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Résumé

L’objectif de la présente étude est de déterminer la teneur en composés phénoliques
totaux et d’évaluer I’efficacité antiradicalaire et antimicrobienne des extraits phénoliques de

I’huile d’olive vierge, I’huile d’olive extra vierge et les feuilles d’olivier.

La teneur en polyphénols totaux a été déterminée selon la méthode de Folin-
Ciocalteu, les résultats obtenus ont montré que les feuilles d’olivier présentent la plus haute

teneur en polyphénols suivi par I’huile d’olive vierge puis I’huile d’olive extra vierge.

L’activité antioxydante a été évaluée par le test au DPPH et a révélé que 1’extrait
méthanolique des feuilles d’olivier a une activité plus élevée que celles de I’huile d’olive
vierge et extra vierge. Par ailleurs, I’effet scavenger est dose-dépendant. L’activité
antimicrobienne a été déterminée selon la méthode de diffusion sur gélose vis-a-vis de
Fusarium oxysporum et de Bacillus cereus. Les résultats ont montré que seul I’extrait

phénolique des feuilles d’olivier a été capable d’inhiber la croissance de Bacillus cereus.

Mots clés : Huile d’olive, Feuilles d’olivier, Activité antioxydante, Activité antimicrobienne.
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Depuis les temps les plus anciens I'olivier constitue, pour les pays méditerranéens, un
lien fort entre les individus, par ses vertus nutritionnelles et thérapeutiques et par les
importants échanges commerciaux qui ont été généres par l'exploitation de ses fruits (Lazzeri,
2007). En effet, I’huile d’olive, principale produit d’olivier, et les feuilles d’olivier ont une
histoire riche d’utilisation nutritionnelle, médicale et cérémonielle. Des recherches
archéologiques ont révelé que, dés le IV millénaire avant J-C, I’huile d’olive était déja
extraite en Syrie (Véronique, 2014) et le premier rapport formel de 1’usage médicinal des
feuilles d’olivier date de 1854 et il a été signalé que I’extrait des feuilles d’olivier était
efficace contre le paludisme et la fievre (Hanbury, 1854). Plus récemment, I’avancée des
connaissances scientifiques dans le domaine de la nutrition préventive a montré une relation
entre la consommation de 1’huile d’olive et la prévention de nombreuses maladies telles que
les maladies cardiovasculaires et certains types de cancers. L’effet protecteur de I’huile
d’olive dans le régime méditerranéen est attribué¢ non seulement a sa forte teneur en acide gras
monoinsaturés (FDA, 2004) mais aussi a la présence de composés mineurs, particulierement
les composés phénoliques qui possédent de nombreuses propriétés thérapeutiques dues a leurs
activités antioxydantes, antimicrobiennes, et anti-inflammatoires (Owen, 2000) Par ailleurs,
les propriétés médicinales de 1’olivier sont également attribuées a ses feuilles qui font
aujourd’hui I’objet de nombreuses recherches. Plusieurs études ont montré que les feuilles
d’olivier possédent d’important effets biologiques et parmi les composés majeurs des feuilles
d’olivier, I’oleuropéine aux puissantes propriétés antiradicalaires et antimicrobiennes
(Djenane, 2012).

L’objectif du présent travail vise a étudier les propriétés antioxydantes et anti-

microbiennes de I’huile d’olive (vierge et extra-vierge) et des feuilles de I’olivier.

Trois chapitres composent ce mémoire. Le premier chapitre présente une recherche
bibliographique dans laquelle on s’intéresse a 1’olivier avec un accent sur la composition
chimique, les caractéristiques physico-chimiques de 1’huile d’olive et des feuilles d’olivier et
leurs propriétés biologiques. Une présentation du matériel végétal et des techniques utilisées
pour répondre a nos objectifs est présentée dans un deuxieme chapitre. Le troisiéme chapitre

présente les résultats générés et leur discussion. L’ensemble est terminé par une conclusion.
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1.1. L’olivier

L’olivier, (Olea europaea L.) fait partie de la famille des oléacées, cette famille
comprend environ 30 genres avec 600 espéces qui sont distribués dans toute les régions
tempéreée et tropicale. L’olivier est un arbre typiquement méditerranéen de 6 a 8 m de hauteur
(Ghdira, 2008) a tronc tortueux, porte des feuilles opposées, lancéolées, coriaces et
persistantes, vertes sur le dessus et argentées au-dessous (Figure 1). Les petites fleurs
verdatres donnent le fruit universellement connu, 1’olive. Les olives sont des drupes a peau
lisse, a enveloppe charnue renfermant un noyau tres dur, osseux, qui contient une ou a deux
graines. La forme de 1’olive est ovoide et typique. Sa couleur d’abord vertes, vire au bleu

violacé (Gingon, 2010) (Figure 2).

Figure 1: Olea europaea L. Figure 2: Les olives.

1.1.1. Classification botanique

Le tableau | donne la classification botanique de I’olivier (Cronquist, 1981).

Tableau I: Classification botanique de 1’espece (Olea europaea L.).

Régne Plantea
Embranchement Magnoliophyta
Classe Magnolyopsida
Ordre Lamiales
Famille Oleaceae
Genre Olea
Espece Olea europea L
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1.1.2. Distribution géographique

On estime qu’il y a environ 805 millions d’oliviers de part le monde, répartis sur 9.7
millions d’hectares dont 9 millions sont situés dans le bassin méditerranéen avec environ 750
millions d’arbres, Pour les botanistes, ’aire de répartition de I’olivier est synonyme de
"région méditerranéenne” (Figure 3). L’olivier (Olea europaea L.) est cultivé depuis trés
longtemps autour de la méditerranée et de la mer noire surtout en: Espagne, Italie, Gréce,
Turquie, France, Tunisie, Algérie et Croatie. Aujourd’hui, on trouve des plantations en
Californie, Australie, Afrique du Sud. Cette répartition géographique est influencée par des

facteurs climatiques et pédologiques (Gaussorgues, 2009).

. Extension de I’olivier

. Le bassin méditerranéen

|:| La terre

Figure 3: Airs d’extension de I’olivier dans la région méditerranéenne (Ghdira, 2008).

1.2. Les feuille d’olivier

Les feuilles réparties sur les rameaux ont une position opposeée, elles sont de petites
tailles de 3 a 8cm de long et de 1 a 2.5cm de large. La durée de vie moyenne des feuilles
d’olivier étant de deux années et demi. La forme, la taille et les caractéristiques des feuilles

d’olivier peuvent étre défeérentes selon les cultivars (Vila, 2003).

1.2.1. Composition chimique

La composition chimique des feuilles d’olivier varie selon 1’origine géographique, le
nombre de branche de I’arbre, le climat et éventuellement la présence des moisissures. Elles
sont riches essentiellement en triterpénes et en polyphénols (Molina, 2008). Cing classes de
polyphénols caractérisent les feuilles d’olivier, elles comprennent les oleuropéosides
(oleuropéine et varbascoside), les flavones, les flavonoles, les flavanoles. Le composé majeur

des feuilles d’olivier étant I’oleuropéine (Molina, 2008).
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1.3. L’huile d’olive

L’huile d’olive est I’huile provenant uniquement du fruit de I’olivier (Olea europaea
L) a ’exclusion des huiles obtenues par solvant ou par des procédés de réesterification et de

tout mélange avec des huiles d’autre nature (Conseil oléicole internationale, 2009).

1.3.1. Les catégories d’huiles d’olive

Il existe plusieurs types d’huiles d’olive, la figure 4 reprend les différentes catégories

d’huiles d’olives et leurs acidités libres:

L’huile d’olive Jl

Méthode d’affinage

L’huile
rge grigno

Acidité - Acidité : Acidité : Acidité : | |
0.8¢9/100g 29/100g 3.39/100g 0.39/100 g Brute | Raffiné
AO AO AO AO

Acidité :

1g/100g AO

Figure 4: Les catégories de I’huile d’olive (Codex alimentarus, 2003).
1.3.2. Composition de I’huile d’olive

1.3.2.1. Fraction saponifiable

La fraction saponifiable représente 99 % de I'huile d'olive. Elle est composée
essentiellement de triglycerides, d’esters de glycérol et dacides gras. L’une des
caractéristiques les plus importantes de 1’huile d’olive est la présence d’une teneur élevée en
acide oléique qui représente 60 a 80% des acides gras totaux et environ 90% d’acides gras
monoinsaturés (Uceda et Hermoso, 1998). L’huile d’olive contient également des acides gras
polyinsaturés tels que les acides linoléiques et linolénique représentant 5 a 8% d’acides gras
totaux (FAO, 1998).
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Comme pour les feuilles, la composition de I’huile d’olive en acides gras peut différer

d’une variété a I’autre selon la zone de production, I’altitude, le climat, et le stade de maturité
du fruit (Tsimidou, 2006).

1.3.2.2. Fraction insaponifiable

L’huile d’olive renferme différents composés biologiques. Le tableau ci-dessous

illustre les principaux composés de I’huile d’olive et leurs caractéristiques biochimiques.

Tableau Il : Les fractions insaponifiables de 1’huile d’olive et leurs caractéristiques
biochimiques.
La fraction Caractéristiques Références
- Composés tétracycliques comportant 27 a
) (Soulier, 1992 ; Ilto et
Sterols 29 atomes de carbone.
. , ... |al, 1981 ; Calapaj et al.,
- Présent sous forme libre et estérifiée
. N . 1993).
(environ 10 a 40% des stérols totaux sont )
présents sous forme d’ester). Les stérols les
plus fréquents dans 1’huile d’olive sont le 3
sitostérol (75% a 90%), le A-avenstérol (5 a
20%) et la campestérol (4%).
Acides - Composés biologiquement actifs et sont | (Caputo et al., 1974).

terpéniques

présents a 1’état de trace dans I’huile d’olive.

Pigments - La couleur de I’huile d’olive est due a deux | (Minguer-Mosquera,
types de pigments naturels : la chlorophylle 1997).
et les caroténoides.

Hydrocarbures |- Deux hydrocarbures sont présents en | (Tsimidou, 2006).
quantité considérable dans I’huile d’olive, le
squaléne et le carotene.

Tocophérol - Le principal homologue de la vitamine E | (Boskou, 2000).

présent dans [’huile d’olive est [1’alpha-

tocophérol.
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Les composes

volatils

- Sont de faible poids moléculaire (moins de
300 Da) et se vaporisent facilement a
température ambiante. Les composés volatils
dans I’huile d’olive sont principalement

produits par I’oxydation des acides gras.

(kalua, 2005).

Les composes

phénoliques

- Sont des composés mineurs par rapport aux
acides gras qui représentent la trés grande
majorité de la composition de 1’huile d’olive.
- Ces composes jouent un role tres important
dans la caractérisation des huiles et pour leur

intérét nutritionnel.

(Visioli, 1998).

1.3.3. Caractéristique physicochimique de I’huile d’olive

Selon la norme du Conseil Oléicol International, la qualité des huiles d’olive est un

ensemble de caractéristiques physico-chimiques permettant le classement des huiles en

différentes catégories (Codex alimentarus, 2003). Le tableau ci-dessous représente les

différentes caractéristiques physicochimiques des huiles d’olives.

Tableau 111 : Données physico-chimiques des différentes classes d’huiles d’olives (Codex

alimentarus, 2003).

Densité Acidité Indice Extinction Acides gras
relative (% acide peroxyde spécifique a saturé en
(a20T) oléique) (meqO2kg) 270nmE on  position 2 (%)
Huile d'olive
<1 <20 <0,25 <1,5
vierge extra
Huile d'olive
. <2 <20 <0,3 <1,5
vierge
Huile d'olive
<3,3 <20 <0,3 <1,5
vierge ordinaire 0,910
Huile d'olive
<0,3 <5 <11 <1,8
raffinée 0,916
Huile d'olive <15 <15 <09 -
Huile de grignon
. . <1,5 <5 <2,0 <22
d'olive raffinée
Huile de grignon
<1,5 <15 <1,7 -
d'olive
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1.4. Propriétés thérapeutiques des produits oléicoles

1.4.1. Propriétés thérapeutiques de I’huile d’olive

Depuis trés longtemps, 1’huile d’olive est consommée pour sa valeur nutritionnelle
ainsi que ses propriétés médicinales. Elle constitue une source importante de substances
bioactives. Bien que cela varie fortement selon de nombreux facteurs (cultivar, indice de
maturité, situation géographique, ...), les chercheurs et les nutritionnistes ont découvert que la
consommation réguliére d’huile d’olive réduisait les risques de cancers (Willett, 1999). Les
constituants de la feuille de I’olivier, de 1’olive et, surtout, de 1’huile d’olive constituent un
moyen de lutte efficace contre le vieillissement, I’hypertension artérielle, le diabete, le taux du

mauvais cholestérol (LDL) dans le sang, le surpoids et d’autres pathologies (Covas, 2007)
1.4.1.1. Effet anti-cancéreux

Des études récentes montrent qu’un régime alimentaire contenant 15% d’huile d’olive
réduit significativement la lésion cancéreuse au niveau du sein et du colon de rat (Moreno et
al., 1994). Le squaléne, un composant majeur de la fraction insaponifiable de I’huile d’olive,
serait lié a une faible incidence du cancer chez les populations de la région méditerranéenne
(Fransisco, 2005).

1.4.1.2. Effet cardioprotecteur

L’huile d’olive est la principale source de graisse dans le régime alimentaire
méditerranéen et est associé a une faible mortalité due aux maladies cardiovasculaires. Une
étude hospitaliere de cas témoins sur une population espagnole a montré qu’une
consommation élevée d’huile d’olive diminue significativement le risque d’infarctus du

myocarde (Fernandez, 2002).

1.4.1.3. Effet sur la tension artérielle

Chez les patients hypertendus, il a été démontré que I’huile d’olive était plus efficace
pour réduire la pression artérielle systolique et diastolique (Perona, 2004). Les auteurs ont
rapporté que seul un régime riche en huile d’olive induit une réduction significative de la
pression artérielle, suggérant aussi que les composes mineurs de I’huile d’olive jouent un rdle

dans le niveau de la pression artérielle (Ruiz-Gutiérrez, 1996).
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Les activités vasodilatatrices potentielles des triterpénnoides de I’huile d’olive, comme
I’acide oléanolique et érythrodiol évoquant la vasorelaxation de I’endothélium dans 1’aorte

des rats était associée a la production endothéliale d’oxyde nitrique (Ferrara, 2000).
1.4.1.4. Effet anti-thrombotique
Des rats nourris avec un régime riche en huile d’olive ont montré :

- Une diminution significative de la thrombose d’aortes, une baisse de l’incidence de la
thrombose veineuse et du temps de saignement prolongé en comparaison avec le groupe

témoin nourri avec un régime normal (Brzosko, 2002).

- Une diminution de I’hyperactivité plaquettaire et de la thrombogénicité sous-endothéliale

par rapport au groupe nourri par un régime normal (De la Cruz, 2002).
1.4.1.5. Propriétés antioxydantes

L’huile d’olive contient des composés phénoliques simples et complexes (Figure 5)
qui augmentent sa stabilité et lui confere des propriétés antioxydantes et modulent sa saveur
(Fedeli, 1977). Les composés phénoliques contribuent fortement au golt piquant, a

I’astringence et a I’amertume de I’huile (Brenes, 1999).

L'activité antioxydante des composés phénoliques de [I'huile d'olive et due en
particulier a l'oleuropéine et a son sous-produit, I'nydroxytyrosol (Aeschbach et al., 1994 ;
Salami et al., 1995 ; Visioli et al., 1995 ; Aruoma et al., 1998). Il a été démontré que
I'nydroxytyrosol et les acides caféique et protocatéchique ont une importante activité
protectrice (Papadopoulos et Boskou, 1991). L'activité antioxydante de l'oleuropéine et de
I'nydroxytyrosol a également été démontrée dans des modéles cellulaires et animaux
(Mannaet al., 1997 ; Speroniet al., 1998).
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Les polyphénols de I’huile d’olive

/ N ]

Polyphénols simples Les polyphénols complexes ‘
Tyrosol Acide caféique Secoiridoids lignans
Acide gallique hydroxytyrosol Oleuropéine || Acetoxypinoresinol

Acide coumarique Ligstroside Pinoresinol

Figure 5 : Les composés phénoliques simples et complexes de I’huile d’olive (Tripoli et al.,
2005).

| .4.1.6. Propriétés antimicrobiennes

Les activités bactériostatiques et bactéricides de I'oleuropéine et les produits
d'’hydrolyse, I'nydroxytyrosol et le tyrosol, ont été étudiées et démontrées a I’égard des micro-
organismes pathogenes (bactéries, champignons, virus et les protozoaires) (Hirschman, 1972
; Federici et Bongi, 1983 ; Bisignano et al., 1999). En effet, I’oleuropéine et le tyrosol sont
capables d'inhiber le développement et la production d'entérotoxine B par Staphylococcus
aureus, le développement de Salmonel enteritidis et la germination des spores de Bacillus
cereus (Walter et al., 1973 ; Tassou et al., 1991 ; Tranter et al., 1993 ; Tassou et Nychas,
1995).

Le verbascoside est également tres actif sur Staphylococcus aureus, E. coli et d'autres
especes bactériennes. De plus, le verbascoside a une activité antivirale contre le virus
syncytial, qui affecte le systeme respiratoire humain (Calis et al., 1988 ; Chenet al., 1998 ;
Kernanet al., 1998).

1.4.2. Propriétés thérapeutiques des feuilles d’olivier

1.4.2.1. Tension artérielle

L’administration par voie orale de I’extrait des feuilles d’olivier induit des effets
positifs chez des patients hypertendus (Cherif, 1996). Une autre étude a montré que
I’administration orale de 1’extrait de feuilles d’olivier a différentes doses pendant 8 semaines
au méme temps qu’un inducteur d’hypertension induit un effet prophylactique dose-
dépendant contre 1’augmentation de la pression artérielle (100mg/kg) (Mohamed et al.,
2002).
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1.4.2.2. Diabéte

Il a été démontré que 1’extrait de feuilles d’olivier inhibe 1’absorption post-prandiale
du glucose, et augmente I’absorption périphérique du glucose chez des rats diabétiques
(Krakaya, 2009).

Chez des patients traités avec I’extrait de feuille d’olivier, il a été¢ constaté que la

glycémie diminuait significativement apres consommation du riz (Komaki et al., 2003).
1.4.2.3. Activité antioxydante

Les feuilles d'olivier possédent la plus forte capacité a piéger les radicaux libres par
rapport aux différentes composantes de l'arbre d'olivier. Les feuilles se caractérisent
également par une forte teneur en substances actives, en particulier, 1’oleuropéine (Lee et al.,
2009).

1.4.2.4. Activité antimicrobienne

Les feuilles d’olivier sont trés actives a 1’égard des pathogenes d'origine alimentaire
tels que Staphylococcus aureus, E. coli, Salmonella spp, Listeria monocytogenes
(Techathuvanan et al., 2014). De plus, I’extrait de feuille d’olivier améliore la qualité et la

durée de conservation des produits carnés (Hayes et al., 2010).
1.4.2.5. Autre effets

Plusieurs études ont montré que les feuilles d’olivier ont des propriétés anti-VIH (Lee-
hung, 2003), anti prolifératives, anti-apoptotiques (Han et al., 2009) et des effets favorables
sur la leucémie humaine (Abaza et al., 2006).
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11.1. L’huile d’olive

Deux échantillons d’huile d’olive de type vierge et extra vierge ont été utilisés dans
cette étude. Les échantillons d’huile d’olive portant la marque commerciale "Numedia™ sont

fabriqués par I’huilerie d’Ouzellaguen, Ighzer Amokrane, Wilaya de Bejaia.
11.1.1. Extraction des polyphénols totaux de I’huile d’olive

L’extraction des polyphénols totaux est réalisée selon le protocol proposé par
Tsimidou et al. (1991), il s’agit d’une extraction liquide. 50 g d’huile d’olive sont introduits
dans une ampoule a décanter auxquels sont ajoutés 50 ml d’hexane, puis 30ml d’un mélange
méthanol/eau distillée sont ajoutés. Aprés quelques minutes, le mélange se sépare sous forme
de deux phases 1’'une est huileuse et I’autre est aqueuse, cette derniére représente 1’extrait

méthanolique riche en polyphénols. La figure 6 illustre les différentes étapes d’extraction des

polyphénols.
50ml d’hexane +50g de I’huile d’olive
+ 30ml de (méthanol/eau).
ﬂ Agitation pendant 5 min
La phase apolaire I\. 7 Phase apolaire (huileuse)
“ \‘ Phase polaire (phase méthanolique)
. . ~ Phase polaire (phase méthanolique
2 *M extraction par 3™ extraction par _ P P a
(méthanol/eau) (méthanol/eau) ik
v ¢ Récupération de la phase
Chaque fraction polaire récupérée o méthanolique polaire
subit un lavage avec 50 ml
d’hexane. Les solutions sont concentrées sous

33 vide a I’aide d’un rotavapeur 40 °C
jusqu'a avoir environ 2 ml d’extrait.

Les extraits sont dissous dans du
(méthanol/eau) a des volumes ﬂ
connus conservé a 4°C.
¢~ Séchage dans I’¢tuve a 40°C jusqu'a
I’obtention d’un poids constant.

Figure 6 : Etapes d’extraction de I’extrait brut de 1’huile d’olive (Tsimidou et al., 1991).
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11.2. Feuilles de ’olivier

11.2.1. Préparation de la matiere végétale

Les feuilles de ’olivier (Figure 7) sont récoltées durant le mois de Mai 2018 dans la
région de Colla, commune Djafra, Wilaya de Bordj Bou Arreridj. Les feuilles sont séchées a
I’ombre et a ’abri de la lumiére pendant 10 jours puis réduites en poudre fine (Figure 8) a

I’aide d’un broyeur €électrique. La poudre est conservée a I’abri de 1’aire, de ’humidité, et de

la lumiére dans des flacons en verre (Arab et al., 2013).

Figure 07 : Séchage des feuilles. Figure 08 : Poudre fine des feuilles.

11.2.2. Extraction des polyphénols totaux des feuilles de I’olivier

L’extraction des polyphénols totaux est réalisée selon le protocole décrit par Arab et
al. (2013). Briévement, 10 g de poudre des feuilles de 1’olivier sont macérés dans 200 ml d’un
melange méthanol/eau (80/20) pendant 05 jours. Ensuite I’ensemble est agité puis filtré et

séche au moyen d’un rotavapeur (Figure 9).

10g de poudre des feuilles +200 ml de (méthanol+ eau)
!
Macération 05 jours

v

Filtration

v
Séchage

Figure 9 : Extraction des polyphénols totaux des feuilles d’olivier.
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11.3. Dosage des polyphénols totaux
e Principe
Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitué d’un mélange d’acide phosphotungstique
(H3PW1,040) et d’acide phosphomolybdique (HsPMo01,040) de couleur jaune. 1l est réduit, lors
de I’oxydation des phénols, en un mélange d’oxyde bleu de tungsténe (WgO,3) et de
molybdéne (MogO,3). La coloration produite est proportionnelle a la quantité des polyphénols

présente dans I’extrait (Li et al., 2007).

e Mode opératoire

Les teneurs en polyphénols totaux des extraits des huiles d’olives et des feuilles de
I’olivier ont été déterminées selon le protocole décrit par Chan et al. (2008) avec
modifications. 200 pl de chaque extrait sont ajoutés a 500 pl du réactif de Folin-Ciocalteu
(10%). Apres 5 min, 1500 pul de Na,COs3 (7.5%) sont ajoutés et les tubes sont incubés pendant
30 min. La lecture se fait a 765 nm. La réalisation de la gamme d’étalonnage a été faite de la
méme maniére avec un standard, 1’acide gallique (concentrations de 20 a 100 pg/ml). La
teneur en polyphénols totaux est donné en mg équivalent d’acide gallique /kg d’huile d’olive
(mg EAG/Kg d’huile d’olive) pour I’huile d’olive et en mg EAG /Kg de poudre pour les

feuilles d’olivier.
11.4. Evaluation de ’activité antioxydante
11.4.1.Test de piégeage du radical DPPH

e Principe

Le DPPH est un radical libre de couleur violette et est réduit en un composé de couleur
jaune en presence de composés anti-radicalaires. L’intensité de la coloration, mesurée au

spectrophotomeétre, est inversement proportionnelle a 1’activité antiradicalaire (Figure 10).
e e

DZNQN'—N + A-H - OZN—QHN + A"
-0 O

Figure 10 : Réduction du radical DPPH.
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e Mode opératoire

Le test de DPPH a été réalisé selon le protocol de Chang et al. (2005). Une série de
concentration décroissante des extraits d’huiles d’olives et des feuilles de 1’olivier est
préparée dans le méthanol/eau (80/ 20). 1.5 ml de chaque dilution sont ajoutés a 500 ul de la
solution du DPPH (0.04 mg/ml). Aprés une période de 30 min d’incubation a 25°C,
I’absorbance est lue @ 517 nm. L’acide ascorbique a été utilisé comme standard (0.5 & 10
ug/ml). L’inhibition du radical DPPH est représenté en pourcentage (I %), calculée selon la

formule suivante:
1%=[(A temoin - A échantillon) IAtémoin] x100

Des courbes de concentration des extraits en fonction du pourcentage d’inhibition sont tracées
a fin d’obtenir les ICso. L’ICsq est définit comme la concentration en composés phénoliques

(ug/ml) de I’extrait nécessaire pour réduire la concentration initiale de DPPH de 50%.
I1.5. Activité antimicrobienne

Les souches fongiques et bactériennes utilisées dans la présente étude sontle

Fusarium oxysporum et Bacillus cereus.
11.5.1. Evaluation de P’activité antimicrobienne
e Principe

La technique utilisée pour I’étude 1’activité antimicrobienne est la technique de
diffusion sur milieu gélosé en appliquant des disques stériles de papier Wattman (6 mm de
diametre) imbibés d’extrait sur tapis microbienne. Le diameétre d’inhibition autour de disque
traduit 1’activité antimicrobienne de 1’extrait. Dans le cas de la méthode des puits, les disques

imbibés sont remplaces par des puits remplis d’extraits (Fauchere et al., 2002).
e Modes opératoires
e Méthode des disques

Une suspension bactérienne est préparée a partir d’une culture bactérienne pure et jeune
de 24 heures. Une opacité équivalente a une densité optique de 0.08-0.1 a 625 nm
correspondant & 108 UFC /ml (units forming colony /ml). Des boites de Pétri contenant de la
gélose nutritive & raison de 20 ml par boite sont inoculées; 3 gouttes de la suspension

bactérienne sont déposées a la surface du milieu de culture puis étaler a 1’aide d’un rateau
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(pipette pasteur). Ensuite, on dépose 3 disques de papier filtre (Whatman) stériles de 6 mm de
diamétre a la surface de chaque boite, ces disques sont imbibés au préalable par 20 ul de
différentes concentrations en huile brute solubilisée dans le tween 80 a 3 %. Les boites de
Pétri sont ensuite fermées et laissées a diffuser et mises a I’étuve a une température de 37C°
pendant 24 heures. Aprés 24 heures d’incubation, une zone d’inhibition apparait autour du

disque si I’extrait inhibe le développement bactérien (Guinoiseau, 2010).

Pour I’étude anti-fongique a 1’égard de Fusarium oxysporum, une suspension
fongique est préparée a partir des cylindres d’agar prélevés d’une culture pure et jeune de 48
heures. La détermination de la densité optique de la suspension fongique est réalisée a 1’aide
d’un spectrophotometre a une longueur d’onde 630 nm dans le but de standardiser la
suspension de spores a 10" spores/ml (Meriem, 2015). Des boites de Pétri contenant du
milieu PDA a raison de 20 ml par boite sont inoculées ; 3 gouttes de la suspension fongique
sont déposées a la surface du milieu de culture puis étaler a 1’aide d’un rateau. Ensuite, on
dépose 3 disques de papier filtre (Whatman) stériles de 6 mm de diamétre a la surface de
chaque boite, ces disques sont imbibés au préalable par 20 pl de différentes concentrations en
huile brute solubilisée dans le tween 80 & 3 %. Les boites de Pétri sont ensuite fermées et
laissées a diffuser et mises a 1’étuve a une température de 27C° pendant 48 heures. Apres 48
heures d’incubation, une zone d’inhibition apparait autour du disque si 1’extrait inhibe le

développement fongique.

2. Méthode des puits

A T’aide d’une pipete Pasteur, des puits ont été réalisés a la surface de chaque boite
contenant le milieu de culture ensemencé en nappe par les suspensions bactérienne et
fongique. Chaque puits est rempli par 20 pl de gélose molle pour éviter la diffusion de
I’extrait. Apres refroidissement, chaque puits est rempli par 20 ul d’extrait méthanolique des
huiles d’olive ou des feuilles d’olivier & différentes concentrations (1.5, 3, 6, 12 mg/ml et le
DMSO comme témoin) puis incuber a 37°C pour Bacillus cereus et 27°C pour Fusarium

oxysporum.
11.6. Analyse statistique

Toutes les éxpériences ont été réalisées au moins en trois répétitions. L’étude

statistique est faite dans le but de comparer les moyennes des résultats obtenus par 1’analyse
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de la variance (ANOVA, test T) en utilisant le logiciel STATVIEW version 5.5. Le seuil de

signification est pris a p<0,05.
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I11.1. Teneur en polyphénols totaux

Les resultats du dosage des composés phénoliques montrent que la teneur moyenne de
I’huile d’olive vierge en polyphénols est de 5.375 + 0.134 mg EAG/kg d’huile d’olive tandis
que la teneur moyenne de I’huile d’olive extra vierge est de ’ordre de 2.526 + 0.038 mg
EAG/kg d’huile d’olive. Les feuilles ont enregistré une teneur de 7.765 £+ 0.096 mg EAG/kg
de poudre (Figurell).

P<0.0001

P<0.001

1 P<0.0001

Teneur en polyphénols totaux
(mg EAG/KQ)

O P N W b~ 01 O N 0 ©
1

Vierge Extra vierge Feuilles

Figure 11 : Teneur en composés phénoliques des extraits méthanoliques des huiles d’olive et

des feuilles d’olivier.

D’aprés les résultats, les feuilles d’olivier présentent la plus forte teneur en composés
phénoliques comparée a celles de I’huile d’olive vierge et I’huile d’olive extra vierge
(P<0.0001). Cependant, I’huile d’olive vierge présente une différence hautement significative

par rapport a I’huile d’olive extra vierge (P<0.001).

La présence des composés phénoliques dans 1’huile d’olive a été mis en evidence pour
la premiere fois par Cantarelli (1961). La teneur en composés phénoliques de I’huile d’olive
peut étre influée par plusieurs facteurs : la maturation des olives, les variations saisonniéres, la
méthode d’extraction, la variété d’olivier, la zone geographique oléicole. Les huiles
d’oliveraies situées en altitude se montrent plus riches en polyphénols totaux que celles des

oliveraies des plaines. Aussi les conditions météologiquent engendrent des compositions
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phénoliques tres variables. De méme, la tencur en polyphénols des feuilles d’olivier est liée au

profile variétal et a la zone géographique (Ranalli et al., 1999).

Les quantités des polyphénols présentes dans les huiles d’olives qui ont été rapportées
dans la littérature sont tres variables. Elles varient entre 0,8 a 1 mg/g dans 1’étude faite par
Visioli et Galli. (1992), et entre 0,1 et 0,8 mg/g dans la recherche réalisée par Maestro-
Duran et al. (1994). Montedero et al. (1992) rapportent des valeurs supérieures a 0,5 mg/g.
D’aprés Owen et al. (2000), la teneur en polyphénols est de 0,232 mg/g pour I’huile d’olive
extra vierge et de 0,062 mg/g pour I’huile raffinée. Nakbi et al. (2010) ont étudié une variété
Tunisienne nommeée Chemlali et ont rapporté une teneur moyenne de 1’ordre de 0,16 + 2.82
mg EAG/g. Cependant, les teneurs obtenues dans la présente étude restent trés faibles

compareées a celles rapportées dans la littérature.
I11.2. Activité antioxydante

Il est clair que I’activité antioxydante des extraits de plantes est due a leurs propriétés
oxydo-réductrices (redox) qui leurs permet d’agir comme étant des donneurs d’hydrogénes

et/ou d’¢électrons et donc de capteurs de radicaux libres.

L’évaluation de I’activité antioxydante de I’huile d’olive vierge et extra vierge ainsi
que des feuilles d’olivier a été réalisée en utilisant le test de DPPH. Au fait, le radical DPPH
est largement utilisé pour évaluer la capacité des composés antioxydants d’agir en tant que

piégeurs de radical libre ou donateurs d’hydrogene (Molyneux, 2004).

La figurel?2 illustre les résultats de I’activité antiradicalaire exprimés en pourcentage
d’inhibition du radical DPPH. L’effet scavenger augmente d’une facon trés hautement
significative en fonction de la concentration en extraits d’huiles d’olives, des feuilles
d’olivier, et de la molécule standard (acide ascorbique) (p<0.0001). D’autres, en utilisant
d’autres variétés d’huiles ont abouti a des résultats similaires, avec des effets en relation avec

la concentration (Visioli, 1998).
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Figure 12 : Histogrammes montrant I’activité antiradicalaire des feuilles d’olivier (A), I’huile d’olive vierge (B), I’huile d’olive extra vierge

(C) et I’acide ascorbique (C) en fonction de la concentration. Les valeurs sont données en moyenne + Ecart type.
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Pour des concentrations allant de 3.125 a 50 pg/ml, 1’effet scavenger de I’extrait
méthanolique de I’huile d’olive vierge varie de 37.47 £ 2.72 % a 62.52 £ 1,41 % et de 14.21 £+
1.01 % a 52.91 + 2.31% pour I’extrait méthanolique de 1’huile d’olive extra vierge alors que
celui des feuilles d’olivier évolu de 20.18 + 3.66% a 72.25 = 5.49% pour des concentrations
allant de 2.65 a 21.24 pg/ml. L’activité antiradicalaire semble donc étre sensiblement affectée
par la concentration en extraits avec un trés fort coefficient de corrélation (annexe) (r?= 0,988)
pour I’huile d’olive vierge, I’huile d’olive extra vierge (r2: 0.9894) et les feuilles d’olivier
(r*= 0.9625). Pour la molécule standard (acide ascorbique) I’effet scavenger varie de 32.01 +
1.17 & 93.86 £ 1.62 pour des concentrations allant de 0.5 a 10 pg/ml avec un coefficient de
corrélation (r’= 0.9746).

Les effets scavenger observés se classent donc dans 1’ordre décroissant suivant : acide

ascorbique>feuilles d’olivier >huile d’olive vierge >huile d’olive extra vierge.

Les ICs calculées sont rapportées dans le tableau IV. Dans le test au DPPH, une faible
ICso indique une meilleure capacité scavenger des radicaux libres (Lim et Tee, 2007). Les
concentrations (ug/ml) requises pour la neutralisation de 50 % de la concentration du DPPH
sont de: 26.72 £ 02.65 pour I’huile d’olive vierge, 46.68 = 2.08 pour I’huile d’olive extra

vierge, 12.75 + 0.43 pour les feuilles d’olivier, et 3.49 £ 0.01 pour I’acide ascorbique.

Tableau 1V: 1Csy de ’activité antiradicalaire des extraits d’huiles d’olives, des feuilles

d’olivier, et de I’acide ascorbique.

Echantillons 1Cs0 (ng/ml)
Huile d’olive vierge 26.71 £ 2.65
Huile d’olive extra vierge 46.68 + 2.08
Les feuilles d’olivier 12.75+0.43
Acide ascorbique 3.49+0.01

Galvano et al. (2007) ont rapport¢é une corrélation positive entre 1 activité
antioxydante de I’huile d’olive et sa teneur en composés phénoliques. Cette activité n’est pas
attribuée seulement au facteur quantitative, cependant, la qualité du contenu phénolique joue

un role determinant de cette activité biologique (Morello et al., 2004).
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Selon Hayes et al. (2011) I’activité antioxydante dépend généralement du nombre et
de la position des groupements hydroxyles par rapport aux groupements carboxyles
fonctionels au sein des noyaux aromatiques. L’activité antioxydante des extraits étudies est
sans doute liée a la présence de substances actives tels que 1’oleuropéine, hydroxytyrosol, et
I’acide lutéoline 7-Oglucoside riches en groupements hydroxyles. Malgré que I’huile d’olive
vierge et extra vierge ont enregistré une faible activité antiradicalaire par rapport a I’acide
ascorbique, I’huile d’olive reste trés efficace par sa capacité de piéger les radicaux libre pour

une durée allongée.

Dans une étude récente, l'activité antioxydante de I'a-tocophérol et des extraits
phénoliques d'olives et d'huile d'olive a été comparée au cours du temps. 1l a été démontré que
dans les 15 premiéres minutes, l'activité de I'a-tocophérol était plus élevée mais rapidement
arrétée. L'extrait d'olives dénoyauté et d'huile d'olives continuaient a réduire plus lentement la
concentration des radicaux libres lorsque, d'autre part, le temps de réaction a été prolongé a 60
minutes. Tous les extraits étaient beaucoup plus actifs que I'a-tocophérol. Au sixiéme jour, les
extraits d'olives et d'huile d'olives ont continué a étre plus efficaces que I'a-tocophérol
(Keceli& Gordon, 2001).

Une autre étude a montré que 1’ICsq de 1’extrait phénolique des feuilles d’olivier et de
I’oleuropéine pure étaient de 1.5 pug/ml et 1.19 pg/ml, respectivement, tandis que I’activité
antioxydante de I’extrait apres hydrolyse est significativement augmentée (1C5,=0.65 pg/ml)
suggérant que I’extrait contient une concentration élevée en hydroxytyrosole qui a été formé a

partir de I’hydrolyse de I’oleuropéine (Kiritsakis et al., 1998).
I11.3. Activité antimicrobienne

Le probléeme de résistance et de multirésitance de certaines souches bactériennes a
I’égard de certains médicaments conventionnels, les effets bénéfiques recherchés souvent
contre balancés par de fréquents effets secondaires a inscité les scientifiques vers d’autres
alternatives thérapeutiques plus sures et plus efficaces (Rauter et al., 1989) . De nos jours, les
métabolites secondaires font de plus en plus 1’objet de nombreuses recherches scientifiques
aussi bien in vivo qu’in vitro. Dans la présente étude, ’action de I’huile d’olive vierge et extra
vis-a-vis de la souche fongique Fusarium oxysporum et de la souche bactérienne Bacillus
cereus a été étudiée, cependant, en dépit de leur potentiel antioxydant, les deux huiles n’ont

pas montré d’effet inhibiteur a 1’égard des deux souches microbiennes.
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Dans le cas des feuilles d’olivier, I’extrait phénolique semble trés actif sur Bacillus
cereus a des concentrations de 6 mg/ml et 12 mg/ml avec des diametres d’inhibition de 11

mm et 13 mm, respectivement (Figurel3), et reste inactif a 1’égard de Fusarium oxysporum.

B 12 mg/ml

Figure 13: Zones d’inhibition exercées par 1’extrait phénolique des feuilles d’olivier sur

Le tableau V reprend les résultats des diamétres des zones d’inhibition (mm) de Bacillus

cereus et de Fusarium oxysporum sous 1’action de différentes concentrations de I’extrait brut

des feuilles d’olivier.

TableauV: Diamétres des zones d’inhibition (mm) de Bacillus cereus et de Fusarium

oxysporum en présence de différentes concentrations de 1’extrait brut des feuilles d’olivier.

Bacillus cereus.

Résultats et discussion

B 6 mg/ml

Concentration (mg/ml) Bacillus cereus Fusarium oxysporum
12 13 mm 0 mm
6 11 mm 0 mm
3 0 mm 0 mm
1,5 0 mm 0 mm

L'activité bactéricide de nombreux types d'huiles d'olive a I’égard de plusieurs
microorganismes a éte etudiee in vitro. Selon Medina et al. (2007) tous les types d’huiles
d’olive étudiés ont un effet bactéricide par rapport aux autres huiles (mais, tournesol, soja,
colza et coton). Cet effet est encore plus élevé en utilisant 1’huile d’olive vierge. Zampa et al.
(2006) ont testé I’extrait phénolique d’huile d’olive sur quelques souches bactériennes

Lactobacillus salivarius, Bifidobacterium adolescentis, Bacteroidesvulgatus et Clostridium
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perfringens et ont montré que 1’extrait exerce une forte inhibition sur Lactobacillus salivarius,
Bifidobacterium adolescentis et Bacteroides vulgatus avec une concentration minimale
inhibitrice (CMI) a 0,5 ug/ml tandis que la souche de Clostridium perfringens a montré une

sensibilité modérée a l'extrait phénolique avec une CMI a 50 pg/ml.

Romeo et al. (2007) ont rapporté que l'extrait phénolique de I’huile d'olive est
bactéricide sur Helicobacter pylori a 380 pug/ml. L'hydroxytyrosol est hautement toxique sur
Pseudomonas syringae et Corynebacterium michiganense, qui sont des phytopathogenes. Le
tyrosol peut également agir comme une mycotoxine (Venkatasubbaiah et Chilton, 1990).
Selon Aziz et al. (1998), I’oleuropéine et d’autres composés phénoliques de I’huile d’olive (p-
hydroxybenzoique, vanilligue et acides p-coumariques) inhibent completement le
développement de Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli et Bacillus cereus. Alors qu'un
effet bactéricide de I’huile d’olive a été observé sur une large gamme de bactéries, aucun effet
n'a été observé sur les levures (Beuchat et Golden, 1989). Cependant, I'oleuropéine a une
influence, bien que légére, sur le retard du développement et la sporulation d'Aspergillus

parasiticus. De plus, la production d'aflatoxine est considérablement réduite.

D’aprées Taguri et al. (2004), la sensibilité des bactéries aux polyphénols dépend de

I’espece bactérienne et de la structure en composés phénoliques.

L’absence d’effet antimicrobien des extraits d’huiles d’olives étudiés serait 1ié¢ a leurs
faibles teneurs en composés phénoliques. D’apreés Brenes et al. (1999), en dépit, des
différents travaux sur les composés phénoliques de [I'huile d'olive et leurs propriétés
biologiques, il existe encore une certaine confusion quant a leur présence et leur contenu dans
les huiles d’olives. L'oleuropéine, le principal composé phénolique des fruits, est présente a
une trés faible quantité dans les huiles d'olive et il n'a pas eté détecté dans de nombreux

échantillons.

De nombreuses études confirment que les feuilles d’olivier possédent une activité
inhibitrice a 1’égard des microorganismes pathogénes. Pereira et al. (2007) ont testé l'activité
antimicrobienne de I'extrait aqueux des feuilles d'olivier sur les bactéries S. aureus, B. subtilis,
P. aeruginosa, E. coli, K. pneumoniae et B. cereus, ainsi que des champignons Candida
albicans et Candida neoformans, et ont révélé que les taux de croissance de S. aureus et d' E.

coli diminuent en augmentant la concentration de 1’extrait aqueux des feuilles. Markinet al.
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(2003) ont également démontré I’effet bactéricide de I’extrait aqueux des feuilles d'olivier a
une concentration de 0,6% (p/v) sur E. coli, P. aeruginosa, S. aureus et K. pneumoniaina
aprés 3h de contact. D'autre part, B. Subtilis n’a pas été inhibé qu’aprés avoir augmenter la
concentration a 20% (p/v) probablement en raison de la capacité de formation de spores de
cette espece. D’autre part, Korukluoglu et al. (2010) ont montré I'effet du solvant
d'extraction sur I'efficacité antimicrobienne. lls ont signalé que le type de solvant affecte
sensiblement la distribution et la concentration phénolique des extraits, ainsi que 1’activité
antimicrobienne. L’extraction par 1’éthanol a montré une activité antimicrobienne plus élevée
sur E. coli et S. enteritidis, et I’extraction par l'acétone a montré la plus haute efficacité

antimicrobienne contre S. thymimurium.
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Conclusion

Les propriétés médicinales des produits oléicoles font 1’objectif de nombreuses
recherches scientifiques. Cette étude a consisté a évaluer la teneur en composés phénoliques
ainsi que les propriétés antioxydante et antimicrobienne de trois extraits méthanoliques

(’huile d’olive vierge, I’huile d’olive extra vierge et les feuilles d’olivier).

Les résultats obtenus indiquent que 1’extrait méthanolique des feuilles d’olivier a une
teneur élevée en polyphénols totaux par rapport aux autres extraits avec une valeur de 7.765 +
0.096 mg EAG/kg de poudre. Pour I’huile d’olive vierge et extra vierge les valeurs étaient de
5.375 + 0.134 mg EAG/Kg et de 2.526 + 0.038 mg EAG/kg d’huile d’olive respectivement.
Le test de DPPH a révélé que I’extrait des feuilles d’olivier a une activité antiradicalaire plus
élevée que celles des huiles d’olive avec une ICso de 12.75 + 0.43 %. Il a été également
constaté que Deffet scavenger augmente significativement avec I’augmentation de la

concentration de I’extrait (p<0.0001).

L’étude de Dactivité antimicrobienne des différents extraits bruts vis—a-vis de
Fusaruim oxysporum et de Bacilus cereus a montré que seul 1’extrait phénolique des feuilles

d’olivier est capabale d’inhiber la croissance de Bacilus cereus.

Au terme de ce travail nous pouvons retenir que les produits oléicoles présentent une
bonne source d’antioxydants naturels, cependant, leurs concentrations étant faible ce qui

pourrait expliquer I’absence d’inhibition sur les germes étudiés.
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Annexe 01: Dosage des polyphénols totaux.
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Figure 1 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique
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Annexe 02: Activité antiradicalaire de ’huile d’olive vierge
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Annexe 03 : Activité antiradicalaire de I’huile d’olive extra vierge
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Annexe 04 : Activité anti radicalaire des feuilles d’olivier.
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Annexe 05: Activité antiradicalaire de 1’acide ascorbique
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Annexe 06 : Activité anti radicalaire (moyenne des tests)
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Annexe 07 : Analyse statistique

Dosage des polyphénols

Tableau de moyennes pour Absorbance

Effet: Echantillon

Nombre Moyenne Dév. Std.  Err. Std.

Extra vierge 3 1,066 ,019 ,011
Feuilles 3 1,356 ,019 ,011
Vierge 3 2,491 ,067 ,039

Test PLSD de Fisher pour Absorbance
Effet : Echantillon
Niveau de significativité: 5 %
Diff. moy.  Diff. crit. ~ Valeur p
Extra vierge, Feuilles -,290 ,084 ,0001 | S
Extra vierge, Vierge -1,425 ,084 <,0001
Feuilles, Vierge -1,135 ,084 <,0001 | S

(@]
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Analyse DPPH Huile vierge

Tableau de moyennes pour % Inhibition
Effet: Concentration

Nombre Moyenne Dév. Std.  Err. Std.

12,500 3 43,879 1,422 ,821
25,000 3 47,646 1,176 ,679
3,125 3 37,476 2,724 1,573
50,000 3 62,524 1,412 ,815

Test PLSD de Fisher pour % Inhibition
Effet: Concentration
Niveau de significativité: 5 %
Diff. moy.  Diff. crit. ~ Valeur p

12,500, 25,000 -3,766 3,371 ,0328 | S
12,500, 3,125 6,403 3,371 ,0023 | S
12,500, 50,000 -18,644 3,371 <,0001 | S
25,000, 3,125 10,169 3,371 ,0001 | S
25,000, 50,000 -14,878 3,371 <,0001 | S
3,125, 50,000 -25,047 3,371 <,0001 | S

Analyse DPPH Huile Extra-vierge

Tableau de moyennes pour % Inhibition
Effet: Concentration

Nombre Moyenne Dév. Std.  Err. Std.

12,500 3 25,141 1,069 ,617
25,000 3 31,450 1,142 ,659
3,125 3 14,218 1,019 ,588
50,000 3 52,919 2,312 1,335

Test PLSD de Fisher pour % Inhibition
Effet: Concentration
Niveau de significativité: 5 %
Diff. moy.  Diff. crit. ~ Valeur p

12,500, 25,000 -6,309 2,798 ,0008 | S
12,500, 3,125 10,923 2,798 <,0001 | S
12,500, 50,000 -27,778 2,798 <,0001 | S
25,000, 3,125 17,232 2,798 <,0001 | S
25,000, 50,000 -21,469 2,798 <,0001 | S
3,125, 50,000 -38,701 2,798 <,0001 | S
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Analyse DPPH des Feuilles d’olivier

Tableau de moyennes pour % Inhibition
Effet : Concentration

Nombre  Moyenne Dév. Std. Err. Std.
10,62 3 46,687 2,247 1,297
2,65 3 20,186 3,661 2,114
21,24 3 72,257 5,494 3,172
531 3 30,642 2,641 1,525
Test PLSD de Fisher pour % Inhibition
Effet : Concentration
Niveau de significativité : 5%
Diff. moy.  Diff. crit.  Valeur p
10,62, 2,65 26,501 7,021 <,0001 | S
10,62, 21,24 -25,569 7,021 <,0001 | S
10,62, 5,31 16,046 7,021 ,0008 | S
2,65, 21,24 -52,070 7,021 <,0001 | S
2,65,5,31 -10,455 7,021 ,0089 | S
21,24,5,31 41,615 7,021 <,0001 | S

Analyse DPPH Acide ascorbique

Tableau de moyennes pour % Inhibition

Ef

fet: Concentration

Nombre Moyenne Dév. Std.  Err. Std.
0,5 3 32,011 1,179 ,681
10 3 93,868 1,623 ,937
4 3 49,684 2,301 1,328
8 3 81,515 1,362 ,786
Test PLSD de Fisher pour % Inhibition
Effet: Concentration
Niveau de significativité: 5 %
Diff. moy.  Diff. crit. ~ Valeur p
0,5, 10 -61,858 3,147 <,0001 | S
0,54 -17,674 3,147 <,0001 | S
0,5, 8 -49,504 3,147 <,0001 | S
10, 4 44,184 3,147 <,0001 | S
10, 8 12,353 3,147 <,0001 | S
4,8 -31,830 3,147 <,0001 | S




