance du contrôle ; At = Absorbance du test. 

 
3-3- Evaluation de l’activité anti-hémolytique : 

 
Le principe de cette méthode est basé sur la capacité des extraits à empêcher l’hémolyse des 

GRh induite par l’hypotonie et la chaleur et donc prévenir la libération de l’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 l’extrait des GO, du Diclofénac sodique ou l’acide 

gallique à 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), le tout incubé à 37°C pendant 20 

min. Ensuite 0,5 ml de la suspension de GRh (10%) sont ajoutés à chaque concentration et 

une deuxième incubation est réalisée à 56°C pendant 1h. 

A la fin, les tubes sont refroidis sous l’eau courante et suivis par une centrifugation à 2500 

rpm pendant 5min. Les absorbances du surnageant sont mesurées à 560 nm. En parallèle, un 

contrôle est réalisé en remplaçant l’extrait avec 0,5 ml du tampon phosphate. 

 

 Expression des résultats : 

 
Le pourcentage de stabilité membranaire est estimé à partir de l'expression suivante : 

 

 

 
 

Où : Ac = Absorbance du contrôle. At = Absorbance du test. 
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3-4- Evaluation de l’activité Anti-inflammatoire : 

 
La dénaturation des protéines est parmi les causes de l’inflammation (Williams et al, 2008). 

De nombreuses études ont évalué l’effet inhibiteur de différents extraits de plantes sur 

l’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 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 contrôle 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). 

 

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 à pH 6,3 par une solution d’HCl (1N). 

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

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

Après refroidissement des tubes, 2,5ml de la solution tampon phosphate (Ph=6,3) a été ajouté 

aux solutions ci-dessus. L’absorbance est mesurée par le spectrophotomètre UV –visible à 

416 nm, et le pourcentage d'inhibition de la dénaturation des protéines a été calculé comme 

suit: 

 

 

 

 
Le contrôle représente 100% des protéines dénaturées; et les résultats sont comparé avec le 

diclofenac sodium (250ug/ml). 

%d’inhibition = 100-[(DO test solution- DO control/ DO test control)] x 100. 
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1- Rendements d’extraction des composés phénoliques de grignon d’olive délipidé: 

 
Le calcul des rendements est réalisé pour les deux macérations concernant le grignon d’olive 

délipidé sec dans le méthanol et l’éthanol. 

Les résultats sont indiqués dans le Tableau 02 

 
Les résultats montrent que le rendement d’extraction des polyphénoles par le méthanol atteint 

(8%) comparé à l’éthanol qui a un rendement de (7%). 

Les rendements d’extraction avec le méthanol sont supérieurs à ceux obtenus avec l’éthanol. 

 

 

 
Tableau 02 : rendements d’extraction des composés phénoliques de grignon d’olive délipidé. 

 

 
 

 

 

 
 

 

 

macération 

 

 

Extrait méthanolique 

 

 

Extrait éthanolique 

 

 

rendement 

 

 

8% 

 

 

7% 
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2- Etude des activités biologiques in vitro des extrais de grignon d’olive délipidé: 

2- 1- Test de cytotoxicité (Figure 06, Tableau A1 en Annexes) 

Le test de cytotoxicité in vitro représenté par le pourcentage d’hémolyse des globules rouges est 

réalisé en utilisant des globules rouges d’un donneur en bonne santé. 

Différentes concentrations des extraits méthanoliques et éthanolniques de grignons d’olive 

délipidé sont testés par comparaison à l’acide gallique (polyphénol de référence). 

Le pourcentage de l’hémolyse est évalué pour chaque extrait, en mesurant l’absorbance de 

l’hémoglobine libérée des globules rouges par hémolyse, en comparaison au contrôle négatif (C-, 

solution de GR dans de l’eau physiologique, ayant un taux d’hémolyse très faible, 15%) et au 

contrôle positif (C+, solution de GR dans de l’eau distillée afin de provoquer une hémolyse totale, 

100% d’hémolyse). 

Nos résultats montrent que l’acide gallique a un effet hémolytique faible (13.40 %) à la 

concentration de 125 μg/mL en comparaison avec le contrôle négatif (C- :15 %). Cet effet 

hémolytique augmente à une valeur égale à 21.30%, à la concentration de 250 μg/mL, un  

taux de 34% à la concentration 500 µg/ml et atteint un maximum de 80 % à la concentration 

1mg/mL (Figure 02). 

L’extrait méthanolique de GO délipidé exerce un effet hémolytique des GR faible à 

différentes concentrations 125µg/ml, 250µg/ml (7% ,9%) respectivement comparé au contrôle 

négatif (15%). Ce taux augmente avec la concentration 500 μg/mL pour atteindre 25% 

d’hémolyse. A la concentration 1 mg/ml, le taux d’hémolyse augmente et atteint 68%. 

L’extrait éthanolique de GO délipidé à un effet hémolytique faible à la concentration 

125µg/ml ,250 µg/ml et 500µg/ml avec un pourcentage d’hémolyse qui est en moyenne de 

(7% à 10% et 18%) respectivement, à la concentration de 1mg/ml, on note aussi que l’extrait 

éthanolique des GO délipidé est mois cytotoxique (30%) par rapport à l’extrait méthanolique 

(68%). 

De plus, les résultats montrent que les deux extraits éthanolique et méthanolique de GO 

délipidé exercent un effet cytotoxique faible par rapport à l’acide gallique (molécule de 

référence) quelque soit la concentration utilisé. 
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Figure 06 : Pourcentage d’hémolyse des globules rouges par l’acide gallique, l’extrait 

éthanolique et méthanolique des grignons d’olive délipidé. 
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2-2- Test anti-hémolytique (stabilisation membranaire des globules rouges) des extraits 

de grignon d’olive délipidé (Figure 07, le Tableau A2 en annexe) 

L’étude de l’activité anti-hémolytique in vitro des extraits méthanoliques et éthanoliques de 

GO délipidé est réalisée en utilisant la méthode de stabilisation de la membrane des globules 

rouges (GR). L’évaluation de la stabilisation membranaire est mesurée par le taux de 

libération de l’hémoglobine à 560 nm pour chaque concentration des extraits utilisés et en les 

comparants à deux molécules de référence, à savoir le Diclofénac qui est un médicament anti-

inflammatoire et anti-hémolytique et l’acide gallique. 

 

Nos résultats montrent que l’acide gallique à faible concentrations de 10 et 30 µg/mL présente 

un effet anti-hémolytique, protecteur et stabilisateur des membranes des GR, important allant 

de 37 % à 60 % et atteint son maximum à une concentration de 75 µg/ml avec (82%) de 

protection. Par la suite, l’effet protecteur diminue significativement et ne représente que 79% 

et 52% aux concentrations 150 µg/ml et 300µg/mL respectivement. 

 

Le Diclofénac possède un effet anti-hémolytique faible (21%, 30%) à concentration (10 et 

30µg/ml µg/mL). L’effet protecteur augmente au fur et à mesure avec l’augmentation de la 

concentration du Diclofénac et atteint 80 % à la concentration 300 µg/mL. 

L’activité protectrice des membranes en présence des extraits méthanolique de GO délipidé 

augmente aussi avec l’augmentation de la concentration des extraits méthanoliques (69, 71 %) 

avec les concentrations 10 µg/mL et 30µg/ml respectivement, mais se stabilise à 75 µg/mL 

avec 73%. En effet, à la concentration de 150 µg/mL, l’effet anti-hémolytique est identique à 

celui observé à la concentration de 75 µg/mL et augmente à 74% à la concentration 300µg/ml. 

 

Les données obtenues avec l’extrait éthanolique de GO délipidé indiquent qu’il présente 

une activité importante, Cette activité stabilisatrice de la membrane des GR augmente avec 

l’augmentation de la concentration des extraits éthanoliques, (26%, 58 % et 62%) avec la 

concentration de 10 µg/mL, 30µg/ml et 75µg/ml respectivement. L’effet anti-hémolytique 

atteint (70%) à une concentration de 300 µg/ml. L’effet anti-hémolytique des extraits de GO 

délipidé est par la suite comparé à celui de l’acide gallique et du Diclofénac. 

Les résultats obtenus montrent que les extraits méthanoliques de GO délipidé, à faibles 

concentrations (10 et 30 µg/mL) présentent un effet anti-hémolytique plus élevé que le 

Diclofénac, l’acide gallique et l’extrait éthanolique à la même concentration. 
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A concentration (75 µg/mL et 150µg/ml), l’effet protecteur des extraits méthanoliques est  

plus faible que l’acide gallique, mais reste supérieur à celui de diclofénac et de l’extrait 

éthanolique. L’effet de l’extrait méthanolique devient plus faible à celui du Diclofénac à forte 

concentration (300 µg/mL), mais supérieur à celui de l’acide gallique et l’extrait éthanolique à 

la même concentration 

L’extrait éthanolique de GO délipidé induit un effet anti-hémolytique plus important que celui 

du Diclofénac à faible concentration (10, 30 et 75 µg/mL), mais l’effet devient plus faible à 

celui du Diclofénac à forte concentration (150 et 300 µg/mL), et aussi inférieur à celui de 

l’acide gallique sauf à la concentration de 300µg/ml où l’extrait ethanolique affiche un effet 

élevé par comparaison à celui de l’acide gallique à la même concentration 
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Figure 07 : l’effet anti-hémolytique entre l’acide gallique, le Diclofénac et les extraits 

méthanolique et éthanolique des grignons d’olive délipidé. 
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2-3- Test anti –Inflammatoire (Figure 08 et Tableau A3 en Annexes). 

Le test de l’inhibition de la dénaturation protéique est le plus convenable pour l’évaluation de 

l’activité anti inflammatoire in vitro des extraits de grignon d’olive délipidé. La protéine 

utilisée pour ces tests est l’albumine de sérum bovine (BSA). 

Les résultats montrent que le Diclofénac montre son effet anti-inflammatoire par inhibition de 

la dénaturation protéique qui se traduit par l’augmentation du pourcentage lorsque la 

concentration augmente, ainsi à faible concentration de 250 pg/ml, l’effet protecteur été de 

(69%) qui atteint 89% à la concentration 250µg/ml. 

Les résultats obtenus avec l’extrait éthanolique et méthanoliqu indiquent un effet protecteur 

contre la dénaturation protéique important. Les extraits étudiés donnent un pourcentage 

d'inhibition égale à 99% à la concentration de 250 μg/ml comparé à 89% pour le diclofenac à 

la même concentration. 
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Figure 08 : Inhibition de la dénaturation protéique par le Diclofénac et les extraits 

méthanolique et éthanoliques de grignon d’olive délipidé 
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L'industrie de l'huile d'olive génère de grandes quantités de grignons d'olive. L'élimination des 

grignons d’olive soulève des préoccupations environnementales car elle a une forte demande 

biochimique en oxygène. De nombreuses études ont été menées pour réduire l'impact 

environnemental en trouvant une applicabilité pour des grignons d’olive, y compris son 

utilisation comme ingrédient pour les aliments fonctionnels destinés à la nutrition humaine et 

animale (Speroni et al., 2019). 

 

Le grignon d'olive est un déchet solide hétérogène peu coûteux, il est considéré comme une 

riche source de composés phénoliques avec un large éventail d'activités biologiques (Morsi et 

al, 2016). La quantité et le type de composés phénoliques dans le grignon d'olive dépendent 

du cultivar et de la maturité du fruit, des conditions climatiques, de la durée de stockage et de 

la technique de transformation. Les principaux composés phénoliques présents dans  le 

grignon d'olive sont l'hydroxytyrosol, l'oleuropéine et le tyrosol, l'acide caféique, l'acide p- 

coumarique, l'acide vanillique et la rutine (Morsi et al, 2016). 

 

Notre travail de Master contribue à la valorisation du grignon d’olive à travers les activités 

biologiques des extraits méthanoliques et éthanoliques. 

 

Dans notre travaille, le rendement de l’extraction des polyphénols par le méthanol été  

meilleur par rapport à l’éthanol. Ceci est probablement dû au fait à une meilleure solubilité du 

composé phénolique dans le méthanol par rapport à l’éthanol. On peut aussi considérer que le 

rapport solvant / solide et le temps d'extraction ont des effets positifs sur l'extraction. 

 

La solubilité des composés phénoliques est régie par leur nature chimique dans la plante, qui 

peut varier du simple au très fortement polymérisé. Il existe une possibilité d'interaction des 

composés phénoliques avec d'autres composants végétaux tels que les glucides et les protéines 

qui peuvent conduire à la formation de complexes qui peuvent être tout à fait insolubles, la 

solubilité des composés phénoliques est affectée par la polarité du ou des solvants utilisés 

(Garcia-Salas et al., 2010). 

 

Les résultats rapportés par Zaidi et al. (2009), montrent la présence de diverses classes et 

catégories de composés phénoliques. Les teneurs varient de 1.2 % (méthanol) à 1.5 % 

(acétone) pour les phénols totaux solubles, de 0.17 % à 0.24 % respectivement pour les 

phénols polymérisés et de 0.16 % à 0.19 % pour les flavonoïdes. 
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Une fraction importante des composés phénoliques du grignon d’olive est fortement liée aux 

parois cellulaires (2.08 % et 2.64 % respectivement pour les extraits au méthanol et à 

l’acétone) soit les 2/3 des composés phénoliques totaux révélés par dosages. Les composés 

phénoliques solubilisés par chacun des deux solvants se distinguent par leur propriété à se lier 

à la cellulose (41 à 60 %) et aux protéines (59 %). les extraits à l’acétone-eau sont plus riches 

en composés phénoliques que les extraits au méthanol-eau (Zaidi et al., 2009). 

 

Morsi et al, (2016) ont effectué une extraction assistée par les ultrasons (EAU) sur les 

polyphénols du grignon d'olive avec du méthanol (80%) comme milieu d'extraction. Les EAU 

utilisant un rapport méthanol: marc de 40: 1 pendant 30 min ont donné un extrait avec des 

polyphénols totaux de 86,13 ± 0,80 mg GAE / g de marc d'olive dégraissé. En revanche, la 

teneur totale en polyphénols de l'extrait obtenu à un ratio solvant plus faible (20: 1) pendant 

une courte durée (7 min) ne dépassait pas 23,15 ± 0,14 mg GAE / g de marc d'olive dégraissé. 

 

Le polyphénol d'origine végétale peut être divisé en polyphénols extractibles (EPP) et en 

polyphénols non extractibles (NEPP). Les PPE sont reconnus pour exercer des effets 

bénéfiques sur la santé en réduisant le risque de maladies cardiovasculaires, de cancer et de 

troubles neuro-dégénératifs (Speroni, et al., 2019). 

 

Les NEPP ne sont pas solubles dans les solvants aqueux et organiques qui sont utilisés pour 

l'extraction des polyphénols et sont donc généralement ignorés dans les études sur la 

composition des aliments. Cependant, les NEPP constituent la principale quantité de 

polyphénols dans l'alimentation et il est de plus en plus prouvé qu'il s'agit d'antioxydants 

alimentaires pertinents qui favorisent la santé gastro-intestinale (Speroni, et al., 2019). 

 

L’étude de la cytotoxicité des extraits de grignon d’olive, in vitro est réalisée par l’utilisation 

des globules rouges. Le modèle érythrocytaire a été largement utilisé car il présente une 

indication directe de la toxicité des formulations injectables ainsi qu'une indication générale 

de la toxicité membranaire, un autre avantage du modèle d'érythrocytes est que le sang est 

facilement disponible et que les cellules sont faciles à isoler du sang; de plus, sa membrane 

présente des similitudes avec d'autres membranes cellulaires (Mohammedi et Atik, 2014). 

 

Concernant nos résultats obtenus avec les extraits de grignon d’olive, on remarque que l’effet 

cytotoxique est concentration dépendant. Les extraits de grignon d’olive ne présentaient pas 

un effet nocif sur les érythrocytes à de faibles concentrations par rapport à l’acide gallique qui 



Discussion   28  
 

est utilisé dans notre travail comme un polyphénol de référence, ainsi l’acide gallique montre 

une toxicité de 80 % d’hémolyse. 

 

Selon l’étude de Nabavi et al (2012), différents extraits de Primula heterochroma Stapf été 

examinés (extrait hydroalcoolique brut, flavonoïde, polyphénol, anthocyanine et 

polysaccharide) se sont révélées interagir avec les composants lipidiques et protéiques des 

membranes fantômes des globules rouges. Ils ont également de puissantes activités 

antioxydantes et antihémolytiques. De plus, les activités antioxydantes et antihémolytiques 

des fractions sont liées à l'augmentation de l'intégrité membranaire des membranes des 

globules rouges incorporées au composé naturel. 

 

Aliakbarian et al, (2012) ont étudié l'activité biologique de l'extrait de grignons d'olive avec 

l'activité antioxydante la plus élevée en utilisant un modèle cellulaire in vitro de stress 

oxydatif induit par l'anoxie des cellules endothéliales EAhy926 en présence ou en l'absence 

d'extrait de grignons d'olive, en évaluant l'expression d'iNOS et de COX-2, impliqués dans 

l'inflammation, la cytotoxicité et le dysfonctionnement endothélial. Après 24 h de traitement, 

l'anoxie a conduit à une augmentation de l'iNOS et de la COX-2. Ces deux molécules 

favorisent la peroxydation lipidique, la production de peroxynitrites hautement toxiques, les 

effets cytotoxiques dans les cellules endothéliales et l'inflammation. Ces effets délétères ont 

été évités de manière significative par le traitement à l'extrait de grignons d'olive. 

 

L'hémolyse hypotonique est une condition extrême de fragilité osmotique érythrocytaire car la 

faible pression osmotique dans le milieu extracellulaire oblige l'érythrocyte à absorber de l'eau 

pour atteindre l'équilibre osmotique. L'excès d'eau extracellulaire provoque un gonflement 

significatif et la membrane de la cellule se perturbe, libérant le contenu intracellulaire (c'est-à- 

dire l'hémoglobine) qui peut être surveillé par spectrophotométrie (Zhang et al., 2019). 

 

Dans notre étude, les extraits de grignons d’olive ont inhibé la lyse induite par l'hypotonicité 

de la membrane érythrocytaire, ont présenté un effet de stabilisation de la membrane. 

 

Les extraits riches en phénol peuvent diminuer l'hémolyse érythrocytaire dans des conditions 

hypotoniques en réduisant la fluidité de la membrane cellulaire et en augmentant la pression 

osmotique causée par la présence d'ions (Zhang et al., 2019). 
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L’étude réalisée par Pawlikowska-Pawle et al. (2003) montre l'effet protecteur de la 

quercétine sur l'hémolyse en solution hypotonique qui augmenté avec l'augmentation de la 

concentration du composé. 

 

La quercétine a des effets protecteurs contre la peroxydation lipidique dans les érythrocytes 

humains. De cette manière, elle agit comme antioxydant et piégeur de radicaux libres, 

protégeant ainsi les phospholipides membranaires. Une autre explication possible, l'hémolyse 

hypotonique est inhibée par la modification de la perméabilité membranaire ou l'augmentation 

du rapport surface / volume de la cellule (Pawlikowska-Pawle et al., 2003). 

 

Les protéines du cytosquelette et les protéines membranaires intégrales sont responsables de 

la forme des globules rouges. Par conséquent, l'interaction de la quercétine avec les protéines 

membranaires peut entraîner des modifications de la forme et de la taille des érythrocytes et 

provoquer une modification de la réaction de la cellule aux agents hémolytiques. 

(Pawlikowska-Pawle et al., 2003). 

 

On pense que l’effet protecteur des extraits de grignons d’olive contre l'hémolyse hypotonique 

peut être du à l’interaction avec les protéines et les lipides membranaires qui fait face aux 

agents hémolytiques, les extraits de grignons d’olive peuvent avoir une fonction de 

stabilisation membranaire ce qui conduit à la prévention des fuites du contenu cellulaire dans 

le milieux extracellulaire pendant une période de perméabilité accrue causée par une solution 

hypotonique qui l’agent hémolytique. 

 

Dans l’étude sur Triticum aestivum, quatre extraits différents (éther de pétrole, acétate 

d'éthyle, n-butanol, aqueux) d'herbe Triticum aestivum ont été utilisés pour tester l'activité 

antioxydante et antihémolytique. Une activité antihémolytique maximale a été trouvée dans 

les extraits de n-butanol (Johri et Khan., 2017). 

 

Fidelis et al., (2019) ont étudié le potentiel anti-hémolytique des graines de Camu-camu 

(Myrciaria dubia). Les phénoliques présents dans extrait de graines de camu-camu lyophilisé 

optimisé (LOCSE), protègent les érythrocytes contre l'hémolyse éventuellement par la 

formation de liaisons hydrogène entre les groupements -OH des phénoliques avec les têtes 

polaires des phospholipides membranaires. Cette interaction augmente la rigidité de la 

membrane, la rendant moins sensible à l'hémolyse. 



Discussion   30  
 

L'effet hémolytique de la solution hypotonique est lié à une accumulation excessive de liquide 

à l'intérieur de la cellule entraînant la rupture de sa membrane. Une lésion de la membrane des 

globules rouges rendra la cellule plus sensible aux dommages secondaires par peroxydation 

lipidique induite par les radicaux libres (Anosike et al., 2012). 

 

L'inflammation est un signe positif montré par le tissu vivant pour déclencher une alarme 

concernant une irritation ou / et une infection ou / et une blessure qui se produit à l'intérieur 

ou à l'extérieur du corps. Le processus inflammatoire commence par l'activation des 

neutrophiles et la libération des enzymes comme les enzymes bactéricides et les protéases. 

Ces enzymes induisent la peroxydation lipidique et la libération d'enzymes lysosomales qui 

endommageront les macromolécules (Sridevi et al, 2015). Cette chaîne de réactions peut 

finalement provoquer de nombreux changements physiopathologiques aboutissant à des 

maladies inflammatoires comme la polyarthrite rhumatoïde. Ainsi, la stabilisation de la 

membrane lysosomale est importante pour prévenir l’inflammation (Sridevi et al, 2015). 

 

Les protéines membranaires sont en grande partie responsables des propriétés physiques de la 

membrane cellulaire et peuvent contribuer à la régulation du volume et de la teneur en eau des 

cellules en contrôlant le mouvement des ions sodium et potassium, une lésion de la membrane 

du lysosome déclenche généralement la libération de phospholipase A2 qui intervient dans 

l'hydrolyse des phospholipides pour produire des médiateurs inflammatoires (Umapathy et al, 

2010). 

 

Puisque la membrane des globules rouges est similaire à celle de la membrane lysosomale, 

l'inhibition de l'hémolyse des globules rouges fournira par conséquent de bonnes informations 

sur le processus inflammatoire, d'autant plus que les deux événements sont également 

consécutifs à une blessure (Umapathy et al, 2010). 

 

La stabilisation des membranes de ces cellules inhibe la lyse et la libération ultérieure du 

contenu cytoplasmique qui à son tour limite les dommages tissulaires et l'exacerbation de la 

réponse inflammatoire (Umapathy et al, 2010). 

 

L'extrait de grignon d’olive et le médicament de référence, le diclofénac sodique, ont présenté 

une inhibition proportionnelle à la dose de la dénaturation de l'albumine de sérum bovin 

induite par la chaleur. 
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Bien que l’effet de l'extrait de grignon d’olive sur l'inhibition de la dénaturation de l’albumine 

s'est avéré comparable à celui du médicament standard, le diclofénac sodique. Ainsi, on peut 

attribuer que l'activité anti-inflammatoire de grignons d’olive pourrait être due à leur forte 

teneur phénolique. 

Une évaluation in vitro de l'effet de grignons d’olive sur la stabilisation de la membrane a 

montré qu'il inhibait la lyse des globules rouges induite par la chaleur et l'hypotonicité. 

 

L’interaction directe des constituants de l'extrait avec des composants membranaires tels que 

les protéines semble la plus probable. Les protéines membranaires sont en grande partie 

responsables des propriétés physiques de la membrane cellulaire et peuvent contribuer à la 

régulation du volume et de la teneur en eau des cellules en contrôlant le mouvement des ions 

sodium et potassium à travers les canaux protéiques qui constituent les canaux ioniques dans 

la membrane cellulaire (Umapathy et al., 2010). 

 

La capacité de l'extrait de grignon d’olive à inhiber la dénaturation thermique et hypotonique 

des protéines peut contribuer à ses propriétés anti-inflammatoires. 

 

Les anti-inflammatoires non stéroïdiens sont couramment utilisés pour la gestion des états 

inflammatoires, mais ceux-ci sont associés à de nombreux effets secondaires indésirables tels 

que l'irritation gastrique, l'ulcère, etc. Les plantes médicinales utilisées en médecine 

traditionnelle pour traiter les conditions anti-inflammatoires semblent une alternative viable et 

logique à la recherche d'agents anti-inflammatoires sûrs et efficaces. 

 

La dénaturation des protéines tissulaires conduit à des maladies inflammatoires et arthritiques. 

Les produits naturels qui peuvent empêcher la dénaturation des protéines seraient donc utiles 

pour le développement d'un traitement médicamenteux anti-inflammatoire (Alhakmani et al, 

2013). 

 

La lyse des membranes lysosomales provoque des fuites d'enzymes comme les protéases et la 

phospholipase A2 en cas d'arthrite. Les globules rouges ont des membranes similaires aux 

lysosomes. Par conséquent, les agents protégeant la membrane globules rouges sous 

contrainte pourraient être capables de stabiliser la membrane lysosomale endogène (Saleem et 

al., 2019). 

 

Saleem et al., (2019) apportent que le potentiel de stabilisation de la membrane des extraits de 

P. braunii pourrait être dû à la présence de divers phyto-phénols et flavonoïdes qui ont été 
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impliqués pour la protection des membranes des globules rouges et la protection des activités 

des enzymes ATPase. 

 

Pendant l'inflammation, il y a des lyses de lysosomes qui libèrent leurs enzymes composants 

qui produisent une variété de troubles. Les anti-inflammatoires non stéroïdiens (AINS) 

exercent leurs effets bénéfiques soit en inhibant la libération d'enzymes lysosomales, soit en 

stabilisant les membranes lysosomales. L'exposition des globules rouges à des substances 

nocives telles que le milieu hypotonique, la chaleur, le salicylate de méthyle ou la 

phénylhydrazine entraîne la lyse des membranes, accompagnée d'hémolyse et d'oxydation de 

l'hémoglobine (Anosike et al., 2012). 



Conclusion   33  
 

 

Le grignon d'olive, dont la composition chimique dépend de divers facteurs tels que la variété 

d'olive, les conditions de culture et la méthode d'extraction, a été utilisé avec succès, entre 

autres, pour l'extraction de composés phénoliques en raison de leurs propriétés bioactives. 

 

Les aliments d'origine végétale contiennent naturellement des polyphénols; qui sont des 

composés biologiquement actifs dans les aliments d'origine végétale. 

 

Dans ce travail de master, nos objectifs étaient l’étude des activités biologiques in vitro des 

extraits de grignon d’olive par deux solvants (méthanol et éthanol). 

Nos résultats indiquent que les extraits du GO ont un effet cytotoxique à forte concentration 

(1mg/mL), mais, à faible concentration (125ug/mL), l’effet est faible puisque le taux 

d’hémolyse est réduit. 

De ce fait, les résultats montrent que les extraits methanoliques et éthanoliques du GO 

exercent des effets anti-hémolytique très importants et assurent une stabilité à la membrane 

érythrocytaire par apport à l’acide gallique et le Diclofénac, utilisés comme référence. 

Les extraits de grignons d’olive ont inhibé la lyse induite par l'hypotonicité de la membrane 

érythrocytaire, ont présenté un effet de stabilisation de la membrane et ont ainsi montré un 

effet anti-inflammatoire significatif. 

 

Bien qu'il existe de nombreux médicaments anti-inflammatoires stéroïdiens et non stéroïdiens 

disponibles sur le marché, la vague de recherche de certains produits à base de plantes 

naturelles comme alternative à ceux-ci n'est pas encore éteinte, principalement en raison des 

effets secondaires minimaux ou nuls par ces produits à base de plantes. La présente étude en 

fait partie et les résultats nous encouragent à dire que l'extrait de grignons d’olive peut être un 

agent anti-inflammatoire à base de plantes efficace. 

 

Des extensions des résultats de cette étude seraient des études in vivo visant à identifier les 

extraits de grignon d’olive les plus appropriés pour prévenir et / ou protéger les érythrocytes 

contre la peroxydation et l'hémolyse induites par les radicaux libres. 
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Tableau A1 : Pourcentage d’hémolyse des globules rouges par l’acide gallique, l’extrait 

éthanolique et méthanolique des grignons d’olive délipidé. 
 
 

 
Concentration 125µg/ml 250µg/ml 500µg/ml 1000µg/ml 

Acide gallique 13.40% 21.30% 34% 80% 

E.méthanolique 7% 9% 25% 68% 

E.éthanolique 7% 10% 18% 30% 

 

 

 

Tableau A2 : effet anti-hémolytique entre l’acide gallique, le Diclofénac et les extraits 

méthanolique et éthanolique des grignons d’olive délipidé. 
 

 

 
Concentration 10µg/ml 30µg/ml 75µg/ml 150µg/ml 300µg/ml 

Acide gallique 37% 60% 82% 79% 52% 

Diclofénac 21% 30% 54% 72% 80% 

E.méthanolique 69% 71% 73% 73% 74% 

E.éthanolique 26% 58% 62% 66% 70% 

 

 

Tableau A3 : Inhibition de la dénaturation protéique par le Diclofénac et les extraits 

méthanolique et éthanoliques de grignon d’olive délipidé 
 

 

 

 

concentration 250 pg/ml 250 ng/ml 250µg/ml 

Diclofénac 69% 75% 89% 

E.méthanolique 78% 98% 99% 

E. ethanolique 79% 99% 99% 



 

Résumé : 
Margines et grignons, deux résidus issus de l’industrie oléicole. La production mondiale de grignons est estimée 

à 2,9 millions de tonnes, Ce qui conduit à des pollutions nocives pour l’environnement écologique d’où 

l’importance de valoriser ce sous produit doté de composés phénoliques. Dans ce contexte, l’objectif de ce 

travail est d’évaluer la toxicité et l’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 l’effet anti-hémolytique des 

extraits est très important même à faible concentration (10ug/mL) , par ailleurs, l’effet anti-inflammatoire est 

important à forte concentration (250ug/mL) et il est faible à faible concentration. Ces extraits peuvent exercer un 

effet cytotoxique à 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, toxicité. 

 

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. 
 

 

 

 :ملخص
 

و من هنا ,مليون طن مما يودي الى تلوث ضار بالبيئة  9.2 لمي يقدر بنحواانتاج الثفل الع . الهوامش و الثفل مخلفات من صناعة الزيتون

انحلال الدم و  تقييم السمية و مضاداتالعمل هو  هذاالسياق الهدف من  هذافي  ; المنتج الثانوي بالمركبات الفينولية هذا تعزيز  أهمية تأتي

البوليفينول و الميثانول و  الاستخلاص مذيباتالالتهابية لثفل الزيتون عن طريق الاختبارات المعملية باستخدام  التأثيرات مضادات

 .و كلا المستخلصين اعطيا عوائد جيدة ; الايثانول

 01) لال الدم للمستخلصات مهم جدا حتى في المستويات المنخفضة تركيزالمضاد لانح التأثيريها اظهرت ان ي تم الحصول علتلتائج االن

وهو ضعيف عند التركيز   (مل/ ميكروغرام  951) المضاد للالتهابات مهم عند التركيز العالي  التأثيرفان  علاوة على دلك (مل /راميكروغم

 (.مل/ مجم  0)تركيز عال  المقتطفات تأثير سام للخلايا في  قد يكون لهذه .  المنخفض

 ليس فقط النفايات الضارة ، ولكن يمكن استخدامها في مجالات مختلفة ، بسبب هذه الدراسة باستنتاج أن ثفل الزيتون ليس كذلكسمحت لنا 

 .المثيرة للاهتمام التي لها خصائص بيولوجية مهمة التراكيب

 

 .الفينولات والسمية ثفل الزيتون ، تأثير مضاد للدم ، تأثير مضاد للالتهابات ، مركبات : الكلمات المفتاحية

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
  


