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Actuellement en Algérie, l’aviculture est une activité en pleine expansion. Elle assure
l’autosuffisance du pays en œufs de consommation et en viandes blanches.
Selon la Direction des Services Agricoles (DSA), une grande partie du secteur avicole est
concentrée dans les provinces du nord du pays, principalement à Bejaia. C’est une pro-
duction essentielle pour les ménages ruraux qui représentent près de 16% de la population
algérienne (environ 12 millions de foyers). Elle est en effet créatrice d’emplois dans les
campagnes.

Ces dernières années, l’autorité algérienne adopté une politique d’amélioration du sec-
teur de l’élevage à travers une intensification de la production avicole pour satisfaire les
besoins des consommateurs et assurer leur sécurité alimentaire. Comme la production
de volaille prend de l’importance, les agents pathogènes qui peuvent concilier l’efficacité
de la production et le bien-être des animaux, deviennent de plus en plus importants.
Cependant, cette production est souvent confrontée et sévèrement menacée par des épi-
démies comme la coccidiose, la grippe aviaire et d’autres maladies infectieuses (Quiroz-
Castaneda et Dantăn-Gonzălez, 2015) à savoir, celles de la gumboro, entérite, salmonel-
lose, etc . . . Parmi ces infections, la coccidiose constitue l’une des principales contraintes
qui entrave le développement de la production avicole et cause d’énormes pertes écono-
miques dans le monde entier (Nemattolahi et al., 2009 ; Prakashbabu et al., 2017 ), avec
une valeur estimée annuellement de plus de 3 milliards de dollars américains US (Willi-
mas, 1999 ; Dalloul et Lillehoj, 2006). Elles sont dues à une augmentation de la mortalité
de 6-10 % chez le poulet de chair (Guo et al., 2007), et près de 70 % de ce coût est dû à
la coccidiose subclinique, par impact sur le gain de poids et un effet néfaste concomitant
sur le ratio de conversion alimentaire (Williams, 2005 ; De Gussem, 2007).

La lutte contre ces infections dépend principalement de la chimio prophylaxie par
l’utilisation de médicaments anticoccidiens, d’un vaccin vivant, et ou des ionophores en
traitement préventif (McDougald, 1982 ; Blake et Tomley, 2014). Bien que cette stratégie
soit rentable et fructueuse, l’utilisation intensive ou mal raisonnée conduit à l’émergence
et la dissémination de l’antibiorésistance d’Eimeria spp. (Shirley et al., 2005 ; Afssa, 2007 ;
Jenkins et al., 2010).

Les difficultés que connaissent les recherches pour la mise au point de nouvelles molé-
cules rendent nécessaire l’application d’autres méthodes de lutte contre cette protozoose
(Abbas et al., 2012).
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La phytothérapie en particulier, est parmi les stratégies nouvelles, notamment l’utili-
sation d’extraits de plantes, ou des produits à base de plantes médicinales comme classe
de facteurs de croissance en supplémentation alimentaire. La connaissance de ces addi-
tifs est encore limitée tant sur leur mode d’action que sur les aspects de leur application
(Alloui, 2013). En plus, des complications peuvent être rencontrées à cause des variations
diverses des origines botaniques, de transformations et de compositions des plantes et de
leurs extraits. La plupart des investigations étudient les interactions des divers composés
actifs et s’intéressent beaucoup plus aux effets sur les performances de production que sur
les impacts physiologiques (Alloui, 2013).

Leurs propriétés thérapeutiques attirent ces dernières années de plus en plus l’attention
des chercheurs. Plusieurs d’entre elles sont douées de propriétés anti-protozoaires (Efferth,
2009) et d’effets anticoccidiens sur certaines espèces sont également prouvés (Arab et al.,
2006 ; Naidoo et al., 2008). C’est dans ce contexte que les phytobiotiques ou phytogéniques
ont fait l’objet de recherche pour évaluer l’intérêt de les incorporer dans les aliments
destinés aux animaux comme facteurs de croissance non antibiotiques comme par exemples
les pro biotiques, les pré biotiques et les symbiotiques.

Les phytobiotiques (PHY) sont utilisés dans l’alimentation des animaux en rempla-
cement des antibiotiques, facteurs de croissance interdits depuis 2006 (Diarra et al.,
2007). Les travaux étudiant leurs effets sur la croissance des animaux, dont les volailles,
conduisent à des résultats variables. Ces différences peuvent être en partie dues aux condi-
tions d’élevage et aux types d’animaux qui varient fortement d’une étude à l’autre. Les
mécanismes d’action des PHY restent également mal connus, mais peuvent être liés à une
action sur les coccidies digestives.

Les co-produits oléicoles de l’espèce Olea europea L, var. Chemlal ont fait l’objet de
cette étude. Dotées de substances bioactives particulièrement les biophenols et ayant des
propriétés antioxydantes intéressantes (Obeid et al., 2007 ; Gonçalves et al., 2009), la
feuille et la pulpe de l’olivier prouvent l’effet anticoccidien de leur principe actif qui est
l’acide maslinique (2-α, 3-β-dihydroxiolean-12-en-28-oic acid) en réduisant 80,1 % d’oo-
cystes produites par l’espèce pathogène E.tenella chez les poussins traités par ce composé,
comparativement aux témoins non traités. Le taux de réduction est de 55,3 % et moins que
chez les sujets traités à la salinomycine sodique (De Pablos et al., 2010). Olea europea L,
est utilisée depuis des millénaires dans l’alimentation animale et humaine, non seulement
pour réduire le parasitisme chez les poussins de Gallus domesticus infectés par E.tenella,
mais aussi pour augmenter le poids des oiseaux traités. En outre, ce composé actif d’Olea
europea est montré efficace pour affecter le protozoaire Toxoplasma gondi, éventuellement
en inhibant les protéases sériques de la protéine protozoaire, un mécanisme nécessaire
pour l’entrée des tachyzoites dans le cytoplasme de la cellule hôte. Cette activité, ainsi
que les anti-inflammatoires (Aladedunye et al., 2008) et les antioxydants (Montilla et al.,
2003), peuvent être responsables des propriétés anticoccidiennes. Les feuilles et grignons
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d’olivier, biomasse produite en grande quantité dans les pays méditerranéens et en parti-
culier en Algérie, ne doit pas être considérée comme un déchet encombrant, mais comme
une richesse en raison de ses vertus qu’on doit valoriser tant sur le plan économique
qu’écologique.

Les feuilles d’olivier ont la plus grande teneur en composés bioactifs parmi les diffé-
rentes parties de l’olivier (Japon-Lujan et al., 2006) et contiennent également une grande
variété de composés phénoliques qui ont de très bonnes activités biologiques, telles que,
l’activité antioxydante (Castillo et al.,2010 ; Bulotta et al., 2011) ; antimicrobienne (Farag
et al., 2007 ; Pereira et al., 2007) ;activité anti-VIH et hypoglycémique (Konaki et al.,
2003 ; Farag et al.,2007 ; Pereira et al., 2007), effets antiprolifératifs et apoptotiques (Han
et al.,2009), effet protecteur contre la leucémie humaine (Abaza et al., 2007), activité
abaissant les lipides (Lee et Lee, 2010), propriétés nutritionnelles (protection contre le
stress oxydatif) et organoleptiques (amertume et astringence de certains aliments) (Bon-
dia -Pons et al., 2009). Parallèlement aux grignons utilisés en supplémentation animale
diététique (Gharbi et Benarif, 2011).

La valorisation des polyphenols, extraits des grignons séchés en tant que compléments
alimentaires pour l’animal, semble intéressante pour les effets bioactifs possibles sur la
qualité de la viande et le bien-être de l’animal (Dal Bosco et al., 2007 ; Branciari et al.,
2016). Les maladies d’origine parasitaire notamment les protozooses, représentent l’un
des obstacles les plus importants pour le développement de la filière avicole. Différentes
espèces affectent le tractus digestif du poulet. Les coccidies du genre Eimeria sont très
répandues.

Le parasitisme du poulet a fait l’objet de plusieurs travaux en Afrique, Europe et
en Amérique du sud à base des plantes, huiles essentielles et très rarement les déchets
agroalimentaires. C’est dans ce même ordre d’idée que nous essayons de valoriser en
mettant en évidence une probable activité anticoccidienne in-vitro des biophenols issus
des co-produits oléicoles sur la réduction des oocystes d’Eimeria spp isolés à partir des
élevages de poulet de chair infectés naturellement.

Notre travail a pour objectif général, l’estimation de la prévalence et l’identification
de la faune coccidienne gastro-intestinale chez le poulet de chair dans la wilaya de Bejaia.
L’objectif principal se base sur l’évaluation anticoccidienne des molécules bioactives issues
des extraits des co-produits oléicoles.

Les chapitres de ce travail sont consacrés respectivement à :
— Une partie bibliographique sur les généralités de la coccidiose aviaire, ses consé-

quences et moyens de lutte ainsi que les phytobiotiques d’intérêt contre cette pa-
rasitose intestinale.

— Une partie expérimentale présentera d’une part le matériel et les méthodes puis
d’autre part les résultats et discussion.

— Une conclusion et des suggestions complèteront ce travail.
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Les résultats de ces expériences ont fait l’objet de trois publications :
— Prévalence et étiologie de la coccidiose chez le poulet de chair dans la wilaya de

Bejaia, Algérie.
— Activité anticoccidienne in- vitro de l’extrait de pulpe (Olea europea L. var. Chem-

lal) contre les oocystes d’Eimeria chez le poulet de chair.
— Activité anticoccidienne in- vitro de l’extrait de feuille (Olea europea L. var. Chem-

lal contre les oocystes d’Eimeria chez le poulet de chair (soumis).
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Coccidiose intestinale du poulet de chair
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Coccidiose intestinale du poulet de chair 1.1. Coccidiose intestinale

1.1 Coccidiose intestinale

1.1.1 Définition

La coccidiose est une infection parasitaire, transmissible, d’allure contagieuse. Elle
affecte un large spectre d’hôtes : les mammifères, rongeurs, lagomorphes, amphibiens,
poissons et plusieurs oiseaux dont le poulet (Dakpogan et al., 2012),d’où la coccidiose
aviaire.

Cette parasitose chez le poulet est une pathologie digestive due à la présence et à la
pullulation dans les cellules épithéliales de la muqueuse de l’intestin grêle ou du cæcum
(Prakashbabu et al., 2017), de diverses coccidies pathogènes du genre Eimeria, générale-
ment très spécifiques (Fontaine et Cadoré, 1995 ; Mekalti, 2003) et de haute importance
économique.

La coccidiose est caractérisée cliniquement par des formes variées : les formes graves se
traduisent par des troubles digestifs (diarrhée hémorragique le plus souvent mortelle), mais
il existe également des formes subcliniques qui se traduisent par des baisses de production
dont l’incidence est plus économique que médicale (Chermette et Buisseras, 1992). Elle
est dite coccidiase lorsqu’elle ne provoque pas de manifestations cliniques apparentes de
la maladie contrairement à la coccidiose (Conway et McKenzie, 2007).

Selon la classification de l’Office International des Epizooties (O.I.E.), cette protozoose
occupe le premier rang des maladies parasitaires des volailles (Lancaster, 1983) et se ren-
contre dans le monde entier et dans tout type d’élevage avicole (Boissieu et Guerin, 2008).
Elle reste l’une des plus importantes maladies aviaires (Majaro, 1980), qui présente un
problème important à la production des animaux en générale et des volailles en particulier
(Guo et al., 2007).

1.2 Importance économique

La coccidiose du poulet est une maladie toujours d’actualité la plus importante et la
plus coûteuse en aviculture (Shirley et al., 2005 ; Abbas et al., 2012).

Dans le monde entier, cette maladie est responsable de mortalité chez le poulet de
chair (Buldgen et al., 1996), et engendre de considérables pertes économiques (Shirley et
al.,2007).

Ceci est imputable à plusieurs facteurs dont :

— Le coût du contrôle anticoccidien (médication, vaccination et équipements utilisés).
— Un retard de croissance (El Hachimi et al., 2008) et des frais supplémentaires de

médicaments (Allen et Fetterer, 2002).
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— La détérioration de la qualité des carcasses (Yvoré et al., 1972a ; Ahmedovet al.,
2006).

— Une mauvaise conversion alimentaire (Naciri et Brossier, 2009).
— La morbidité (mauvaises performances : mauvais gain de poids, indice de consom-

mation détérioré et chute de ponte).
— La prédisposition aux maladies opportunistes de caractère secondaire.
— La mortalité (Foster, 1949 ; Teeter et al., 2008 ; Zhang et al., 2013).
— La maladie entraîne une mortalité globale de 51,38 % dans l’industrie avicole mon-

diale (Cocciforum, 2007).
Des pertes économiques enregistrées dans les élevages avicoles dues à la coccidiose sont

rapportées par plusieurs auteurs à travers le monde.
— Au Royaume-Uni, des chiffres culminent à 70 millions de US$ et les pertes annuelles

s’élèvent à 38,6 millions de livres, dont 98 % sont attribuables à l’élevage de poulets
de chair, soit 4,5 % du revenu de l’industrie avicole (Williams, 1999).

— En France, L’estimation de la coccidioses est à l’origine de 17% du total des pertes
de l’aviculture, et augmentent de plus de 2% le prix de revient total de la produc-
tion avicole(Bussiéras et Chermette., 1992b).Le coût global de la coccidiose pour
l’industrie avicole est estimé à plus de 2 milliards de dollars par an (Fornace et al.,
2013).

— Aux États-Unis, les pertes économiques dues à la maladie sont d’environ 450 mil-
lions US, et 100 millions US$ supplémentaires en raison du facteur médicament
seulement (Maikai et al., 2007). Une récente estimation montre qu’aux États Unis,
les pertes annuelles dues aux coccidioses remontent à plus de 127 millions US$
(Chapman, 2009).

— En Chine, en 2013, les pertes dépassent 73 millions US$ (Zhang et al., 2013).
Le coût mondial annuel dû aux coccidioses est estimé à 800 millions de dollars. Ce

coût inclut les traitements prophylactiques dans la nourriture des volailles, la mortalité
et la morbidité (Allen et Fetterer, 2002).

Il est important de souligner qu’il est très difficile de faire une évaluation financière
exacte des pertes causées par la coccidiose chez le poulet de chair , car certaines espèces
, notamment, E.mitis et E. praecox , induisent seulement de la morbidité, la mortalité
dépendant de la sévérité de l’infection (Williams, 2002b).

1.3 Etiologie

1.3.1 Présentation des protozoaires digestifs : Coccidies

Ce sont des organismes unicellulaires, eucaryotes, à développement hétérotrophe, dont
les éléments de dissémination sont les oocystes (Williams, 1999).
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La plus grande majorité des coccidies ubiquitaires du poulet et d’autres volailles,
telles que la dinde, la caille, la perdrix, le faisan et autres, appartient au genre Eimeria
(McDougald et Steve, 2008). Selon Levine (1982), le phylum Apicomplexa comprend plus
de 5000 espèces de protozoaires parasites (Corliss, 2001), strictement intracellulaires et
est caractérisé par la présence d’un complexe apical dans le sporozoïte. La plus grande
famille de ce phylum est celle des Eimeriidae, contenant environ 1400 espèces, dont plus
de 70% appartiennent au genre Eimeria spp.

Sept espèces d’importance pathologique sont rencontrées chez le poulet : Eimeria
(acervulina, brunetti, maxima, necatrix, tenella, praecox et mitis (Ovington et al., 1995).
Les Eimeria spp. ont une très grande spécificité d’hôte (Shirley et al., 2005). Ces espèces
coccidiennes entériques sont difficiles à éviter en élevage avicole, sévissant principale-
ment sur de jeunes sujets et souvent lors d’altération de l’environnement. Toutefois, elles
peuvent affecter des sujets adultes lorsque les conditions de leur développement dans
l’organisme sont favorisées (William, 1995).

1.3.2 Le parasite : Oocyste infectieux et résistant

L’oocyste est un stade-clé dans l’épidémiologie de la maladie puisqu’il assure la dis-
sémination du parasite, sa résistance dans le milieu extérieur, et représente la source de
contamination. L’oocyste devient infectieux (sporozoïte, mérozoïte, endozoïte) dans le mi-
lieu extérieur sous forme de spore entourée d’une coque assez résistante après excrétion
et est ingéré directement par les poulets sains.

Il a une très grande résistance sur le sol surtout après deux jours de sporulation.
Par exemple, les oocystes sont toujours infectants après 14 mois (E.necatrix) voire 2 ans
(E.tenella) car ils sont protégés par l’enveloppe oocystale et la paroi des sporocystes
(Mekalti, 2003)

Cette paroi contient 4 sporocystes et chaque sporocyste contient 2 sporozoïtes, unités
infectantes du parasite, soit 8 sporozoïtes par oocyste (Fig 1) (Levine, 1963).

Ces derniers sont les éléments infestants proprement dits (Kadhim, 2014).
La résistance des oocystes à la plupart des agents chimiques et leur sensibilité à cer-

taines conditions physiques, en particulier à la chaleur sont notées par plusieurs auteurs
(Yvore et Coudert, 1972).

— En milieu humide, ils conservent leur longévité pendant plusieurs mois à des tem-
pératures comprises entre 5◦C et 25◦C ; leur survie est beaucoup plus faible en
milieu sec où ils ne résistent pas plus de 3 à 4 jours.

— La cryopréservation dans l’azote liquide permet de conserver les oocystes sporulés
pendant 3 mois, mais avec un affaiblissement de leur pouvoir pathogène. De plus,
ils sont sensibles aux alternances de congélation-décongélation (Williams et al.,
1996).
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— La chaleur tue les coccidies en 30 minutes à 60◦C, et en quelques secondes à 80◦C
(Lister et Knott, 2000). Mais, ils sont également sensibles à la dessiccation : le soleil,
qui en agissant sur l’humidité relative et par irradiation UV, détruit les oocystes
en quelques heures.

La résistance aux agents chimiques à des concentrations usuelles est prouvée par plusieurs
auteurs. Seules les substances liposolubles à faible poids moléculaire peuvent pénétrer les
oocystes et altérer leur viabilité (Mekalti, 2003).

À titre d’exemple :
— Les produits ammoniaqués à 10% (Kabay, 1996 ;Listeret Knott, 2000).
— Sulfure de carbone (Mekalti, 2003).
— Bromure de méthyle (Gordon, 1979).
— Composés phénoliques (Jang et al., 2007 ; Molan et al., 2009).
— L’ammoniac : environ 70% des oocystes de la litière sont détruits par l’ammoniac

(Itavi, 1997 ; Baltazart, 2010) et les bactéries (Williams, 1995).

Figure 1 – Schéma de la structure des oocystes matures des Eimerias du poulet
(Levine, 1963)

1.3.3 Affinité taxonomique

La classification des coccidies est encore un sujet de controverse débattu depuis plus
de 50 ans, de nombreuses classifications sont proposées mais aucune n’est validée officiel-
lement (Euzeby, 1987 ; Molinier, 2002). La position taxonomique des Eimeria spp citée
ci-dessous est décrite et confirmée par plusieurs auteurs, notamment, (Levine, 1988 ; Kreier
et al., 1987 ; Tenter et al., 2002) pour la classification de base, (Cavalier-Smith et Chao,
2004 ; Adl et al., 2005).
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1.3.4 Espèces coccidiennes : fiches, caractéristiques et identifi-
cation

On spécifie chez le poulet de chair neuf espèces décrites classiquement : Eimeria (acer-
vulina, brunetti, mitis, maxima, necatrix, praecox et tenella (McDougald et Reid, 1997 ;
Répérant et al., 2003 ;Morris et al., 2007), deux espèces : E.hagani (Levine, 1938) et
E.mivati (Edgar, 1964) sont d’une validité douteuse , souvent mentionnées dans la litté-
rature, et sont en cours de réexamination (Conway et McKenzie, 2007).

Long (1973) conclue qu’E.mivati est l’un ou l’autre, une variété d’E.acervulina ou un
mélange d’E.acervulina et E.mitis (Shirely,1986 ).

Barta et al. (1997) indiquent qu’E.mivati est étroitement relatée à E. mitis et cela peut
être basé sur l’analyse des ribosomes. Cependant, (Fitz-Coy, 2005) détermine l’identité
d’E.mivati par PCR de chacun des 13 isolats d’Eimeria obtenus des fermes aux Etats-
Unis.

Byopadhyay et al. (2006) décrivent une nouvelle espèce, Eimeria indiana, en Inde.
Parmi toutes ces espèces, E.tenella est la plus virulente (Ayaz et al., 2003). Son génome a
fait l’objet de plusieurs études et est maintenant en cours d’annotation (Naciri et Brossier,
2009).

McDougald et Fitz-Coy (2008), rapportent que les 9 espèces d’Eimeria sont considérées
toutes validées.

1.3.4.1 Fiches et caractéristiques

Les figures des oocystes matures des sept espèces d’Eimeria sont illustrées par (Cas-
tañón et al., 2007) (Fig 2) et leurs caractéristiques sont récapitulées dans le tableau (1.1).
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Figure 2 – Photomicrographies des oocystes des sept espèces d’Eimeria
(a) : maxima ; (b) : brunetti ;(c) : tenella ; (d) : necatrix ;(e) : praecox ; (f) acervulina et (g) : mitis

(Castañón et al., 2007).

Table 1.1 – Caractéristiques des espèces d’Eimeria

Eiméra P.pré
pa-
tente

Nbre
de
schi-
zontes

Nbre
de
Spo-
ro-
zoïtes

Forme Index Long Larg Délai
de
spo-
rula-
tion

Taille
max
des
schi-
zontes
µm

Auteurs

acervulna 4 jrs 4 17-30 ovoïde 1.25 17,7-
20,2

13,7-
16,3

17
hrs

10.3 Tyzzer,
1929

brunetti 120
Hrs

2-3 >100 ovoïde 1.31 20,7-
30,3,2

18,1-
24,2

18
Hrs

30.0 Levine,
1942

maxima 121
Hrs

1-2
(4 ?)

8-16 ovoïde 1.47 21,5-
42,5

16,5-
29,8

30
hrs

9.4 Tyzzer,
1929

necatrix 138
Hrs

2-3 130 obl-
ongue-
ovoïde

1.19 13,2-
22,7

11,3-
18,3

18
Hrs

65.9 Johnson,
1930

tenella 115
hrs

2-3 4-30 ovoïde 1,16 19,5-
26,0

16,5-
22,8

18
hrs

54,0 Railliet
et Lu-
cet,1981
Fan-
tham,
1909

mitis 93
hrs

4 ? 24-60 sub-
sph-
érique

1,09 11,7-
18,7

11,0-
18,0

15
hrs

15,1 Tyzzer,
1929

praecox 83
hrs

3-4 ? ovoïde 1,24 19,8-
24,7

15,7-
19,8

12
hrs

20,0
µm

Johnson
1930

P : Période ; Nbre : Nombre ; Long : Longueur ; Larg : Largeur ; Index : Long / Larg .
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1.3.4.2 Identification

L’identification des espèces Eimeria chez le poulet de chair repose sur les critères
ci-dessous (Conway et McKenzie, 2007 ; Aarthi et al., 2010) (Fig 3) :

— Segment parasité de l’intestin (localisation intestinale spécifique) (McDougald,
2003 ; Conway et McKenzie, 2007) ;

— lésions macroscopiques typiques ;
— morphologie et taille des oocystes des stades intracellulaires (ovoïde, ellipsoïde, sub

sphérique ou circulaire) (Castañón et al., 2007) ;
— biologie du parasite (comme la durée de sporulation, durée pré patente) (Naciri,

2000) ; et
— dimensions des schizontes ainsi que localisation de leur développement.

L’identification des espèces d’Eimeria spp. du poulet par morphométrie est peu spécifique
en raison du chevauchement des caractéristiques morphologiques des oocystes et des signes
cliniques des animaux atteints (Eckert et al., 1995 ; Carvalho et al., 2011).

Figure 3 – Localisation des différentes espèces pathogènes chez le poulet
(Conway et McKenzie, 2007).

Bien qu’elles soient encore nécessaires, ces méthodes sont actuellement complétées par
des procédés moléculaires, qui impliquent des tests de diagnostic basés sur l’amplification
de l’ADN (PCR) (Schwarz et al., 2009 ; Patra et al., 2010 ; Güven et al., 2013) et l’étude
des enzymes (Bussiéras et Chermette, 1992).
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Shirley (1975) est le premier à utiliser la biologie moléculaire par l’étude d’isoenzymes
des oocystes. Cette technique de MEE (Multilocus Enzyme Electrophoresis) est aujour-
d’hui largement utilisée pour la distinction des variations génétiques entre les espèces
d’Eimeria infectant les oiseaux.

Ellis et Bumstead (1990), sont parmi les premiers à démontrer que les amorces d’ARN
ribosomal (ARNr) et d’ADN ribosomal (ADNr) sont capables d’être utilisées pour une
identification individuelle d’espèces d’Eimeria spp et ce, à travers des profils caractéris-
tiques des fragments de restrictions.

Procunier et al. (1993), utilisent l’analyse de l’ADN polymorphe aléatoirement amplifié
(RAPD : Randomly amplified polymorphic DNA), pour différencier entre les deux espèces
E. acervulina et E. tenella et identifier des souches au sein de ces espèces.

Chaque espèce de coccidie sporule en un temps donné (Tab 1.2) quand les conditions
sont similaires ; cela peut être l’un des critères d’identification des différentes espèces
d’Eimeria. De plus, la vitesse de sporulation semble avoir un lien avec la taille de l’oocyste ;
plus celle-ci augmente et plus la durée de sporulation est importante (Reid et al., 1978).

Table 1.2 – Temps de sporulation des espèces d’Eimeria

Espéces Durée de sporulation
E.tenella 2 à 5 jours
E.acervulina, E.brunetti et E.hagani 1 à 2 jours
E.necatrix, E.maxima, E. praecox et E.mitis 2 jours
E.mivati 11 à 12 heures

(Reid et al.,1978)

1.3.5 Structure et forme de l’oocyste

Les oocystes sont caractérisés par une structure complexe au niveau de leur apex,
dénommée complexe apical, d’où le nom « Apicomplexa ».

L’ultra structure de ce complexe est constitué de rhoptries, d’un conoïde, de micro-
nèmes et d’un ou plusieurs anneaux polaires. L’ensemble de ces structures est impliqué
dans le processus de l’invasion des cellules hôtes (Dubremetz et Schwartzman, 1993 ;
Gaillard et al., 1991) (Annexe A).

Ainsi, les coccidies ciblent les cellules épithéliales de l’hôte après ingestion d’oocystes
sporulés contenant quatre sporocystes qui libèreront chacun deux sporozoïtes.

Les études de (Belli et al., 2006 ; Mai et al., 2009) suggérent que la structure de base de
la paroi de l’oocyste est essentiellement uniforme pour les différentes espèces de parasites
coccidiens et est de modèle bicouche. Selon (Ferguson et al., 2003), les oocystes sont
entourés d’une ou de plusieurs membranes extérieures lâches, appelées le voile extérieur
et en dessous, se trouve la paroi de l’oocyste comprenant deux couches distinctes.
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Dépourvus des organites cellulaires périphériques : pseudopodes, flagelles (sauf à cer-
tains moments de leur cycle vital) et d’organites centraux (vacuole alimentaire et pul-
satile), ces micro-organismes unicellulaires dont la structure est simple, assurent toutes
les fonctions vitales (ScholtysecK, 1973) à savoir, le métabolisme et la reproduction. La
forme de l’oocyste est en fonction de leurs stades de développement au cours du cycle
(Bouhelier, 2005) :

— La forme extracellulaire statique : l’oocyste.
— Les formes extracellulaires mobiles : sporozoïtes, mérozoïtes et microgamètes.
— Les formes intracellulaires, dans leur vacuole parasitophore : trophozoïtes, schi-

zontes, mérontes, microgamonte et macrogamonte.

1.3.5.1 Oocyste non sporulé

L’oocyste est habituellement exogène et libéré dans les excréments de l’hôte. De forme
ovoïde et de taille de 23 x 19 µm (cas d’E.tenella) (Fig 4), l’oocyste libre contient une seule
cellule globuleuse indifférenciée qui occupe presque la totalité du cytoplasme, le sporonte
(zygote) dont le noyau est presque invisible (Al-Quraishy et al., 2009).

Figure 4 – Oocyste non sporulé d’E.tenella isolé à partir des ceaca du poulet
(Al-Quraishy et al., 2009)

À des températures et humidités appropriées du milieu extérieur, l’oocyste non sporulé
devient un oocyste infectieux par division méiotique (Canning et Anwar, 1968 ; Del Cacho
et al., 2005) en quelques jours.

Les formes sporulées dont la paroi est imperméable, résistent à une variété d’agressions
environnementales et chimiques (Mai et al., 2009), peuvent survivre plusieurs mois, voir
des années dans l’environnement (Ryley, 1973 ; Wapplelman, 1976 ;Stotish et al.,1978).
La paroi de l’oocyste se compose principalement de protéines et de lipides . Des taux de
glucides de l’ordre de 1,5 % à 19% sont également signalés, ce qui est le plus souvent de
façon covalente liés aux protéines (Ryley, 1973 ; Stotish et al., 1978). Le taux de protéines
dépasse 90 % dont un groupe riche en cystéine qui se réticule par l’intermédiaire de ponts
disulfures et un autre groupe de protéines murales riche en tyrosine.
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Ces protéines, dont la taille varie de 8 à 31 kDa, peuvent fournir une matrice structu-
relle pour l’assemblage de la paroi de l’oocyste et contribuer à sa résilience.

La réduction de groupe thiol perturbe la superstructure des protéines entraînant l’ou-
verture du micropyle et donc modifie le caractère d’imperméabilité de l’oocyste sporulé
(Jolley et al., 1976). Le modèle bicouche de la paroi de l’oocyste isolée à partir des caeca
d’E. tenella (Stotish et al., 1978) se présente ainsi :

— Une couche interne de 10nm d’épaisseur, de nature lipoprotéique, résistante et
imperméable aux substances hydrosolubles.

— Une couche externe, lisse, de 90nm d’épaisseur, de nature glycoprotéique, assez
fragile. Elle est limitée par une suture linéaire, qui n’a pas été documentée jusqu’ici,
et qui semble jouer un rôle dans le processus infectieux (Mouafo et al., 2000).

Selon (Zhou et al., 2006), cette paroi oocystale est une partie importante qui fournit
une barrière pour survivre dans le milieu extérieur, elle est bien répartie de un à cinq
couches.

Les premières études rapportent qu’après l’ingestion des oocystes coccidiens, l’exposi-
tion au dioxyde de carbone déclenche l’excystation (Hammond, 1973). Il est suggéré que
le dioxyde de carbone modifie la perméabilité et la sensibilité de l’oocyste et du sporo-
cyste aux sucs digestifs, ce qui permet aux sporozoïtes de s’évader. L’oocyste non sporulé
contient une abondante réserve glucidique, formée de grains d’amylopectine, et de grains
lipidiques.

Ces substances permettent à l’oocyste d’évoluer si le milieu est favorable ou de survivre
assez longtemps dans le cas contraire (Yvoré et Coudert, 1972).

1.3.5.2 Oocyste sporulé

Les oocystes sont les formes de résistance dans le milieu extérieur. Excrétés sous forme
non infectieuse, ils sporulent sous l’effet de température, d’humidité ambiante et d’apport
d’oxygène, pour devenir infectieux afin de protéger l’ovule. Les coccidies sont des parasites
obligatoires qui ne peuvent se multiplier que dans le tube digestif des poulets. L’oocyste
sporulé d’Eimeria contient quatre sporocystes (le sporocyste étant une seconde enveloppe
de protection) contenant chacun deux sporozoïtes qui correspondent aux éléments invasifs
(Khadim, 2014) (Fig 5).

Le sporocyste peut présenter :
— Un léger renflement de sa partie apicale : c’est le corps de Stieda.
— Un globule réfringent peut être présent dans la partie apicale de l’oocyste.
— Des corps résiduels peuvent être présents dans l’oocyste et/ou dans les sporocystes.
— Des granules d’amylopectine et une vacuole lipidique.
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Figure 5 – A) :L’oocyste sporulé d’E.tenella (B) :Schéma d’un oocyste sporulé.
1 : Sporocyste ; 2 : Sporozoïtes ; 3 :Corps de Stieda ; 4 :globule réfringent 5 :Corps résiduels. D’après

http ://eimeria.chez.tiscali.fr/Coccidies%20Gallus/oocyste.html

1.3.6 Cycle et morphologie des différents stades d’Eimeria spp

Le cycle débute par l’élimination des oocystes non sporulés dans le milieu extérieur
(la litière) avec les excréments et dure 24 à 48 heures pour la plupart des espèces Eimeria
de poulet (Waldenstedt et al., 2001). Selon (Yun et al., 2000 ; Chartier et Paraud, 2012),
le cycle évolutif des coccidies du genre Eimeria est monoxène, c’est-à-dire qu’il se déroule
dans un seul hôte et s’effectue en 4-7 jours selon l’espèce chez le poulet (Fig 6).

Les Eimerias sont, également, très spécifiques vis-à-vis de l’hôte et des segments in-
testinaux (Fayer, 1982). Ils achèvent leur cycle biologique après 3 phases distinctes : la
sporogonie, la mérogonie (schizogonie), et la gamétogonie (Lillehoj et Trout, 1993). Tou-
tefois, la durée de ces phases diffère d’une espèce à l’autre (Yun et al., 2000).

Figure 6 – Cycle évolutif d’Eimeria tenella. Deux générations de mérogonie ou plus et
une seule génération de gamétogonie

(McDougald et Reid, 1997 ; Crevieu-Gabriel et Naciri, 2001 ; Trees, 2001)

22



Coccidiose intestinale du poulet de chair 1.3. Etiologie

1.3.6.1 Développement exogène : Sporogonie

La sporogonie est un phénomène strictement aérobie (Perard, 1924) par lequel, l’oo-
cyste subit une série de divisions pour former des sporozoïtes (Euzeby, 1978). Elle assure
le passage de l’oocyste non sporulé (forme non infectante) à l’oocyste sporulé (forme
infectante). Elle peut être divisée en 3 phases :

— Consommation d’oxygène : est à peu prés constante, excepté durant les dernières
heures où elle augmente sensiblement.

— Segmentation : est une période critique où l’arrêt de l’oxygénation peut entrainer
une évolution anarchique irréversible de l’oocyste.

— Respiration : diminue pour aboutir à la phase de repos qui suit la sporogonie (Yvore
et Coudert, 1972).

La sporulation débute par une première division nucléaire réductionnelle, suivie d’une
deuxième division pour former quatre cellules non différenciées : sporoblastes haploïdes
(division réductionnelle par méiose), qui changent de forme pour former des sporocystes ;
deux sporozoites se forment dans chacun des 4 sporocystes (Kadhim, 2014) et l’on obtient
alors l’oocyste sporulé infestant (Naciri, 2000) (Fig 7). L’oocyste sporulé est une forme
infectante de résistance ; sa survie dans le milieu extérieur est très longue (Losson, 1996).
Après ingestion par un hôte adéquat, il subit le processus d’excystement (la libération des
sporozoïtes).

Figure 7 – Sporulation d’Eimeria tenella
a : oocyste non sporulé ; b et c : apparaition du stade « début» ; d : stade pyramidal (Pellerdy, 1965) ;
e : fin du stade « début » ; f : stade pyramidal ; g : stade « 4 rond » ; h : stade « 4 ovale » ; i : stade

final : oocyste sporulé
(Coudert et al.,1973)
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La sporulation dure alors 2 à 3 jours sous réserve d’une humidité et oxygénation
suffisantes (Yvoré, 1992). Dans des conditions idéales, la sporulation se produit en 24-
48hs pour la plupart des espèces coccidiennes de la volaille (Edgar, 1955). Elle dépend
principalement de trois facteurs fondamentaux : la température, l’humidité et l’accès à
l’oxygène (Kheysin, 1972).

1.3.6.1.1 L’apport en oxygène : Le besoin en oxygène des oocystes pendant la
sporogonie est variable dans le temps et décroît au fur et à mesure que l’on se rapproche
du stade final (Coudert et al., 1973). La respiration est très active pendant la sporogonie
et la consommation d’oxygène est très élevée.

En effet, la sporogonie ne peut pas s’accomplir dans des conditions d’anaérobiose,
ce qui explique qu’elle ne se réalise pas dans le tube digestif (Bussieras et Chermette,
1992). Elle est inhibée dans les milieux en putréfaction et en fermentation ; la présence de
bactéries en abondance dans l’environnement empêche la sporogonie, c’est la raison pour
laquelle les antiseptiques usuels non seulement ne gênent pas la sporulation mais encore,
en détruisant les bactéries qui la favorisent.

En pratique, on provoque la sporulation des oocystes en les mettant en suspension
dans de l’eau formolée (1%) ou dans une solution de bichromate de potassium (2%), qui,
en plus de son pouvoir antiseptique, a des propriétés oxydantes (Euzeby, 1987).

1.3.6.1.2 Humidité : L’humidité relative minimale est de 30% et l’optimale à 80%
dans les parquets d’élevage intensif de la volaille. C’est à proximité des points d’abreu-
vement mal établis et laissant s’écouler de l’eau que la contamination est maximale. En
milieu sec, les oocystes n’évoluent pas et succombent rapidement (Euzeby, 1987 ; Bussieras
et Chermette, 1992). La litière du poulet est particulièrement propice (humidité, chaleur).
Les poulets, en grattant, en permettent l’aération. Une litière permanente, entassée non
aérée, est néfaste pour les oocystes (Horthon-Smith et Long, 1954).

1.3.6.1.3 Température : La température optimale de la sporulation pour la majorité
des espèces de coccidies est comprise entre 20 et 25◦C. Dans le cas d’E.tenella, elle est de
29◦C (Yvoré et Coudert, 1972).

L’oocyste sporulé est résistant aux fortes variations de température, d’humidité et à
quelques désinfectants. Cependant, la dessiccation extrême comme l’exposition directe au
soleil limite la survie des oocystes et les températures inférieures à -30 ◦C ou supérieures
à 63 ◦C sont létales (Chartier et Paraud, 2012).

Graat et al. (1994) étudient la sporulation des oocystes d’E.acervulina dans des litières
sèches et moites (légèrement humide) avec différents types de combinaisons de température
et d’humidité relative et ils constatent une légère différence dans les taux de sporulation.
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Venkateswara et al. (2013) enregistrent des durées de sporulation complète des oo-
cystes de diverses espèces en fonction des conditions climatiques à un intervalle de temps
de 6 heures comme suit : 168, 120, 216, 192, 96 et 96 hrs pour E.acervulina , E.brunetti
, E.maxima , E.mitis , E.necatrix et E. tenella, respectivement (Fig 8). La conclusion
tirée sur la base d’une comparaison avec des études antérieures, est que les conditions
climatiques humides retardent le temps de sporulation et que le temps sec et/ou humide
est la condition idéale pour une sporulation rapide.

Figure 8 – Le temps de sporulation attribué à des espèces d’Eimeria
(1) E.tenella et E. necatrix (96hs) ;(2) E.brunetti (120hs) ;(3) E.acervulina(168hs) ;(4)E.mitis

(192) et(5) E.maxima (216hs)
(Venkateswara et al., 2013).

1.3.6.2 Développement endogène

Les coccidies diffèrent des bactéries et des virus dans le caractère auto- limitatif de
développement de la maladie qu’ils provoquent (Dakpogan et al., 2012). Ce développe-
ment endogène exprimé par la libération des sporozoites infectieux des sporocystes est
l’excystation qui se déroule après ingestion de l’oocyste sporulé.

Dans le gésier, la paroi des oocystes est fragilisée par l’action mécanique pour libérer
les 4 sporocystes , et au niveau du duodénum, sous l’influence des enzymes pancréatiques
exocrines principalement, la chymotrypsine (Wang et al., 1975c) et les sels biliaires sur
le corps de Stiedai (épaississement de la paroi cellulaire des sporocystes) , ce dernier
est fragilisé en libérant les deux sporozoites (éléments invasifs) de chaque sporocyste
(Crevieu-Gabriel et Naciri, 2001) qui vont ensuite envahir les cellules de la paroi intestinale
(McDougald, 2003).
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1.3.6.2.1 A-Schizogonie (Merogonie) : Après ingestion, les sporozoites envahissent
l’épithélium intestinal et s’arrondissent pour former un trophozoïte suivi d’une division
nucléaire pour former un méronte immature (schizonte) par lequel, commence le stade mé-
rogone. Un nombre variable de mérozoïtes est produit asexuellement par fission multiple
de chaque mérozoïte.

Le schizonte de première génération mesure jusqu’à 54 µm de diamètre et peut conte-
nir jusqu’à 900 mérozoïtes de première génération. Le schizonte mature se rompt dans la
lumière des cryptes des glandes cæcales au 4éme jour après l’infection et les mérozoïtes
pénètrent d’autres cellules épithéliales pour former de jeunes schizontes de deuxième gé-
nération, colonies de la deuxième génération.

Lorsqu’un grand nombre de schizontes de deuxième génération est en cause, une hé-
morragie massive dans la lumière cæcale peut se manifester (Soulsby, 1982). Les mérozoïtes
de deuxième génération pénètrent dans les nouvelles cellules épithéliales et initient soit la
troisième génération de schizontes, soit le cycle gamétogonie, la majorité entreprenant le
cycle gamétogonique (Naciri, 2000).

Le nombre de génération de schizontes varie selon l’espèce coccidienne (Tab 1.3), car il
est déterminé génétiquement (Suls, 1999). La libération des mérozoïtes des schizontes ma-
tures entraîne la destruction des cellules parasitées et donc la détérioration de l’épithélium
conduisant aux lésions et symptômes de la coccidiose.

À la fin du processus de mérogonie, le parasite entre dans la phase gamétogonie qui
constitue la phase sexuée du cycle (Jeurissen et al., 1996 ; Conway et McKenzie, 2007).

Table 1.3 – Nombre de schizogonie des espèces d’Eimeria

Espéces Nombre de schizogonie
E. acervulina, E.necatrix,
E.mitis et E. praecox

4

E. maxima et E.tenella 2-3
E.brunetti 2 – 4

(Suls,1999)

1.3.6.2.2 Gamétogonie ou Gamégonie : Les mérozoïtes de la dernière génération
de mérogonie pénètrent dans d’autres cellules et entament le processus sexuel du cycle
endogène, c’est la phase de gamégonie (Conway et McKenzie, 2007) qui donne naissance
à un macrogamonte ; macrogamétocyte (qui donnera des macrogamètes femelles) et mi-
crogamonte (mâle).

Le microgamonte (microgamétocyte) donne naissance à plusieurs microgamètes qui,
après libération, vont féconder les macrogamètes. Il va ainsi y avoir développement d’un
oocyste qui sera libéré dans les fientes.
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Le macrogamétocyte, unicellulaire, grossit et murit en un seul macrogamète. Le mi-
crogamétocyte subit un grand nombre de divisions, produisant un grand nombre de mi-
crogamètes unicellulaires et biflagellés (3 flagelles dans certaines espèces).

Ces microgamètes sont allongés, fusiformes, s’accumulant à la périphérie du microga-
métocyte pour donner un aspect classique au microscopie électronique « le corps chevelu
». Le nombre de macrogamétocytes est toujours supérieur à celui des microgamétocytes
(McDougald et Reid, 1997 ; Yun et al., 2000).

Certains mérozoïtes deviennent des microgamontes et subissent des divisions répétées
du noyau, suivies de divisions cytoplasmiques aboutissant à la disposition des microga-
mètes à la périphérie du microgamonte. Les microgamètes sont fusiformes et se déplacent
grâce à leurs deux ou trois flagelles.

Ce cycle possède une capacité de reproduction massive pendant les phases intracel-
lulaires. Ce sont les phases réplicatives asexuées qui entraînent le plus de dommages au
niveau des tissus intestinaux, causant différents degrés de perturbations digestives, et
pouvant ainsi favoriser le développement d’autres pathogènes (McDougald, 2003).

Les mécanismes biochimiques et génétiques qui contrôlent le développement des es-
pèces du genre Eimeria à l’intérieur des cellules-hôtes sont à l’heure actuelle très mal
connus.

1.4 Pathogenecité et signes cliniques

Les coccidies exercent une action pathogène et une action immunogène (Eueby , 1987 ;
Bussiéras et Chermette, 1992b ; Yvore et al., 1972a).

1.4.1 Action pathogène

Trois phénomènes importants interviennent dans la pathogénie de la coccidiose duo-
dénale, à noter :

— La destruction de l’épithélium avec perte sérique dans la lumière intestinale ;
— les troubles de l’absorption (cause directe) ;
— sous-consommation alimentaire (cause indirecte).
Le pouvoir pathogène des coccidies (William, 2001) varie selon :
— l’espèce en cause ;
— le nombre d’oocystes ingérés ;
— la compétence immunitaire de l’oiseau hôte.
Ce pouvoir dépend en grande partie de l’importante multiplication des différents stades

du parasite à l’intérieur de l’hôte.
Les coccidies du poulet envahissent la muqueuse intestinale, occasionnant des dom-

mages aux cellules épithéliales, des inflammations et une atrophie des villosités (Pout,
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1967).
L’espèce la plus pathogène est E.tenella suivi d’E.necatrix, E.brunetti et E.acervulina

avec la mortalité des sujets affectés à dose élevée. Selon les travaux de (William, 2001), la
dose létale est de 18,200 ; 63,000 ; 16,300 oocystes pour E.brunetti, E.necatrix et E.tenella,
respectivement (Dakpogan et al., 2012). Théoriquement, un seul oocyste d’E.tenella pour-
rait produire 2 520 000 formes invasives, après la 2ème mérogonie (Levine, 1982). Chez
l’espèce E.maxima, un minimum de quatre générations de schizogonies est observé (Mc-
Donald et al., 1986). La mortalité peut atteindre 100% à partir d’une dose de 1000000
d’oocystes au niveau des espèces E.tenella et E.necatrix.

Les autres espèces de coccidies ne causent généralement pas de mortalité, mais ré-
duisent significativement les performances de croissance et de ponte avec une incidence
économique remarquable. Les premières observations sur le pouvoir pathogène d’E.acervulina
ont fait état d’excréta fluides, d’une réduction temporaire du gain de poids et de la prise
de nourriture et d’une diminution passagère de la production d’œufs. La mortalité ne
semble apparaître que dans le cas d’une infestation très importante.

— Dickinson et Scofiid (1939), obtiennent un taux de 20% de morts en inoculant 35
millions d’oocystes sporulés par animal.

— Hartwigk et Féhiberg (1966), isolent une souche particulièrement virulente qui
avec seulement 25000 oocystes provoque, chez des poulets âgés de 3 semaines, des
symptômes graves.

— Reid et Jonhson (1970), montrent que les lésions avec E acervulina sont plus dis-
crètes que celles produites par E.tenella mais elles sont bien visibles.

1.4.2 Les conséquences de la pathogenèse

Les conséquences de l’action pathogène chez l’animal sont multiples :

1.4.2.1 Lyse des cellules épithéliales parasitées

Le pouvoir pathogène des coccidies parasites s’exerce soit au stade des mérontes, soit
au stade des gamétocytes, lors de leur multiplication dans les entérocytes par action
mécanique, rupture de la membrane pour libérer les mérozoïtes. Dans les deux cas, c’est
pendant la période pré- patente du processus infectieux que la muqueuse intestinale est
lésée (Ruff et Reid, 1975). Les lésions épithéliales générées, conduisent à un défaut de
perméabilité de barrière intestinale, d’où une fuite des protéines plasmatiques et donc, à
terme, à une hypoprotéinémie.

Les conséquences de ces changements se manifestent, entre autres, par une augmenta-
tion de la perméabilité et une réduction de la vitesse d’absorption des nutriments.

Il n’est pas nécessaire de recourir à des fortes infestations pour constater une diminu-
tion du taux des protéines sanguines (Yvoré et al., 1972a).
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1.4.2.2 Interactions bactériennes

Les bactéries ont une influence sur la sévérité de la coccidiose et les coccidies favorisent
l’infection bactérienne. Des poulets, infectés par voie orale par Escherichia coli, présentent
lors d’infection par Eimeria spp.une excrétion oocystale plus importante et des scores
lésionnels plus sévères que des poulets témoins (Hegazy et al., 1999).

Inversement, la présence de coccidies influe sur le développement des bactéries et
modifie la flore : l’accumulation de tissu nécrosé et, éventuellement de sang, favorisent la
prolifération bactérienne. E.tenella augmente la multiplication de Clostridium perfringens
(Dykstra et Reid, 1978). Si Clostridium perfringens est présent au départ, il prolifèrera
tout particulièrement vers le 7ème jour de l’infection provoquant une entérite nécrotique.
La mortalité due à l’entérite nécrotique est de 53% plus importante sur des poulets inoculés
avec E.acervulina avant l’infection à Clostridium (Al-Sheikhly et Al-Saieg, 1980).

Il est aussi prouvé qu’E.tenella aggrave une infection à Salmonella typhimurium (La-
font et al., 1983) ou à Salmonella enteritidis (Qin et al.,1995).

1.4.2.3 Perturbations nutritionnelles

Cela se traduit par une diminution de l’activité enzymatique intestinale (Ruff et Fuller,
1975). L’infection induit également à une inhibition, par un phénomène toxique, de l’amy-
lase et de la lactase ainsi qu’une atrophie des villosités et une différenciation anormale
des cellules épithéliales.

Par ailleurs, l’accumulation des parasites entraîne un épaississement de l’intestin et
un ralentissement du transit intestinal, ce qui conduit à une diminution de la digestion et
de l’absorption des nutriments et des pigments caroténoïdes (Adams et al., 1996).

La diminution de l’absorption est très importante. Même en l’absence de symptômes
visibles, elle conduit à des perturbations nutritionnelles graves, avec des pertes de poids
de 3 à 5% chez les poulets de chair (Yvore et al., 1972d). La malabsorption s’installe
très tôt (4-5ème jour). Elle est plus ou moins lourde de conséquences selon le segment
intéressé, mais elle entraîne toujours une augmentation de l’indice de consommation. Le
déficit d’absorption est plus important que la baisse d’appétit.

Les modifications de l’absorption intestinale entraînées par les coccidioses sont égale-
ment étudiées par (Turk et Stephéne, 1967). Ces auteurs montrent que l’absorption du
zinc et de l’acide oléique diminue dans les mêmes proportions pendant la phase aiguë
d’une Eimeriose due à E.acervulina. Avec E.necatrix, au contraire, les modifications ne
sont pas les mêmes pour les deux substances.
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Enfin E.brunetti ne semble pas modifier l’absorption de ces corps. Le lieu de la multi-
plication parasitaire aurait donc une importance, ce qui est prévisible. À ces troubles de
l’absorption, s’ajoutent des modifications de la perméabilité intestinale.

Pout,(1967), constate une atrophie des villosités intestinales due à la coccidiose.
Il semble donc que, par les travaux de (Yvoré et al., 1972) , le pouvoir pathogène

d’E.acervulina soit au moins la résultante de deux actions :
— Directe, par modification de la structure et de l’activité intestinale entraînant des

troubles de l’absorption, et perméabilité.
— indirecte, par sous-consommation d’aliment et d’eau.

1.4.2.4 Action toxique

Les coccidies exercent une action toxique locale déterminant de la nécrose et aggravant
les hémorragies (Freeman, 1970 ; Euzeby, 1987).

Le phénomène de coagulation intra-vasculaire disséminée est également observé (Bus-
siéras et Chermette, 1992b). L’activité toxique est aussi liée à la libération d’une toxine,
un polysaccharide appelé pro glycogène qui entraîne la perturbation du métabolisme des
glucides. Ceci entraîne une perturbation du fonctionnement musculaire avec une asthénie
musculaire intéressant non seulement les muscles locomoteurs mais également les muscles
lisses du tube digestif, d’où la flaccidité intestinale signalée (Euzeby, 1987).

1.4.3 Action immunogène

L’infection par les Eimerias induit une immunité protectrice caractérisée par : une
immunité de longue durée et une spécificité par apport à l’espèce en cause. Son degré
dépend de l’espèce parasitaire. Ainsi, chez les poulets par exemple, l’immunité contre
E.tenella ne confère pas une résistance contre E.maxima (McDougald, 2003).

Une fois installée, cette immunité se traduit par une diminution ou suppression des
troubles, et une diminution (le plus souvent) ou suppression de la production d’oocystes.
Sa persistance est limitée dans le temps, en l’absence de réinfestation pour l’entretenir
(Bussiéras et Chermette, 1992b).

Des travaux en infection expérimentale montrent que l’immunité est totalement ac-
quise et installée après trois contacts avec toutes les espèces de coccidies du poulet et
même parfois en un cycle avec certaines espèces comme E. maxima, le cycle durant une
semaine et l’immunité 3 semaines (Bostvironnois et Zadjian, 2011).

L’immunité est plus solide et durable lorsqu’elle est consécutive à des infections re-
nouvelées que lorsqu’elle fait suite à une infection unique. Cela est confirmé par l’étude de
(Palo, 1987) qui montre que les lots inoculés avec 25 000 oocystes uniquement au jour 1 de
l’expérience montrent un taux de mortalité plus élevé (28,8%) que celui des lots inoculés
avec 80 000 oocystes uniquement au jour 13 (5,6 %).
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Dans la quasi- totalité des cas de coccidiose, les jeunes sujets sont plus sensibles et
manifestent souvent des signes cliniques de la maladie, tandis que les poulets âgés sont
relativement résistants (Lillehoj, 1998). Malgré d’innombrables travaux, le mécanisme
exact de cette immunité reste mal connu.

1.5 Etude clinique et lésions

Les signes et les lésions des espèces coccidiennes les plus pathogènes du poulet sont
récapitulés dans le tableau anatomoclinique (Tab 1.4).

Table 1.4 – Signes et lésions des espèces coccidiennes les plus pathogènes du poulet

Espèces Sites Lésions macrosco-
piques

MPP TMS Signes

E. brunetti Partie posté-
rieure de l’in-
testin

Coagulations né-
crotiques, entérite
mucoïde et hémorra-
gique

120 18 Diarrhée san-
guinolente

E. necatrix Intestin Ballonnement, spots
blanchâtres, hémor-
ragie pétéchiale,
exsudation mucoïde
et sanguinolente

138 18 Déshydrations

E. tenella Caeca Hémorragie dans la
lumière, muqueuse
épaisse et blanchâtre,
noyaux de sang
coagulé

115 18 Anémie

E.acervilina Partie posté-
rieure de l’in-
testin

Lésions rondes et
blanchâtre (Infection
légère), plaies coa-
lescentes membrane
intestinale épaisse
(infection lourde)

97 17 Réduction de
Croissance

E. maxima Intestin Membrane intestinale
épaisse, exsudation
mucoïde, hémorragie
pétéchiale

121 30 Consommation
faible d’ali-
ment et d’eau

TMS : Temps minimal de sporulation , PPM : Période pré patente minimale. Source : Modifié de
(McDougald, 2003).

1.5.1 Symptômes

Suivant les espèces de coccidies en cause, la localisation des lésions, l’âge des sujets,
et le mode d’élevage, on peut distinguer deux types de coccidiose :
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1.5.1.1 Coccidiose caecale : Lésions du caecum

Causée par des espèces coccidiennes très pathogènes : E.tenella, E.necatrix, E.brunetti
et présentes en absence ou lors d’inefficacité des anticoccidiens, les signes cliniques expri-
més lors de l’atteinte par ces espèces sont plus marqués :

— Effets nutritionnels traduits par de mauvaises performances,
— diarrhée hémorragique,
— atteinte de l’état général,
— déshydratation et une importante mortalité.
La perte sanguinolente est estimée entre 7 à 10% du poids vif (Yvoré, 1986).
Due principalement à E.tenella, cette forme atteint les poulets jusqu’à l’âge de 2 à 3

semaines (Villate, 2001). En effet, 90% des animaux peuvent succomber à la suite d’une
coccidiose due à E.tenella (Buldgen et al., 1996). L’importante hémorragie dans les caeca
est un signe pathognomonique de l’infection par E.tenella, en raison de la vaste destruction
de la muqueuse (Witlock et al., 1975).

1.5.1.2 Coccidiose subclinique : Lésions de l’intestin grêle

De nombreuses coccidies ont un tropisme pour l’intestin grêle. Selon les coccidies en
cause et l’importance des infections contractées, des formes de coccidioses intestinales sont
exprimées sachant que la pathogenecité de ces parasites est très inégale (Mekalti, 2003) :
Dues essentiellement à : E.acervulina et E.maxima et sont présentes chez les oiseaux ne
recevant pas de coccidiostatiques ou lors de chimiorésistance, la manifestation clinique est
souvent légère, caractérisée par :

— Une diminution de l’ingéré alimentaire ;
— un mauvais indice de consommation ;
— diarrhée et une sous pigmentation de la peau (lors de l’atteinte par E.maxima ;

score +4) (Conway et McKenzie, 2007) et occasionnellement de la mortalité (Yvoré,
1986).

Cette forme de coccidiose appelée coccidiose zootechnique, est asymptomatique, mais
de grande importance économique, car elle entraîne la diminution du taux de conversion
alimentaire et un mauvais aspect des carcasses (décoloration) (Bussieras et Chermette,
1992).

Les conséquences du développement parasitaire induites :
— Une perturbation de la fonction digestive qui se traduit par un ralentissement du

transit et des troubles de l’absorption (Yvoré, 1986).
— Hyporexie occasionnelle, de l’amaigrissement, une hypopigmentation, une diminu-

tion de la ponte mais dans la plupart des cas, seul l’indice de productivité est
diminué.
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— Baisse des performances de productivité (avec augmentation de l’indice de conver-
sion).

— Effets nutritionnels sévères et ce, à travers différents stades du processus alimentaire
(ingestion, digestion, absorption, transport par le sang, stockage, mobilisation et
métabolisme (synthèse protéique) (Ruff, 1986).

1.5.2 Lésions

Les lésions sont en fonction du pouvoir pathogène des espèces coccidiennes en cause.
Les aspects lésionnels macroscopiques et microscopiques manifestés par les espèces cocci-
diennes les plus dominantes, sont mentionnées ci-après :

a) Cas de l’espèce tenella (forme cæcale) :
Anciennement appelée Coccidium tenellum ou Coccidium perforum, c’est en 1981
que les zoologistes français, Railliet et Lucet, donnent son nom à E.tenella. C’est
l’une des espèces d’Eimeria les plus virulentes et la première dont le génome est
séquencé et partiellement annoté (Reid et al., 2010).
Macroscopiquement, lors d’une infection par E. tenella, on note :
— Avant le 4éme jour post-inoculation, de petits foyers d’érosion de l’épithélium

caecal sont observés lors de schizontes matures de la 1ére génération.
— Au 4éme jour post-inoculation (seconde génération de schizontes matures), des

hémorragies peuvent être constatées, les caeca deviennent distendus avec un
contenu constitué de sang coagulé et de très petites pièces tissulaires (de la
muqueuse caecale décollée).

— Du 6éme au 7éme jour post-infection, le contenu caecal devient dur et sec éven-
tuellement mêlé aux fèces.

— Au 10éme jour post-inoculation, la régénération des tissus détruits est rapide,
pouvant être complète.

Les lésions peuvent être observées à partir de la surface séreuse, sous forme de
pétéchies ou de petits foyers noirs se coalesçant lors des infections lourdes. La paroi
caecale est souvent épaisse à cause de l’œdème inflammatoire et de l’infiltration
des tissus.
Microscopiquement, les schizontes de 1ère génération, atteignant la maturité sont
largement éparpillées entre le 2ème − 3ème jour post-infection.
— De petits foyers hémorragiques et nécrotiques peuvent apparaitre, à côté des

vaisseaux sanguins, de la circulation interne des muscles de la paroi musculaire.
— L’infiltration de la sous-muqueuse par les hétérophiles s’enclenche rapidement

lorsque les schizontes de seconde génération se développent dans la lamina pro-
pria.
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— La maturité des schizontes de seconde génération est le stade correspondant
aux plus grands dommages tissulaires, notant : saignement, perturbations des
glandes caecales et destruction de la muqueuse et de la paroi musculaire (Mc-
Dougald et Reid, 1997).

Histologiquement, on note une infiltration lymphoïde de la muqueuse (Euzeby,
1978). Au début du processus, on note une hypertrophie des cellules parasitées par
les schizontes I puis la destruction des cellules infectées par les schizontes II, qui
peuvent mesurer jusqu’à 60µm, avec pertes de substance et nécrose de la paroi des
capillaires .

b) Cas de l’espèce acervulina (forme subclinique) :
Macroscopiquement, la paroi de la partie intestinale atteinte (duodénum) manifeste
un épaississement, tandis que la muqueuse se trouve recouverte par un exsudat
catarrhal blanchâtre. Les hémorragies sont très rares, exception faite des infections
lourdes.
Microscopiquement, les villosités sont hypertrophiées du fait de l’importante in-
filtration cellulaire de la lamina propria, les cellules épithéliales des villosités sont
distordues manifestant une perte de la polarité nucléaire à l’intérieur de la cellule
(Fernando et McCraw, 1973).
L’examen histologique du duodénum, laisse apparaitre également : des gaméto-
cytes ovoïdes et de l’atrophie des villosités, celle-ci précédée par une hyperplasie
transitoire des cellules des cryptes (McDougald et Reid, 1997 ; Barker, 1993).
Selon le degré des lésions macroscopiques, on peut définir une échelle du score
lésionnel (Johnson et Reid, 1970) (Tab 1.5).

Table 1.5 – Echelle de Johnson et Reid, (1970).

Notes Scores lésionnels
0 Absence de lésions
+1 Lésions discrètes et peu nombreuses
+2 Lésions modérées avec la présence d’un contenu intestinal aqueux
+3 Lésions étendues avec œdème de la paroi intestinale
+4 Lésions inflammatoires sévères avec tendance hémorragique.

Il est à noter que chaque espèce d’Eimeria spp. du poulet possède son propre barème
lésionnel (Holdsworth et al., 2004) et ce, par rapport à la région intestinale inspectée) et
la sévérité des lésions :

1) Duodénum et la partie haute du jéjunum (E. acervulina) ;

2) L’intestin moyen (autour du diverticule de Meckel) (E. maxima et E. necatrix) ;

3) L’iléon et le rectum (E. brunetti) ;

4) Les caeca (E. tenella) (Annexe B).
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1.6 Diagnostic

Le diagnostic de la coccidiose est basé sur l’examen clinique (ante-mortem) et nécro-
sique (post-mortem).

1.6.1 Examen clinique

Le diagnostic clinique de la coccidiose est facile et est basé sur l’observation des signes
cliniques. Il peut se confirmer aisément à l’examen coprologique (Belot et Pangui, 1986).
Les formes aigues de coccidiose sont de plus en plus rares actuellement. En effet, le diag-
nostic clinique est difficile dans les autres formes de coccidiose (Bussieras et Chermeite,
1992).

1.6.2 Examen nécrosique

Cet examen a pour but de rechercher les lésions de coccidiose sur des prélèvements
(fragments d’intestin et de cæcum) par microscopie afin de détecter les oocystes ou
d’autres formes intermédiaires (schizontes, gamétocystes. . . ) (Adewole, 2012). En fonc-
tion de ces examens, les scores lésionnels enregistrés peuvent faire l’objet d’une classifi-
cation selon la technique de (Johnson et Reid, 1970) qui permet d’apprécier la gravité de
la maladie. Cependant, il faut signaler que le diagnostic précis de la coccidiose est très
difficile (McDougald et Reid, 1991).

1.7 Spécificité du parasite

1.7.1 Parasite- hôte

Chez le poulet, cette spécificité peut être utilisée comme un moyen de diagnose entre les
espèces d’Eimeria spp. (Johnson et Reid, 1970). Cependant, elle est plus ou moins, stricte
en fonction de l’espèce parasitaire et des conditions d’inoculation (McDougald et Reid,
1997). Les mécanismes responsables de la spécificité de l’hôte sont mal connus. Toutefois
des auteurs font valoir l’intervention de plusieurs facteurs, notamment, les facteurs géné-
tiques (Mayberry et al.,1982 ; Mathis et Mcdougald, 1987), nutritionnels, biochimiques et
immunologiques (Smith et Lee,1986 ;Yun et al., 2000).

1.7.2 Spécificité tissulaire et cellulaire

Les Eimeria possèdent une forte spécificité cellulaire. La majorité des espèces se dé-
veloppe dans les cellules épithéliales d’origine endodermale de l’intestin, mais également,
dans les canaux biliaires, du rein ou du poumon (McCully et al., 1967).
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Ainsi, chez le poulet, E. brunetti et E. praecox se développent dans les entérocytes
du sommet des villosités intestinales (Fernando et al., 1973) alors que les autres espèces
se développent dans les entérocytes des cryptes (Pattillo, 1959 ; Doran, 1966). Les diffé-
rentes étapes du cycle peuvent se dérouler dans des types cellulaires différents. Le tropisme
spécifique vers les tissus et les cellules ciblés est démontré expérimentalement, par des ino-
culations parentérales des différentes formes parasitaires : oocystes sporulés, sporozoïtes
et mérozoïtes. L’inoculation intramusculaire (IM), intra-péritonéale (IP) et intraveineuse
(IV) d’E. nieschulzi chez le rat (Lander, 1960) ou l’injection sous-cutanée (SC), IM, IP
ou IV d’E. acervulina, E. maxima, E. necatrix et E. tenella chez le poulet (Davies et
Joyner, 1962 ; Sharma, 1964) aboutissent au développement du parasite au niveau de son
site spécifique intestinal ou cæcal.

E.acervulina :
Touchant fréquemment la muqueuse duodénale, toutefois, lors des infections lourdes, l’in-
fection peut atteindre les parties basses du jéjunum et touche même l’iléon ou le bas
intestin (Conaway et McKenzi, 2007).

E.brunetti :
Parasite du bas intestin (iléon, colon), s’étendant plus bas vers le gros intestin (entre les
caeca et le rectum). Les stades précoces envahissent le plus fréquemment l’intestin moyen
(Conaway et McKenzie, 2007).

E.maxima :
Espèce infectant l’intestin moyen de part et d’autre du diverticule de Meckel. Lors des
infections sévères, les lésions peuvent s’étendre de la portion haute du duodénum jusqu’à
la jonction iléo-caecal (Conaway et McKenzie, 2007).

E.mitis :
Cette coccidie envahit la partie basse de l’intestin grêle, allant du diverticule de Meckel
jusqu’à l’entrée des caeca (McDougald et Reid, 1997).

E.mivati :
La zone parasitée par cette espèce peut s’étendre du duodénum jusqu’aux ceaca et cloaque
(McDougald et Reid, 1997).

E.necatrix :
Espèce infectant l’intestin grêle, ciblant approximativement, les mêmes zones envahies par
E.maxima (intestin moyen de part et d’autre du diverticule de Meckel) (McDougald et
Reid, 1997).

E. praecox :
Elle parasite le duodénum, espèce apathogène ne produisant pas de lésion macroscopique
(McDougald et Reid, 1997 ; Long et Reid, 1982 ; Conaway et McKenzie, 2007).
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E.tenella :
Agent causal de la coccidiose caecale envahissant les deux caecums ; lors des infections
lourdes, les lésions peuvent s’étendre au-dessus et au-dessous du sphincter iléo-caeco-
colonique (Johnson et Reid, 1970).

1.8 Mode d’infestation

La contamination par les oocystes d’Eimeria est généralement faible au cours des deux
à trois premières semaines, augmente rapidement pour atteindre un pic entre la quatrième
et sixième semaine, et diminue ensuite vers la septième à la huitième semaine (Conway et
McKenzie, 2007).

1.8.1 Facteurs favorisants

1.8.1.1 Extrinsèques

Plusieurs facteurs peuvent favoriser l’apparition ou la sévérité de la coccidiose dans
un élevage :

— Le non-respect des normes d’élevage au sens large (bâtiments, dimensions, type de
matériel, etc. . . ;

— l’absence d’hygiène, mauvaise désinfection ;
— le manque de ventilation favorise la sporogenèse ;
— très forte densité des poulets ;
— la promiscuité des jeunes poussins avec des sujets plus âgés et porteurs ; et
— le déplacement anarchique des hommes visiteurs ou personnel de fermes allant d’un

élevage à un autre véhiculant litières souillées sous leurs chaussures.

1.8.1.2 Intrinsèques :

1.8.1.2.1 Âge : La coccidiose affecte très sévèrement les poussins dans les premiers
jours de vie de façon aiguë (surtout la frange d’âge de 10 à 30 jours). Par contre, les sujets
plus âgés manifestent plutôt une coccidiose subclinique car ayant été déjà en contact avec
les coccidies, ont développé une certaine immunité.

1.8.1.2.2 Etat de santé : Les maladies intercurrentes comme : Gumboro qui aggrave
l’infection coccidienne ; la maladie de Marek qui rompt l’immunité acquise et l’intoxication
par l’aflatoxine aggrave les perturbations nutritionnelles déterminées par la coccidiose.

1.8.1.2.3 Alimentation : Le déséquilibre nutritionnel favorise le stress en déclinant
la résistance organique des sujets affectés. La carence en vitamine A élève la réceptivité
et la sensibilité tandis que l’administration de cette dernière aide à la guérison.
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La vitamine B stimule le développement de certaines espèces d’Eimeria (Warren et
Ball, 1963). Par exemple, lors d’une infection par E.tenella, la vitamine B entraîne une
augmentation de l’excrétion d’oocystes et de la mortalité (Sherkov, 1976). Ceci s’explique
par les besoins en vitamine B des coccidies pour les différentes phases de leur dévelop-
pement. La carence en cette vitamine pourra constituer un frein à la prolifération des
coccidies.

La carence en vitamine K, par contre aggrave la coccidiose hémorragique à E.tenella
tandis que son apport a un effet bénéfique dans la lutte contre la coccidiose. Un aliment
riche en protéines, favorise le développement des coccidies. L’excès protidique élève la
réceptivité en favorisant la sécrétion de trypsine nécessaire à l’ouverture des oocystes
sporulés (Euzeby, 1987).

Afin de lutter contre la coccidiose, la chimio prophylaxie est basée sur l’utilisation de
médicaments et de vaccins anticoccidiens (Williams, 1999) et la phytothérapie à base de
plantes à travers le monde (Tipu et al., 2006 ; Christaki et al., 2012).
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Traitements anticoccidiens et moyens de lutte 2.1. Prophylaxie médicale

La lutte contre la coccidiose est basée sur la prévention médicamenteuse ou vaccinale et
le traitement à la suite d’un diagnostic. Bonne gestion et l’hygiène de la litière, l’utilisation
des anticoccidiens dans la ration alimentaire des oiseaux et l’utilisation des vaccins sont
les mesures de biosécurité mises en place pour la prévention de la coccidiose.

2.1 Prophylaxie médicale

Elle recourt à deux méthodes : la vaccination et la chimio prévention». Les interven-
tions sont effectuées systématiquement à des périodes déterminées de l’animal (Buldgen,
1996 ; Mafwilla, 2002).

2.1.1 Vaccination

Les vaccins sont une alternative aux traitements chimiques. Du fait des résistances ap-
parues contre les anticoccidiens, les vaccins se présentent comme étant l’avenir de la pro-
phylaxie anticoccidienne. Les variations de situations épizootiques d’une région à l’autre
nécessitent des programmes de vaccination adaptée (Surdeau et Henaff, 1979). Les vac-
cins anticoccidiens les plus commercialisés, à travers le monde, contiennent des oocystes
vivants atténués ou virulents, de souches de coccidies (Shirley et al., 2007).

2.1.1.1 Vaccins tolérants

Les vaccins tolérants aux ionophores ont pour avantage majeur de permettre l’utilisa-
tion des ionophores pendant les 3 à 4 premières semaines post vaccinales où l’immunité
n’est pas encore complète et l’oiseau demeure toujours vulnérable (Chapman et al., 2005).
Ils peuvent également altérer le niveau de résistance d’une certaine population de coccidies
(Mathis, 2003 ; Chapman et al., 2004 ; Peek et Landman, 2006). Les anticoccidiens limitent
la pression des infections coccidiennes du milieu pendant la période de développement de
l’immunité (Vermeulen et al., 2001).

2.1.1.2 Vaccins sensibles

Plusieurs molécules des Apicomplexa (Micronèmes) prouvent leur utilité prophylac-
tique contre les coccidies (Tewari et al., 2010). Des protéines micronèmes d’E.tenella
comme antigène démontrent un effet stimulateur d’immunité considérable (Du et Wang,
2005). Des protéines associées au stage sexuel du cycle d’ E.maxima interviennent dans
la protection immunitaire des sujets expérimentalement infectés (Lee et al., 2009). Ces
protéines gamétocytaires induisent une immunité intestinale protective qui déprime la pro-
duction d’oocystes et réduit les lésions intestinales avec l’amélioration des performances
de croissance.
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2.1.2 Chimio- prévention

Elle se fait par l’incorporation des substances médicamenteuses dans l’aliment et l’eau
de boisson, antibiotiques, anticoccidiens, vitamines, Hépato- protecteurs afin d’aider la
croissance et de prévenir l’appariation d’éventuelles pathologies (Surdeau et Henaff, 1979).
Il est à noter que l’utilisation des anticoccidiens est réglementée. Pour les poulets de chair,
l’administration doit être interrompue 4 jours au moins avant l’abattage. Mais l’émergence
de résistance aux anticoccidiens semble limitée son intérêt.

Pour limiter les phénomènes de résistance, des programmes d’alternance d’anticocci-
diens (Chapman et al., 2002- 2010) sont mis en application :

A- Le shuttle program ou programma navette :

Consiste à utiliser deux anticoccidiens pour une même bande. Un ionophore dans l’aliment
démarrage et anticoccidien de synthèse dans l’aliment croissance.

B- La rotation (witching) :

Consiste à changer d’anticoccidiens après quelques bandes. Cependant, la chimio-prévention
demeure une méthode de lutte efficace et la plus économique contre la coccidiose (Naciri
et Nouzilly, 2001).

2.1.2.1 Anticoccidiens

Les anticoccidiens ne sont pas des médicaments mais des additifs alimentaires. Le
traitement est basé sur deux groupes actifs :

A- Les coccidiocides :

Substances qui détruisent les coccidies pendant leur développement (Diclazuril, Toltra-
zuril, Dinitolmide et ionophores) (Manger, 1991 ; Fowler, 1995). Les sulfamides sont les
plus utilisés, soit seuls, soit associés à d’autres médicaments tels que l’amprolium et les
pyrimidines (Saville, 1999). Ils sont utilisés, de préférence, dans l’eau de boisson mais ils
peuvent aussi être ajoutés dans l’aliment.

Bien que le traitement soit efficace, des cas de résistance et de toxicité sont souvent
observés (Peek et al., 2003 ; Abbas et al., 2011a).

B- Les coccidiostatiques :

Substances chimiques qui stoppent ou inhibent la croissance des coccidies tout en per-
mettant une infection latente après retrait des médicaments. Il en existe de deux sortes :
les produits de synthèse qui agissent sur le métabolisme du parasite et antibiotiques
ionophores appelés encore les polyéthers carboxyliques, dérivés de la fermentation micro-
bienne, qui altèrent le transport d’ions à travers la membrane du parasite, perturbant la
balance osmotique (Naciri et Brossier, 2009).

Seuls diclazuril et sulfaquinoxaline de sodium sont abordés vu qu’ils sont utilisés dans
cette étude.
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Diclazuril De formule chimique :
2, 6-dichloro-α-(4-chlorophenyl)-4-(4, 5-dihydro-3, 5-dioxo-1,2,4-triazin-2(3H)-yl) ben-

zeneacetonitrile ; (p-chlorophenyl)[2,6-dichloro-4-(4,5-dihydro-3,5-dioxo-as-triazin-2(3H)
-yl)phenyl] acetonitrile (Fig 9),cette molécule de la famille des triazinones, n’a pas d’ac-
tivité antibactérienne.

Seule une activité antifongique vis-à-vis de certains champignons, Candida albicans et
Trichophyton mentagrophytes, est prouvée. Les différents avis concluent à l’absence de
risques de résistances croisées (Afssa 2007). L’effet ultime du Diclazuril, quelle que soit
l’espèce coccidienne, est l’interruption du cycle biologique et la destruction du parasite.

Sulfaquinoxaline De formule chimique :
4-amino-N-2-quinoxalinylbenzenesulfonamide ;N1-(2-quinoxalinyl) (Fig 10), cette sub-

stance possède un large spectre d’activité antibactérienne (germes Gram + et Gram -) et
anticoccidienne (anti protozoaire) (Donal et al., 2014). Le principe actif : sulfadimidine
est un sulfamide à action rapide dans l’organisme. Il a une action uniquement bactério-
statique, bloquant l’utilisation de l’acide folique par les bactéries.

La sulfaquinoxaline présente une activité plus particulièrement orientée vers les cocci-
dies. Il y a des travaux (Conaway et McKenzie, 2007) qui rapportent que l’alimentation
qui contient 125 ppm de SFQ est très efficace dans la prévention de la coccidiose intesti-
nale et coccidiose cécale acquises naturellement (principalement E.tenella et E.necatrix)
chez des poulets de chair. L’action de la sulfaméthazine contre E.tenella est dirigée contre
les schizontes de deuxième génération en inhibant la division nucléaire et l’activité de la
formation de mérozoïtes.

Actuellement, la réglementation internationale interdit l’usage d’un grand nombre de
produits chimio-thérapeutiques pour des raisons de risque de toxicité pour le consomma-
teur ou pour l’environnement (Kosal et Anderson, 2004)(Annexe C).

Figure 9 – Structure du diclazuril Figure 10 – Structure du
sulfaquinoxaline
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2.1.2.2 Mode d’action des anticoccidiens

Les coccidies sont sujettes à l’attaque des médicaments à des stages variés de leur
développement, à l’intérieur de l’hôte. Des médicaments de principes actifs totalement
différents peuvent agir sur la même étape de développement du parasite (Fig 11).

Selon (Jeffers, 1975), l’Amprolium rivalise avec l’absorption de la thiamine par le pa-
rasite, tandis que les Quinolones et les Clodipoles arrêtent les parasites par l’inhibition du
métabolisme d’énergie dans le cytoplasme. D’autres principes actifs comme les Ionophores
tuent les sporozoïtes. Ces derniers dans la lumière intestinale, présentent un gonflement
considérable, de larges vacuoles ainsi que des trous à la surface qui laissent suggérer des
dommages osmotiques létaux. Le processus de destruction continue avec les nouvelles
trophozoïtes.

Les Nicarbazines, Robénidines et les Zoalenes détruisent les schizontes de première et
deuxième génération et les Sulfonamides avec les médicaments dérivés font de la compéti-
tion pour l’incorporation de l’acide folique. Ils agissent sur les schizontes en développement
et les phases de divisions sexuées.

Les Diclarzuriles agissent sur la première schizogonie avec E.tenella mais sur la der-
nière schizogonie avec E.acervulina et sur les macrogamètes en maturité chez E.maxima
(Chapman, 1999).

L’anticoccidien détruit sélectivement les sporozoïtes intracellulaires tandis qu’il laisse
relativement intacte la cellule hôte (Chapman, 1993). Il est démontré que les anticoccidiens
ont un effet sur la seconde génération de mérozoïtes mais pas sur le développement des
gamètes.

Figure 11 – Représentation schématique des stades d’action des anticoccidiens
d’après un dessin de (Bichet, 2003) et des données de (Fowler, 1995).
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2.1.2.3 Toxicité des anticoccidiens

Bien que les anticoccidiens soient efficaces contre la coccidiose, les ionophores ne sont
pas sans danger pour la volaille. À des doses supérieures à celles recommandées par les
fabricants, ils entraînent des intoxications importantes. Le plus souvent, ces intoxications
apparaissent suite à des erreurs lors de leur administration (Zouzoua, 1990). La toxicité
du "monensin" est plus fréquemment signalée, car il est le plus ancien et le plus utilisé
chez la volaille. Ainsi, son utilisation, à des doses croissantes, entraîne des problèmes
d’anorexie, de diarrhée, d’amaigrissement et de faiblesse musculaire. Cette toxicité se
présente également sous forme d’une congestion généralisée des viscères et d’une atteinte
cardiaque.

2.2 Chimiorésistance

Bien que la chimio prévention des coccidioses représente incontestablement un suc-
cès en matière de prophylaxie, les anticoccidiens n’éradiquent pas pour autant le risque
parasitaire et les échecs restent assez fréquents.

Le développement d’une résistance aux anticoccidiens est depuis longtemps reconnu
comme l’un des principaux facteurs ayant contribué à la diminution de l’efficacité de
certains médicaments anticoccidiens utilisés dans la production commerciale de volaille.

L’utilisation intensive des médicaments anticoccidiens dans l’alimentation des ani-
maux conduit à une large diffusion de la résistance à la propagation dans les principales
régions productrices de poulets de chair du monde (Mathis et McDougald, 1984 ; Chap-
man, 1984a ; Chapman et Hacker, 1994 ; Mathis, 1999).

L’apparition dans les élevages de souches résistantes est plus ou moins rapide suivant
la substance considérée. Plusieurs moyens sont étudiés pour pallier la chimiorésistance :

— Augmentation de la posologie (élévation de la teneur d’un aliment en anticocci-
dien) ;

— utilisation alternée des médicaments ; et
— association de plusieurs substances actives, et interruption de l’administration du

médicament à l’encontre duquel, la résistance s’est installée.

2.3 Phytothérapie, alternative anticoccidienne

Depuis 60 ans, l’utilisation de produits chimiques anticoccidiens : coccidiocides, coc-
cidiostats et ionophores dans l’alimentation de poulet, comme une stratégie ordinaire
pour contrôler la coccidiose aviaire dans la production avicole moderne (Chapman et al.,
2010 ;Blake et Tomley , 2014).
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Bien que cette stratégie soit rentable et réussie, le principal problème associé à leur
réaction inefficace est le développement de la résistance des espèces d’Eimeria à tous les
produits synthétiques disponibles (Abbas, 2011a ; Abbas et al., 2012 ; Alnassan et al.,
2015).

De plus, les médicaments anticoccidiens contenus dans la viande de poulet à chair
peuvent être des agents potentiellement toxiques pour la santé des consommateurs et
pour l’environnement (Ogbe et al., 2008 ; Nogueira et al., 2009). En raison du coût élevé
des nouveaux médicaments ou de vaccins, le développement des résistances aux anticoc-
cidiens, et leurs problèmes des résidus dans les carcasses d’animaux traités, les travaux
sur la phytothérapie anticoccidienne attirent de plus en plus l’attention des chercheurs
à travers le monde (Tipu et al., 2006 ; Christaki et al., 2012). Cette situation encourage
l’utilisation de remèdes à base de plantes médicinales, phytocomposés, huiles essentielles
, etc. . . dans l’alimentation des volailles en raison de leurs effets anticoccidiens qui ,par
conséquent, stimulent le système immunitaire et améliorent les performances de croissance
des animaux (Abbas et al., 2010). Dans certains pays, des complexes à base de plantes,
tels que : Apacox®, Natustat® et Zycox® sont utilisés (Abbas et al., 2012).

De nombreux composés d’origine végétale semblent doués d’activités anticoccidiennes
contre les espèces Eimeria affectant la volaille (Alfaro et al., 2007 ; Naidoo et al., 2008,
Muthamilselvan et al., 2016, Udo et al., 2018).

Parmi les alternatives naturelles, l’espèce Olea europea semble douée d’une activité
anticoccidienne par les travaux de (De Pablos et al., 2010).
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Dans cette partie, seuls les phytobiotiques dont l’intérêt lié à leurs activités biologiques
dans le régime alimentaire de la volaille, sont abordés. Quelques connaissances scientifiques
décrites en termes d’antioxydants sont nécessaires pour pouvoir discuter l’évaluation an-
ticoccidienne des polyphenols extraits des co-produits oléicoles.

3.1 Généralités

Généralement, les phytobiotiques (phylogéniques) sont définis comme étant des parties
de plantes ou leurs extraits incorporés à l’alimentation des animaux de rente afin d’amé-
liorer la productivité de l’élevage par l’amélioration de l’activité digestive des enzymes,
l’absorption des nutriments, des performances de croissance et l’élimination de pathogènes
résidants dans le tube digestif des animaux (Balunas et Kinghorn , 2005 ; Athanasiadou
et al., 2007) , ainsi que les qualités des produits alimentaires issus de ces animaux.

En terme de molécules bioactives, la plupart des phytobiotiques fait partie du grand
groupe des métabolites secondaires (cas des polyphenols) des plantes (Bakkali et al., 2008)
qui ne sont pas produits directement lors de la photosynthèse (Judd et al., 2002), mais
résultent de réactions chimiques ultérieures, comme la défense contre les prédateurs et
les pathogènes. Leur répartition qualitative et quantitative est inégale selon, les espèces,
les organes, les tissus et les stades physiologiques (Macheix et al.,2006). Leurs compo-
sés bioactifs présentent une diversité structurelle importante et des activités biologiques
différentes . De par leurs propriétés thérapeutiques notamment effets anti-infectieux : an-
tibactériens (Ceylan et Fung, 2004), antitoxigéniques, et anti-inflammatoires (Romier et
al., 2009), des activités antioxydantes (Francis et al., 2002), antivirales et antimycotiques
sont rapportées par (Lopez-Bote et al.,2004). Plusieurs plantes dont les métabolites se-
condaires sont doués de propriétés anti protozoaires (Efferth, 2009), en particulier contre
le Plasmodium, la leishmaniose et le trypanosome (Nikmehr et al., 2014 ; Sülsen et al.,
2016 ; Ramdane et al., 2017 ; Panda et Luyten, 2018) , et les effets anticoccidiens de cer-
taines espèces sont également prouvés (Youn et Noh , 2001 ; Arab et al., 2006 ; Naidoo
et al., 2008). De plus, ce sont de bonnes molécules candidates en raison d’une toxicité
relativement faible ou nulle et certains flavonoïdes limitent la résistance des protozoaires
aux autres médicaments (Kerboeuf et al., 2008).

Par conséquent, l’utilisation d’antioxydants naturels peut atténuer les effets néfastes
liés aux drogues de synthèse, car elles ne sont pas seulement des produits naturels, mais
peuvent comprendre de nouvelles molécules auxquelles la résistance ne s’est pas encore
développée (Masood et al., 2013).

Nous citons ici les grands groupes de métabolites secondaires ou polyphenols comme
antioxydants qui sont largement étudiés, et qui ont aussi un intérêt biologique dans le
contrôle de la coccidiose intestinale chez le poulet de chair.
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3.2 Les antioxydants (phytobiotiques)

Les antioxydants sont les molécules qui protègent les systèmes biologiques contre les
effets délétèrés potentiels des processus ou réactions qui engendrent une oxydation ex-
cessive en inhibant l’oxydation et réduisant le stress oxydatif causé par l’augmentation
du niveau des espèces réactives d’oxygène (ROS) et des radicaux libres (Zubair et al.,
2012 ; Atawodi et al.,2013) qui peuvent déclencher des réactions en chaîne dans la cellule,
entraînant la mort ou des dommages à la cellule.

3.2.1 Propriétés des antioxydants

— Intérêt dans la conservation des aliments destinés aux animaux (Brenes et Roura,
2010).

— L’amélioration du statut oxydant qui a un impact sur leur santé et leur qualité de
viande.

Les processus métaboliques conduisant à la production des radicaux libres, et donc à une
dégradation du statut antioxydant, sont amplifiés en condition de stress. À titre d’exemple,
des pratiques d’élevage intensif, telles qu’une densité élevée et une température excessive
pour les volailles, augmentent le stress oxydatif (Sims et al., 2010).

Ainsi, ces métabolites antioxydants sont les candidats prometteurs pour le dévelop-
pement des phytobiotiques réduisant le stress oxydatif subi par les animaux, et donc des
conséquences sur leur performance. Ces propriétés sont portées par de nombreuses familles
de molécules capables de piéger les radicaux libres (Hounsome et al., 2009), grâce :

— au groupement hydroxyle (OH) porté sur le cycle aromatique de leur structure
(Aberoumand et Dokule , 2008) ;

— au nombre et à la position des groupements fonctionnels ;
— à la nature des antioxydants.

Porter (1993) suggère que les antioxydants hydrophiles sont plus efficaces que les antioxy-
dants lipophiles.

3.3 Mécanisme d’action et effets métaboliques

Les radicaux libres réagissent avec les acides gras polyinsaturés et initient un processus
de peroxydation des lipides (Koga et Meydani , 2001 ; Turner et al., 2004). Dans les
systèmes vivants, la peroxydation des lipides modifie l’activité enzymatique et la structure
des acides aminés et cause des dommages à l’ADN et donc toxique pour la cellule (Lima
et Abdalla, 2001).
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Normalement, la production et l’élimination de ROS restent en équilibre dynamique,
mais si la production de Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) dépasse la capacité
de protection du système de défense naturel antioxydant, l’équilibre établi pourrait être
perturbé.

Cet équilibre défaillant à l’appui des oxydants est appelé stress oxydatif et il est
impliqué dans la pathogenèse de diverses infections, y compris les maladies parasitaires
(Bansal et Bilaspuri , 2011).

Il est à noter que ROS est documenté pour inhiber directement la sporulation et la
formation de la paroi cellulaire chez les espèces d’Eimeria , ce qui entraîne une interférence
avec le cycle de vie d’Eimeria (Del Cacho et al., 2010).

Par conséquent, les composés ayant les propriétés antioxydantes et répondant aux
exigences du système antioxydant de défense ou directement interférèrent avec les radicaux
libres peuvent rétablir l’équilibre oxydants/ antioxydants, conduisant à l’amélioration des
oiseaux en coccidiose (Masood et al., 2013).

3.3.1 Action sur le tractus digestif

Des modifications au niveau du tractus digestif suite à l’ingestion des phytobiotiques :
— Amélioration des fonctions intestinales.
— Augmentation des secrétions enzymatiques digestives et/ou de la longueur de l’in-

testin a pu être observée avec le thym, et de mélanges commerciaux d’huile de
thymol (El Ghousein et Al- Beitawi, 2009 ).

— Amélioration de la digestibilité des protéines a pu être observée suite à l’ingestion
de Forsythia suspensa, d’huile essentielle d’origan et des extraits (Sauge thym et
romarin)

Cependant, les effets sur le tractus digestif et la digestion ne peuvent pas être générali-
sés à tous les phytobiotiques, certaines études n’ayant mis en évidence aucun effet (Cross
et al., 2007).

3.3.2 Action sur le statut oxydant

Les phytobiotiques ajoutés à l’alimentation de l’animal semblent être capables de ré-
duire l’oxydation des lipides de la viande de volaille à 4◦C ou à -20◦C, bien que moins
efficacement que les antioxydants synthétiques ou α-tocophérol (forme active de la vita-
mine E).

De plus, ces effets dépendent de la dose d’administration, les doses les importantes
étant les plus efficaces généralement, à condition qu’elles soient inferieures au seuil de
toxicité (Goňi et al., 2007 ; Luna et al., 2010).
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Les phytobiotiques naturels sont des candidats prometteurs car ils sont composés de
nombreuses molécules (Bakkali et al., 2008) ayant des activités différentes, incluant des
propriétés immunomodulatrices (Francis et al., 2002 ; Spelman et al., 2006 ; Romier et al.,
2009).

Une analyse a pu mettre en évidence les capacités immunomodulatrices de nombreux
phytobiotiques (Spelma et Nichols, 2006), et celles à moduler le métabolisme nutritionnel
et ainsi contribuer à la santé intestinale des volailles (Gong et al., 2005). Ainsi, il a pu être
montré in vitro comme in vivo, la capacité d’ail et de curcuma à moduler la sécrétion des
cytokines et à influencer indirectement l’état d’inflammation en diminuant la sécrétion
des cytokines pro-inflammatoires.

3.3.3 Effets métaboliques

Les chercheurs identifient les principales composantes chimiques qui pourraient agir
comme modulateur du métabolisme et de l’écosystème du tube digestif soit : les composés
phénoliques, les alcaloïdes, les lectines, les polyacétylènes ou les terpènes. Une partie des
composés phénoliques apportée par l’alimentation doit subir de processus de transforma-
tions bactériennes avant d’être absorbable par l’animal.

Ils sont généralement transformés en acides phénoliques ou lactones qui peuvent pré-
senter des propriétés biologiques différentes des composés initiaux, comme une activité
antioxydante plus importante (Selma et al., 2009). Il est à signaler que le microbiote des
cæca de poulet est capable d’effectuer ces biotransformations (Iqbal et Zhu, 2009a ; Iqbal
et Zhu, 2009b).

Ainsi, la biodisponibilité pour le poulet de certains composés phénoliques est liée à
son microbiote digestif. Les effets métaboliques observés couramment sont :

— Augmentation des sécrétions digestives ;
— amélioration de la digestibilité et l’absorption des nutriments ;
— modulation de l’écosystème (microbiote) du tube digestif (effets directs) : rompre

les parois cellulaires de certaines bactéries et (effets indirects) : réduire le nombre
de bactéries pathogènes (ex : salmonelles) ;

— modulation de système immunitaire ;
— favorisation de meilleures performances de croissance chez le porc et la volaille

(Gong et al., 2005).

3.3.4 Synergie et antagonisme des antioxydants

Les antioxydants sont composés de très nombreuses molécules (principes actifs) ayant
des structures et des activités biologiques très différentes.
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Ces molécules peuvent avoir un effet additif, voire même synergique et cela explique
que les effets observés pour un extrait végétal soient généralement supérieurs à ceux
observés pour ses composants pris individuellement (Chang et al., 2005).

En cas de synergie, l’association d’une molécule lipophile ciblant un composé intra-
cellulaire et d’une molécule bloquant un transporteur, peut augmenter l’efficacité de la
première en diminuant son élimination par le transporteur. De même le passage de la
membrane par des phytobiotiques polaires peut être facilité par la présence d’autres com-
posés comme les saponines (Wink, 2008).

En cas d’antagonisme, l’effet peut être observé, en particulier lors de l’utilisation
conjointe de phytobiotiques issus de plusieurs plantes (Platel et Srinivasan, 2004).

3.3.5 Toxicité des antioxydants

Des problèmes d’utilisation de ces extraits de plantes dans l’alimentation animale en
particulier en cas d’inter agissement avec le métabolisme, peuvent poser et provoquer
des perturbations physiologiques chez l’animal. Ce sont surtout les intoxications et les
allergies (Alloui, 2013). C’est pour cela que les constatations et les résultats de leur uti-
lisation dans les régimes alimentaires de volailles vont se concentrer non seulement sur
leurs actions antioxydantes, antimicrobiennes et leur effet bénéfique sur la palatabilité et
les fonctions intestinales, mais aussi sur l’efficacité à promouvoir la croissance tout comme
les antibiotiques, facteurs de croissance (Alloui, 2013).

3.3.6 Propriétés anticoccidiennes des antioxydants

Le stress oxydatif se définit comme étant un déséquilibre profond de la balance
entre les pro oxydants et les antioxydants en faveur des premiers (Pincemail et al., 2002),
ce déséquilibre provient soit d’une production exagérée d’agents oxydants, soit d’une al-
tération des mécanismes de défense. Il est souvent observé dans une vaste gamme de
microbes et parasites (Abd El-Maksoud et al., 2014) y compris la coccidiose (Georgieva
et al., 2006).

Les espèces d’oxygène réactif (ROS) réagissent spontanément en ciblant les lipides
membranaires. La destruction par oxydation des acides gras insaturés provoque des dom-
mages à la membrane cellulaire, sa fonction diminue et sa perméabilité augmente. Ces
dommages entraînent une série d’événements de réactions qui ont des conséquences per-
manentes sur la santé du poulet, ou même la mort (Georgieva et al., 2006).

Les sporozoïtes d’Eimeria envahissent l’épithélium intestinal et provoquent une in-
flammation conduisant à l’initiation de la réponse immunitaire à la production d’oxyde
nitrique (NO) et d’autres pro-oxydants puissants : l’oxygène réactif (ROS).

51



Phytobiotiques, source d’intérêt :
Cas des co-produits oléicoles 3.3. Mécanisme d’action et effets métaboliques

Ces composés ne sont pas seulement toxiques pour les oocystes sporulés mais ont
aussi des effets secondaires négatifs sur l’hôte s’ils ne sont pas protégés par un système
antioxydant (Pourali et al., 2014). Cependant, les antioxydants sont signalés comme étant
responsables de la lutte contre les infections à Eimeria au cours du stress oxydatif et la
peroxydation lipidique des tissus de la muqueuse intestinale (Udo et al., 2018) en :

— neutralisant les espèces réactives de l’oxygène par leur interaction avec les cellules
cytoplasmiques par modification de leur perméabilité aux cations, ce qui entraîne
l’altération de processus cruciaux dans les cellules coccidiennes (Sikkema et al.,
1995) ;

— améliorant la croissance des poulets, sans aucune toxicité perceptible.
Cependant, (Samaha et al., 2013), constatent que le phénol à 10 % inhibe un taux de
sporulation des coccidies de 48,6 %.

Un certain nombre de composés naturels comme les saponines, les tanins et les fla-
vonoïdes sont signalés dans la littérature pour leurs effets antioxydants et anticoccidiens
combinés.

Polyphenols totaux : De nombreux chercheurs mènent l’étude sur les propriétés poly
phénoliques des plantes comme stratégie de rechange pour traiter la coccidiose. À titre
d’exemple :

— De Pablos et al.(2010), étudient l’acide maslinique (2-α, 3-β-dihydroxiolean-12-
en-28-acide oïque), que l’on trouve dans les feuilles et les fruits de l’olivier (Olea
europea L.), comme nouveau produit coccidiostatique naturel contre E.tenella. Une
augmentation considérable du poids est constatée chez les poussins traités à l’acide
maslinique par rapport au groupe témoin. Parallèlement, l’étude histopathologique
du cæcum à 120 h après le traitement montre que le taux d’infection diminue de
façon significative ;

— Almeida et al.(2014), la curcumine améliore la résistance à la coccidiose, la réduc-
tion de l’excrétion d’oocystes, et lésions intestinales ;

— Messai et al.(2014), l’ incorporation de la plante Artemisia herba-alba Asso, dans
l’alimentation (5%) permet de prévenir la mortalité, de réduire l’excrétion d’oo-
cystes, d’atténuer la sévérité des lésions induites et de prévenir l’effondrement des
paramètres hématologiques (hématocrite, taux d’hémoglobine), et biochimiques
(protéines totales, lipides totaux) chez les animaux infectés ;

— Sahraoui et al.(2015), montrent que l’additif à base de l’extrait végétal de Yucca
Schidigera dans l’alimentation du poulet de chair réduit considérablement l’élimina-
tion des œufs de coccidies et prouve son efficacité dans la maîtrise de la coccidiose.

Flavonoïdes : Des études montrent que les flavonoïdes ont la capacité d’agir en tant
qu’antioxydants puissants en éliminant les réactions oxydatives (Ruberto et al.,2007).
De plus, flavonoïdes ayant des groupes hydroxyles multiples également agissent comme
pro-oxydants (Miguel, 2010).
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Le mécanisme d’action proposé pour les flavonoïdes est la conversion du groupe hy-
droxyle en pro-oxydant lorsqu’il est oxydé par ROS présent dans la membrane cellulaire
interne et capable d’oxyder les lipides, et de l’ADN, ce qui peut mener à une nécrose
tardive ou à une apoptose des cellules endommagées en éliminant les mutants potentiels
(Bakkali et al., 2008).

Xanthohumol (XN) : un flavonoïde prénylé, obtenu à partir de houblon, a un effet
contre différentes espèces d’Eimeria chez le poulet (Allen, 2007) en entraînant une réduc-
tion importante des scores lésionnels chez les sujets défiés avec E. acervulina. En outre,
poulets infectés par E. acervulina et E. maxima traités avec 20ppm XN, présentent moins
d’oocystes que les groupes témoins et les shizontes d’E. tenella montrent un effet inhibi-
teur.

Camellia sinensis : est une plante riche en flavonoïdes naturels et qui a des effets
anticoccidiens et propriétés antioxydantes (Chen et al., 2008).

Conyzoïdes d’ageratum : Ageratum conyzoides est une herbacée annuelle de la famille
des Astéracées qui contient des flavonoïdes, montre une réduction significative du stress
oxydatif causé par E.tenella lorsqu’il est alimenté au rythme de 500 à 1000mg/kg de poids
corporel (Nweze et Obiwulu , 2009).

Pinus radiata : est un conifère persistant de la famille des pinaceae. L’extrait aqueux
de l’écorce de pin se montre efficace in vitro vis-à-vis de l’inhibition de la sporulation
(Molan et al., 2003) chez trois espèces de coccidies aviaires.

Psidium guajava : est une espèce d’arbre fruitier de la famille des Myrtaceae, origi-
naire des régions tropicales d’Amérique. L’extrait methanolique réduit la proportion de
sporulation (Cedric et al., 2017) par inhibition ou inactivation des enzymes endogènes res-
ponsables du processus de sporulation, comme dans le cas des œufs d’helminthes (Jones
et al., 1994 ; Molan et al., 2003 ). Ces derniers suggèrent que des extraits peuvent pénétrer
dans la cellule d’oocystes et provoquent une perte de composants intracellulaires.

Anthocyanidine : anthocyanidines ou anthocyanidols sont une sous-classe des flavo-
noïdes. L’extrait de pro-anthocyanidine s’avére efficace contre l’infection d’E. tenella,
comme en témoignent, la pathologie intestinale, le poids corporel et la mortalité. En
conséquence, cet extrait diminue la quantité d’oxyde nitrique, mais l’oxyde nitrique n’est
pas éliminé et l’augmentation des superoxydes dismutases dans le plasma des poulets est
notée également (Wang et al., 2008).

Yang et al. (2015), démontrent que Bidens pilosa (B.pilosa) exprime une activité
anticoccidienne chez les poulets infectés par E.tenella par le taux de survie, diminution
du nombre d’oocystes fécaux, de pathologie intestinale et gain du poids corporel.

53



Phytobiotiques, source d’intérêt :
Cas des co-produits oléicoles 3.3. Mécanisme d’action et effets métaboliques

Bien que le mécanisme d’action des principes actifs de B. pilosa responsables de l’action
anticoccidienne soit inconnu, il est possible que ses composés actifs interviennent dans les
phases initiales du cycle de vie de l’Eimeria car les phases peuvent être sujettes à l’attaque
chimique par rapport à l’oocyste dont la paroi est très résistante aux agressions physiques
et chimiques.

Cette plante est une source riche en substances phytochimiques, tels que 70 alipha-
tiques, 60 flavonoïdes, 25 terpénoïdes, 19 phénylpropanoïdes, 13 aromatiques, 8 porphy-
rines et 6 autres composés (Bartolome et al., 2013). Il est intéressant de noter qu’un po-
lyacétylène (1-phényl-1-1,3-diyn-5-ène-5-ol-acétate de 1,3-diyn-5-ène-7-ol-acétate) et un
flavonoïde (quercétine-3,3-diméthoxy-7-0-rhamnoglucopyranose) dans cette plante sont
proposés comme étant des composés actifs contre le protozoaire parasite, Plasmodium
(Daugschies et al., 1998).

B.pilosa est utilisée dans l’alimentation des oiseaux, ce qui entraîne une augmentation
significative du gain de poids corporel et une diminution de la conversion alimentaire . De
plus, cette plante réduit les dommages au niveau des selles, la destruction des villus et la
diminution des villus-tocryptus dans les cæca (Yang et al., 2015 ; Chang et al., 2005). En
outre, elle se montre capable de moduler l’immunité de l’hôte (Chang et al., 2005), qui
peut avoir un impact sur la coccidiose.

Tannins condensés : Les tanins sont potentiellement antioxydants. Sur la base de leur
structure, on cite deux groupes : les tanins hydrolysables et condensés (Khanbabee et van
Ree, 2001). Il est à noter que les tanins condensés inhibent le cycle de vie des coccidies.
L’extrait de l’écorce du pin (Pinus radiata) composé d’un mélange de (85% de tanins et 8%
de flavonoïdes) (Molan et al., 2009), réduit les oocystes sporulés d’E.tenella , E.maxima
et E.acervulina chez le poulet de chair. Tannins et acide chicorique, isolés d’E.officinalis
(Kaleem et al., 2014) et E.purpurea (Zhai et al., 2007), respectivement, sont signalés pour
déclencher efficacement la réponse immunitaire humorale contre l’infection coccidienne
chez les poulets. Le mode d’action des tanins condensés est suspecté d’être la pénétration
des tanins dans la paroi de l’oocyste qui endommage le cytoplasme en inactivant les
enzymes endogènes responsables du processus de sporulation, ce qui est également appuyé
par l’apparition de sporocystes anormaux dans les oocystes (Molan et al., 2009).

Saponines : La betaine, qui est un sous-produit de l’industrie de la betterave sucrière,
fait l’objet de plusieurs travaux aux Etats Unis et en Suède. Elle semble avoir un effet
positif dans la lutte contre les coccidioses. Waldenstedt et al. (1999), montrent que l’ad-
dition de betaine à l’aliment réduit la perte de gain de poids durant une infection par
différentes espèces coccidiennes aussi bien intestinale que caecale. La betaine (1,0 g/kg)
en tant que complément alimentaire unique, n’améliore pas le poids vif par rapport au lot
témoin ne recevant aucun traitement, mais elle a un effet positif en combinaison avec le
narasin (70 ppm).
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En protégeant contre le stress osmotique associé à la déshydratation, la betaine permet
une activité métabolique normale des cellules. Cependant, l’action osmo-protectrice de la
betaine sur les cellules intestinales existe aussi sur les cellules parasitaires. Le mécanisme
d’inhibition est inconnu, mais peut être lié à des effets osmotiques attribués aux extraits.
Schubert et al. (2005), démontrent que le calcium extracellulaire et la signalisation Ca2+

sont essentiels pour l’invasion des sporozoïtes d’E.tenella dans les cellules hôtes. Le rôle
des extraits est désactiver et de désensibiliser les récepteurs du calcium (Sarkozi et al.,
2007). Il est possible que les extraits contribuent à l’inhibition observée de la viabilité des
sporozoïtes en perturbant l’activité de la signalisation à médiation calcique dans les sporo-
zoïtes. Compte tenu de ces différentes interactions qui peuvent avoir lieu entre composants
actifs, il est difficile de prédire l’action d’un mélange à partir des actions de ses différents
constituants. De nombreuses études établissent des relations entre l’activité, la structure
chimique et le mode d’action des antioxydants ainsi que le niveau d’absorption et leur
biodisponibilité (Tasdemir et al., 2006 ; Kerboeuf et al., 2008). De plus, il est à noter que
les antioxydants naturels qui sont liposolubles (Mahmood et al., 2008), paraissent plus
efficaces car ils sont perméables et pénètrent la cellule, d’où l’altération intracellulaire des
stades des parasites coccidiens.

3.3.6.1 Relation : phytocomposés – activité anticoccidienne

Coccidiose est l’un des problèmes majeurs de l’aviculture intensive (Quiroz-Casta~neda
et Dant’an-Gonz’alez, 2015). L’utilisation d’antioxydants, candidats potentiels comme
remèdes anticoccidiens, en tant que substituts dans le contrôle de la coccidiose ;est donc
prometteuse (Naidoo et al., 2008) chez les volailles.

Aujourd’hui, l’utilisation d’extraits de plantes riches en antioxydants prend une impor-
tance particulière en raison des restrictions imposées par l’utilisation de composés synthé-
tiques contre les infections coccidiennes dues à l’émergence de résistances et aux résidus
médicamenteux (Ahn et al., 2002 ; Abbas et al., 2012). Il y a 300 000 et voire plus d’es-
pèces de plantes à fleurs qui sont recensées dans le monde entier. Jusqu’à présent, moins
de 1% est utilisé pour lutter contre les maladies causées par les protozoaires . 68 plantes et
composés phytochimiques, qui sont scientifiquement testés pour la suppression des espèces
d’Eimeria, sont décrits par (Abbas et al., 2012 ; Bozkurt et al., 2013 ;Quiroz-Casta~neda
et alez., 2015 ; Yang et al., 2015) dont 32 prouvent leurs potentiels anticoccidiens (Tab
3.1).
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Table 3.1 – Propriétés anticoccidiennes des plantes

Muthamilselvan et al., 2016
Espèces vé-
gétales

Utilisation Espèce Eimeria Paramètres measures Références

Sophora fla-
vescens

Decoction E.tenella GPC ↑;NO ↓ .DS ↓
.SL ↓ etM ↓

Younet Noh., 2001

Cynanchum
acutum

Decoction E.tenella GPC ↑;NO ↓ .DS ↓
.SL ↓ etM ↓

Youn et Noh.,
2001

Quisqualis
Indica

Decoction E.tenella GPC ↑ etM ↓ Youn et Noh.,2001

Pulsatilla
koreana

Decoction E.tenella GPC ↑ etSL ↓ Youn et Noh.,2001

Ulmus ma-
crocarpa

Decoction E.tenella SL ↓ Youn et Noh.,2001

Agriades
asiatica

Decoction E.tenella GPC ↑ etSL ↓ Youn et Noh.,2001

Geoemyda
japonica

Decoction E.tenella SL ↓ Youn et Noh,2001

Melia azeda-
rach

Decoction E.tenella GPC ↑ etSL ↓ Youn et Noh, 2001

Piper ni-
grum and
Urtica dioica

Ethanolicextract Espèces mixtes NO ↓ Rahman et al.,
2015

Artemisia
sieberi

Petroleum ethe-
rextract

E.tenella NO ↓ .DS ↓ .SL ↓ etM ↓ Kheirabadi et al.,
2014

Lepidium sa-
tivum

Ethanolicextract E.tenella NO ↓;SL ↓;M ↓
etGPC ↑

Adamu et Boon-
kaewwan., 2014

Foeniculum
vulgare

Poudre de
feuilles moulues

E.tenella NO ↓;SL ↓;M ↓;GPC ↑
etDS ↓

Drãgan et al .,
2014

Meryta
lucida

Poudre de
feuilles moulues

Especes mixtes GPC ↑ etNO ↓ Ola-Fadunsin et
Ademola., 2013

Commiphora
swynnertoni

Extrait résineux
éthanoliques

Oocystes NO ↓;M ↓ etGPC ↑ Bakari et al., 2013

Origanumspp L’huile essen-
tielle

Especes mixtes NO ↓;SL ↓;M ↓
etGPC ↑

Bozkurt et al.,
2013

Laurus nobi-
lis

L’huile essen-
tielle

Especes mixtes NO ↓;SL;M ↓ etGPC ↑ Bozkurt et
al., 2013

Lavandula
stoechas

L’huile essen-
tielle

Especes mixtes NO ↓;SL;M ↓ etGPC ↑ Bozkurt et al.,
2013

Musa paradi-
siaca

Extrait metha-
nolique

E.t NO ↓; etV CE ↑ Anosa et Okoro.,
2011

Moringa ste-
nopetala

Poudre de
feuilles moulues

E.t NO ↓;SL ↓ etGPC ↑ Meskerem et
Boonkaewwan.,
2013
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Moringa
oleifera

Extrait d’acé-
tone de
feuilles

Especes mixtes GPC ↑ etNO ↓ Ola-Fadunsin
et., Ademola,
2013

Solanum
nigrum

Decoction E.t GPC ↑ etTCA ↑ Chandrakesan
et al., 2009

Mentha ar-
vensis

Decoction E.t GPC ↑ etTCA ↑ Chandrakesan
et al., 2009

Mangifera
indica

Decoction E.t GPC ↑ etTCA ↑ Chandrakesan
et al., 2009

Tulbaghia
violacea

Extrait d’acé-
tone

E.t NO ↓;SL ↓ etTCA ↑ Naidoo et al.,
2008

Vitis vini-
fera

Extrait d’acé-
tone

E.t NO ↓;SL ↓ etTCA ↑ Naidoo et al.,
2008

L’Artemisia
afra

Extrait d’acé-
tone

E.t NO ↓;SL ↓ etTCA ↑ Naidoo et al.,
2008

Melia aze-
darach

Jus frais Especes mixtes NO ↓ Owai et Glo-
ria., 2010

Galla rhois Poudre broyée E.t Lee et al. ,2012

Quercus
infectoria ? E.t, Ea et E.m NO ↓;SLetM ↓ Gokila et Wi-

thania , 2014

Et : E. tenella ; Ea : E. acervulina ; E : E.maxima ; Eb : E. brunetti ; En : E. necatrix ; Emi : E.mivati ;
GPC ; gain de poids corporel ; NO : nombre d’oocystes ; CN consommation de nourriture ; M :

mortalité ; HE : Huile essentielle ; DS : diarrhée sanglant ; ICA : Indice de conversion alimentataire ; SL :
scores lesionel ; ↑ : Augmentation ; ↓ : diminution ; VCE :volume de cellules emballées ; ? : Inconnu.

Enfin, l’utilisation de produits naturels dans l’alimentation des volailles présente l’avan-
tage d’être bien acceptée par les consommateurs (Jez et al., 2009). Cela peut expliquer
que cette alternative soit la plus utilisée au niveau international (Raper, 2008).

3.4 Les co-produits oléicoles (espèce Olea europea)
L’industrie oléicole engendre, en plus de l’huile comme produit principal, des quantités

énormes des déchets polluants pour l’environnement (Mansour et al., 2017) et par consé-
quent, ces derniers impactent la santé publique , altèrent les communautés microbiennes
du sol (Paredes et al., 2012), les écosystèmes marins (Della Greca et al. , 2004) et l’air
par les émissions de phénol et de dioxyde de soufre (Rana et al., 2003) .
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Cette industrie doit être bien prise en charge, car l’obtention des huiles donne lieu
à deux co-produits importants : grignons et margines qui sont moins valorisés. Malgré
les propriétés bénéfiques des feuilles d’olivier pour la santé humaine et leur persistance
toute l’année, elles sont considérées comme co-produits de l’industrie oléicole dans les pays
méditerranéens à cause de leurs quantités énormes générées pendant l’étape de lavage des
olives (Nehal et Dilmi Buras, 2017).

3.4.1 Position systématique de l’olivier

L’olivier est nommé Olea europea et introduit pour la première fois dans "Species plan-
tarum", par Linné, en 1753 en raison de son aire géographique. C’est l’unique espèce du
bassin méditerranéen représentative du genre Olea. Olea est le genre appartenant à la fa-
mille des Oleaceae comprend 30 à 60 espèces suivant l’auteur (Cronquist,1988). Le nombre
élevé d’espèces est étudié par plusieurs auteurs sur des bases à savoir morphologique, ca-
ryologique, anatomique, paléontologique et biochimique et sur des bases moléculaires .
L’olivier présente la classification suivante (Fig 12) :

Figure 12 – Schéma de la taxonomie du genre Olea (Oleaceae) et répartition
géographique des taxons.
(d’après Breton et al., 2006)
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3.4.2 Distribution de l’olivier en Algérie

En Algérie, l’olivier compte environ 32 millions d’arbres (Mendil, 2009) répartis sur une
superficie de 328,884 hectares (Faostat, 2013), soit 34,09% du verger arboricole national.
L’olivier, de par ses fonctions multiples de lutte contre l’érosion, de valorisation des terres
agricoles et de fixation des populations dans les zones de montagne, s’étend sur tout le
territoire national. Il se concentre notamment dans trois principales régions : la région
du Centre (54%), l’essentiel du verger oleicole de cette zone (95%) est occupé par les
wilayas de Bejaïa, Tizi-Ouzou et Bouira. La région de l’Est (29%), les wilayas de Guelma,
Sétif, Jijel et Skikda détiennent (68%) du verger oléicole et enfin, la région Ouest (71%)
du verger est occupée par les wilayas de Mascara, Sidi Bel abbés, Relizane et Tlemcen
(Belkacem, 2012).

3.5 Variétés Chemlal en Algérie

Dans le monde, l’espèce Olea europea L. est composée de 2000 variétés ; dont près de
500 sont implantées en Italie (Boukhari, 2014). L’oléiculture algérienne est caractérisée
par une large gamme de variétés. Les variétés locales : Limli, Azaradj et Bouchouk se
rencontrent surtout dans la vallée de la Soummam et à elles seules représentent les trois
quarts de la production oléicole nationale.

Chemlal qui se rencontre dans toute la Kabylie du littoral au sud de Mchedellah et
la vallée, elle est considérée comme étant la plus dominante (Benderradji et al., 2014) et
la bonne productrice d’huile de bonne qualité. Elle représente près de 40% du patrimoine
oléicole national et occupe la quasi-totalité des vergers (90%), s’imposant comme variété
ancestrale, de par son adaptation aux conditions naturelles de la région de Bejaia. La
production moyenne annuelle de la région représente environ 25% de la production oléicole
nationale (Mendil et Sebai , 2006).Cette variété est la variété qui fait l’objet de notre
étude, visant à explorer ses propriétés biologiques, en particulier l’activité antiparasitaire
(anticoccidienne).

3.6 Les grignons solides

En Algérie, des quantités considérables de grignons (déchets solides) d‘olives sont
produites annuellement. 16000 Tonnes de matières organiques et 12 000 T de matières
énergétiques (équivalent à 10 000 T de Gasoil) (Moussouni, 2012). En raison de leur
aspect et n’ayant pas d’intérêts majeurs connus, ces derniers font l’objet de déversement
anarchique dans la nature (Djeziri et Babakhouya, 2017) (Fig 13).
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Figure 13 – Quantité de résidus produits pour une production de 40.000 T d’huile.
(Moussouni, 2012).

Il est important de définir les différents co-produits oléicoles car il existe une certaine
confusion dans les publications qui ne permet pas d’identifier clairement de quel sous-
produit s’agit-il (Alloui, 2013).

3.6.1 Définition

On distingue les principaux co-produits : grignons (les différents types), feuilles et
margines. Seuls les grignons et les feuilles font l’objet de cette étude.

3.6.1.1 Grignons

Les tourteaux, plus communément appelés, grignons, sont des résidus solides essen-
tiellement lignocellulosiques, récupérés à la suite de la première pression ou centrifugation.
Ils sont composés de peaux, de résidus de pulpe (pulpe épuisée), de fragments de noyau
(Djadoun, 2010) (Fig 14) et une proportion d’eau de végétation qui contient à son tour
des composés hydrosolubles (Loussert et Brousse, 1978) ainsi des matières grasses, des
sucres, des aminoacides, des polyphénols et des sels minéraux.

A- Grignon brut : C’est le résidu de la première extraction de l’huile par pression
de l’olive entière. Ses teneurs sont relativement élevées en eau (24%) et en huile (9%)
favorisant rapidement son altération à l’air libre (Sansoucy , 1984 ; Nefzaoui ,1987).

B- Grignon épuisé : C’est le résidu obtenu après déshuilage de grignon brut par sol-
vant, l’hexane généralement (Sansoucy, 1984).

C- Grignon partiellement dénoyauté :
Il résulte de la séparation partielle de noyau et de la pulpe par tamisage ou ventilation.

On a : Le « gras » si son huile n’est pas extraite par un solvant. Le « dégraissé ou épuisé
» si son huile est extraite par un solvant (Sansoucy, 1984).
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D-Pulpe épuisée : C’est la pâte obtenue lorsque le noyau est séparé de la pulpe, préa-
lablement à l’extraction de l’huile (pulpe épuisée) (Fig 14). Elle est riche en eau (60%) et
est de conservation très difficile (Sansoucy , 1984).
Les essais montrent que des ensilages comportant 70% de fientes ayant été accumulés
pendant moins de 21 jours et 30% de grignons tamisés épuisés, se conservaient de façon
excellente selon (FAO, 1984).

L’estimation des quantités de ces co-produits peut varier selon le procédé de triage. En
adoptant la valeur moyenne de 35% pour le pourcentage de grignons bruts, par rapport
aux olives traitées, on peut estimer la production mondiale de grignons à environ 2.900.000
tonnes (Loussert et Brousse, 1978).

Figure 14 – Schéma représentatif de la composition de l’olive. La partie la plus riche en
huile est le mésocarpe ou (pulpe), et celle plus riche en cellulose brute est l’endocarpe ou

(noyau)
(Nefzaoui, 1984) (Loussert et Brousse, 1978)

3.6.2 Feuilles

Les feuilles d’olivier, disponibles toute l’année, sont un des co-produits de l’oléiculture ;
elles s’accumulent lors de la taille des oliviers (environ 25 kg de co-produits rameaux et
feuilles par arbre et par an) et se retrouvent en grande quantité dans les industries oléicoles
après avoir été séparées des fruits avant transformation (environ 10% du poids de l’olive
(Herrero et al., 2011 ; Ferreiria et al., 2007).

Ce ne sont pas les résidus de la taille mais de feuilles recueillies après le lavage et le
nettoyage à l’entrée de l’huilerie. Leur quantité est estimée à environ 5à6 Kg par arbre et
par an (Nefzaoui, 1987).
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3.6.3 Valorisation des co-produits oléicoles

Notons que cette biomasse (co-produits) considérée comme une agro-ressource, de-
vient utilisable dans diverses applications : pharmaceutique, nutraceutique, cosmétique et
alimentaire : (De Pablos et al., 2010 ; Sayehban et al., 2016) suivant les pays et le contexte
(Tomati et Goli , 2006), a fait l’objet de plusieurs études phytochimiques par intérêt éco-
nomique et thérapeutique car ce sont des substances à valeur ajoutée très prometteuse
puisqu’elles contiennent une grande quantité de composés bio- phénoliques (Vega-Galvez
et al., 2010 ;Yu et al., 2009). L’utilisation du grignon solide (noyau et pulpe) se résume
dans :

— Production de l’huile résiduelle de grignons par extraction chimique ;
— combustible pour le chauffage (Chouchene, 2012), charbon actif d’adsorption ;pro-

duction de furfural et abrasif ;
— cosmétique dû aux qualités d’exfoliation du noyau ; bio-absorbant de métaux lourds ;

épandage comme amendement sur les terres agricoles (Michailidies et al., 2011) ;
— production d’un biogaz (méthane) à 57 - 65% par fermentation anaérobique des

lisiers de vaches (source d’énergie pour le chauffage de l’eau (direct) et production
de l’électricité à usage domestique (indirect) (Manios, 2004) ;

— supplémentation animale diététique (Gharbi et Benarif, 2011).

3.6.3.1 Feuilles

Historiquement, les feuilles d’olivier sont totalement orientées vers l’alimentation ani-
male. Toutefois, elles sont aussi utilisées en phytothérapie traditionnelle pour le traitement
de certaines maladies telles que la malaria et l’hypertension. L’olivier a une longue histoire
de valeurs médicinales et nutritionnelles. Au fil des siècles, des extraits de feuilles d’olivier
sont utilisés pour promouvoir la santé et la préservation. À titre d’exemple, les anciens
Egyptiens utilisent les feuilles pour momifier les pharaons. De même, elles sont appréciées
comme un remède populaire célèbre pour traiter la fièvre et certaines maladies tropicales
comme le paludisme (Soler-Rivas et al., 2000).

3.6.4 Profil phénolique

Les composés phénoliques des feuilles et grignons de l’olivier sont nombreux et de
nature diverse.
Ils sont regroupés en fonction des principales caractéristiques moléculaires comme les
phénols et acides simples, les lignanes, les sécoiridoïdes et les flavonoïdes (Tsimidou et
Papoti , 2010) (Tab[3.2] ;[3.3] ;[3.4]).
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Table 3.2 – Composition des feuilles d’olivier en composés bioactifs

Composés phé-
noliques

Constituants chimiques Auteurs

Acides phéno-
liques

Verbascoside acide caféique acide
p-couramique acide cinameique

El, et Karakaya, 2009 ; Abbaza
et al., 2015 ; Benavente-Garcia
et al.2000 ; Briante et al.2004 ;
Mourtzinos etal.2007 ; Altiok et
al.2008 ; Mourtzinos et al.2007

Flavonoides gly-
cosides

lutéoline 7-rutinoside,lutéoline
4’-glucoside,apigénine 7- glu-
coside,apigénine 7-rutinoside
lutéoline 7-O-glucosid luteolin-7-
glucoside lutéoline

Boudet, 2007 Savournin et
al.,2001 ; Abbaza et al., 2015 ; El
et Karakaya, 2009 ; Pereira et al.,
2007 ; Zaidi et al., 2009 ; El et
Karakaya, 2009

Flavones diosmetin-7-glucoside, diosme-
tin -7-O-glucoside diosmetin

El et Karakaya,2009 ; Moudach et
al., 2016 ; Taamalli et al., 2019

Flavonols flavan-
3-ols

rutine, quercetin catéchine El et Karakaya, 2009 ;Taamalli et
al., 2019 ;

Secoïridoïdes Oleuropéineligstroside, le dime-
thyloleuropeine et l’oleoside

Pereira et al., 2007 ; Jemai et
al., 2009 ; Kontogianni et Ge-
rothanassis,2012 ; Briante et al.
2002 ; Moudach et al., 2016 ;
Paiva-Martins, Pinto M (2008) ;
Konto giann et Gerothanassis,
2012 ; Abbaza et al., 2015 ; Per-
eira et al. 2007 ;Taamalli et al.,
2019

Tritérpénes acide oléanolique, acide masili-
nique, acide ursolique

Moudach et al., 2016 ; Taamalli et
al., 2019

Lignanes acide hydroxy- oléanolique syrin-
garesinol ; pinoresinol ; acetoxypi-
noresinol

Taamalli et al., 2019

Table 3.3 – Compostion du noyau d’olive en composés bioactifs

Classes chi-
miques

Constituants chimiques Auteurs

Acides phéno-
liques

acides cafeiques, vanillique,
féruliques, galliques, protocaté-
chiques et phydroxybenzoïques
Verbascoside Acide p-coumarique
Acide élénolique

Cioff et al., 2011 ; Obied et
al.,2005 ; Bianco et al., 2003 ;
Lesage-Meessen et al., 2001 ;
Mulinacci et al., 2001 ; Bianco et
al., 2003
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Alcools phénols Hydroxytyrosol Tyrosol Fernandez-Bolanos et al., 2002 ;
Allouche et al., 2004

Phénols
simples

Catéchol Fiorentino et al., 2003

Flavonoïdes Rutine Luteoline-7-O-glucoside
diosmetin -7-O-glucoside

Romero et al., 2002 ; Pereira et
al., 2007 ; Moudach et al., 2016 ;
Artajo et al.,2006 ; Artajo et al.,
2007

Tritérpénes Acide p-coumarique Bianco et al., 2003
Secoïridoïdes Oleuropein Nüzhenide Salidro-

side Nuzhénide oléoside Oleuro-
pein aglycone Acide élenolique

Mulinacc et al., 2001 ; Obied et
al.,2005 ; Ryan et al., 2002 ; Cioff
et al., 2011 ; Ryan et al., 2001 ;
Ammar et al., 2017

Lignanes Pinpsol et l’acetoxypinénorésinol Rubio et al., 2012 ; Servilli et al.,
2007

Table 3.4 – Composition de la pulpe epuisée d’olive en composés bioactifs

Classes phénoliques Constituants phénoliques Auteurs
Acides phénoliques Verbascoside, acid va-

nillique et caffeique
Ryan et al., 2002 ; Talhaoui et al.,
2016

Flavonoides Flavanols Luteolin-7-O-glucoside,
apigenin-7-glucoside luteo-
lin, luteolin-7-rutinoside et
apigenin7-glucoside
Luteolin, Apigenin rutino-
side, Luteolin glucoside
Diosmetin, diosmetin-7-
glucoside, et rutine

Morellò et al.2005 ; Artajo et al.,
2006 ; Artajo et al.,2007 ; Cardozo
et al., 20013 ; Sayehban et al.,
2016 ; Talhaoui et al., 2016 ; Ryan
et al., 2002 ; Talhaoui et al., 2016

Phénols simples Tyrosol, hydroxytyroso et
vanillin

Ryan et al., 2002 ; Talhaoui et al.,
2016 ; Servili et al., 2004

Secoïridoïdes
Lignanes

Oleuropéine Oleoside
3,4-DHPEA-EDA et 3,4-
DHPEA-EA Ligstroside
aglycone
Acetoxypinoresinol ; Pinore-
sinol

Cardoso et al., 2005 Morello et
al.2005 ; Alagna et al., 2012 ; Ser-
vili et al., 2004 ; Soler-Rivas et al.,
2000 ;
Obied et al., 2007 ; Oliveras López
et al., 2008 ; Goulas et al., 2012 ;
Talhaoui et al., 2016
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3.6.5 Activité antioxydante

Plusieurs auteurs étudient l’activité antioxydante des deux organes (feuilles et gri-
gnons). Tab(3.5) regroupe quelques études. Le grignon d’olive est considéré comme une
riche source de composés phénoliques présentant un large éventail d’activités biologiques.
En fait, trois aspects antioxydants sont étudiés dans les grignons d’olives ; capacité anti-
oxydante (Shahidi et Naczk, 2004), activités anti-radicalaires et des activités de piégeage
des radicaux (Lesage-Meessen et al., 2001 ; Naczk et Shahidi, 2004).

De plus, la plupart des composés phénoliques, y compris l’hydroxytyrosol glucoside,
qui peuvent avoir des activités biologiques, ne sont pas dégradés lors de l’extraction de
l’huile d’olive, ce qui est suggéré par (Cardoso et al., 2005), que le grignon d’olive issu du
système à deux phases peut être une bonne source de ces composés, tout comme la pulpe
d’olive.

Table 3.5 – Bibliographies sur les activités antioxydantes du grignon et feuilles d’olivier.

Extraits Bibliographies
Feuilles Briante et al., 2002 ; Amro et al., 2002 ; Karakaya, 2004 ;

Ferreira et al.,2007 ; Altiok et al., 2008 ; Bouaziz et al.,
2008 ; Jemai et al., 2009 ; Lee et al., 2009 ; Kiritsakis
et al.,2010 ; Castillo, et al., 2010 ; Bulotta et al., 2011 ;
Hayes et al., 2011 ; Azizollahi Aliabadi et al., 2012 ;
Brahmi et al., 2012 ; Ioanna Lafka et al., 2013 ; Peralbo-
Molina et Luque de Castro, 2013 ; Nashwa et al., 2014 ;
Marcos et al., 2014 ; Yuan et al., 2015 ; Licciardello et al.
2015 ; Xie et al., 2015 ; Sheikh et Gabr2016 ; Moudach
et al., 2016

Pulpes Amro et al.,2002 ; Ryan et al., 2002 ; Ranalli et al., 2004 ;
Shahidi et Naczk, 2004 ; Cardoso et al., 2005 ; Peschel et
al., 2006

Noyaux Amro et al., 2002 ; Cardoso et al., 2005 ; Li et al.,2007 ;
Suárez et al., 2009 ; Lee et al. 2009 ; Hayes et al., 2011 ;
Lafka,et al., 2011 ; Marcos et al., 2014 ; Licciardello et
al. 2015

3.6.6 Activité antiparasitaire

Selon la littérature, presque pas d’études sur l’activité antiparasitaire des extraits de
grignons et feuilles de l’olivier en général, et les coccidies en particulier.

Les modifications de l’absorption intestinale entraînées par les coccidioses sont étudiées
par (Turk et Stephen, 1967).
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Ces derniers montrent que l’absorption du zinc et de l’acide oléique diminue dans les
mêmes proportions pendant la phase aiguë d’une Eimeriose due à E. acervulina.

Avec Eimeria necatrix, au contraire, les modifications ne sont pas les mêmes pour les
deux substances. Enfin Eimeria brunetti ne semble pas modifier l’absorption de ces corps.
Le lieu de la multiplication parasitaire aurait donc une importance, ce qui est prévisible.
À ces troubles de l’absorption, s’ajoutent des modifications de la perméabilité intestinale
Le pouvoir pathogène d’E. acervulina est au moins la résultante de deux actions :

— directe, par modification de la structure et de l’activité intestinale entraînant des
troubles de l’absorption et de la perméabilité ;

— indirecte, par sous-consommation d’aliment et d’eau.
L’action directe est due à une destruction de l’épithélium entraînant une perte sérique et
des troubles de l’absorption. La valeur des extraits de plantes dotés d’un potentiel anti-
oxydant pour lutter contre Eimeria a fait l’objet d’une enquête en raison de l’association
de l’infection à infection coccidienne avec la peroxydation lipidique de l’ostéoporose mu-
queuse intestinale (Naidoo et al., 2008). Parmi les antioxydants naturels, ceux qui sont
liposolubles semblent être plus efficaces parce qu’ils pénètrent dans la cellule et affectent
les stades intracellulaires de l’infection du parasite coccidien. Les plantes sont signalées
comme étant les excellentes sources d’antioxydants (Abbas et al., 2012 ; Zubair et al.,
2012 ; Atawodi et al., 2013).

Les substances phytochimiques récemment identifient plusieurs types de flavonoïdes
comme anti protozoaires, principes actifs des extraits de plantes (Gherida, 2005). De plus,
de nombreuses études établissent des relations entre l’activité, la structure chimique et
le mode d’action des flavonoïdes ainsi que le niveau d’absorption et leur biodisponibilité
(Kerboeuf et al., 2008 ; Tasdemir et al., 2006).

Table 3.6 – Bibliographies sur l’activité antiparasitaire du grignons et feuilles d’olivier

Extraits Bibliographies Parasite
Feuilles De pablo et al., 2010 ; Bahmani et al., 2014 ; Limnatis nilotica E. tenella
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en teneurs phénoliques et activités antioxydantes 4.1. Matériels et méthodes

Les molécules d’intérêt peuvent être récupérées en ayant recours à l’extraction liquide-
solide. La méthodologie de surface de réponse (MSR) contribuera à une meilleure com-
préhension de l’effet et de l’interaction des paramètres opératoires permettant une opti-
misation de l’opération : une maximisation de l’extraction des composés phénoliques à
partir des co-produits et une minimisation du temps et de la consommation de solvant.

4.1 Matériels et méthodes

Ce chapitre présente le matériel et les méthodes adoptées au support végétal ( feuille,
pulpe et noyau) de l’espèce Olae europea L var, Chemlal.

4.1.1 Produits chimiques et standards

Tous les produits chimiques et standards utilisés au cours de cette étude sont men-
tionnés en (Annexe C).

4.1.2 Support végétal

Le grignon utilisé au cours de ce travail, est d’origine de Sidi-Aich (Bejaia) mais récu-
péré d’une huilerie située à Bouira. Cette huilerie fonctionne avec un système traditionnel.
Quant aux feuilles, elles sont de la même provenance et de la même variété.

4.1.2.1 Description du dispositif expérimental

Ce dispositif schématise la conduite expérimentale du support végétal :
— L’extraction des composés phénoliques par la méthode EAMS (Extraction Assistée

par Micro-ondes avec Solvant). Le solvant utilisé est l’éthanol à 99% de pureté.
Quantification des teneurs de ces composés par HPLC–ESI-MS et analyse des
poudres par MEB.

— Les dosages effectués des molécules bioactives (polyphenols flavonoïdes et tanins)
sont exprimés en mg GAE/g MS, mg QE/g MS et mg CE g/ MS, respectivement.

— Évaluation du pouvoir antioxydant par des méthodes spectrophotométriques com-
plémentaires :
— Méthode du piégeage du radical libre DPPH (1,1 -diphenyl-2-picrylhydrazil)

(Willian-Brand et al., 1995) est la plus simple à réaliser in vitro. Le DPPH
est largement employé pour évaluer le balayage de divers produits naturels et
considéré comme un composé modèle pour les radicaux libres produits dans la
peroxydation lipidique.
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— Méthode qui consiste à la réduction du radical-cation coloré (acide 2’ 2 azobis
3 éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) connu sous le nom d’ABTS.+ (Re et al.,
1999).

— Méthode de réduction de fer (Oyaizu, 1986) est une technique indicatrice de
la présence des effets réductifs de l’anion hexacyanoferate (III) [Fe(CN)6]3- à
l’anion hexacyanoferate (II) [Fe(CN) 6]4-.

— Molybdate d‘ammonium repose sur la réduction des molybdates en molybdène
en présence des extraits en donnant une coloration verte détectable par l’UV à
une longueur d’onde de 695nm (Prieto et al., 1999).

— TBARS, le test de l’acide 2-thiobarbiturique repose sur la formation d’un com-
plexe de couleur rose résultant de la réaction entre une molécule de malonaldé-
hyde et deux molécules d’acide thiobarbiturique. Le complexe formé absorbe à
532-535 nm (Devassagayam et al., 2003).

Enfin, traitement et analyse statistique des résultats obtenus.

4.2 Etude phytochimique

La préparation des échantillons est d’une importance capitale pour toute analyse fiable
et valorisation signifiante.

4.2.1 Préparation des échantillons

Pour la facilité et l’efficacité de l’extraction des composés biochimiques à partir des
co-produits oléicoles (feuilles, pulpe et noyau), deux opérations sont effectuées : séchage
et broyage.

4.2.1.1 Séchage et broyage

Les feuilles et les noyaux sont bien lavés à l’eau distillée pour enlever toutes les impu-
retés, par contre la pulpe épuisée sous forme pâteuse n’a pas subi de lavage. Le séchage
du grignon (pulpe et noyaux) est effectué à l’air libre et à l’ombre, à une température
ambiante tout en respectant l’épaisseur de la couche qui ne doit pas dépasser 1cm pour
une bonne circulation de l’air, la qualité des plateaux d’étalement et l’endroit afin d’éviter
qu’ils soient contaminés par la poussière ou par le sol (Fig 15). Il est à noter qu’il faut
retourner les échantillons afin d‘accélérer le séchage (FAO, 2002). Concernant la feuille,
le séchage est effectué en deux étapes, d’abord un pré-séchage à l’air libre pour éliminer
l’excès d’eau, puis séchage à l’étuve à une température de 35◦C afin de protéger la teneur
en principes actifs de l’oxydation légère.
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Figure 15 – Séchage et broyage (traditionnel) Pulpe (A) et noyau (B) d’olivier .Feuille
(C) (double séchage)

4.2.2 Détermination de test d’humidité

La teneur en eau est déterminée par la méthode décrite par (Doymaz et al., 2004).
Une prise d’essai de 1 g de poudre de (noyau, pulpe et feuilles) est séchée séparément dans
une étuve ventilée (Memmert type-ONE 7, Schutzart DIN EN 60529-IP 20. Germany) à
103◦C ± 2◦C jusqu’à l’obtention d’un poids constant. La teneur en eau (H%) est exprimée
selon l’équation suivante :

H% = m1 −m2

m1
∗ 100 (4.1)

H(%) :Taux d’humidité en pourcentage.
m1 : masse de la prise d‘essai avant la dessiccation (g).
m2 : masse de la prise d‘essai après la dessiccation (g).

MS = 100−H% (4.2)

MS : Matière Sèche.
Après confirmation de test d’humidité, les échantillons séchés sont broyés à l’aide d’un

broyeur traditionnel (Fig 15) et tamisés avec un système de tamisage électrique à porosité
descendante (Retsch AS200), φ ≤500µm, φ ≤ 250µm et φ ≤ 125µm et seule la fraction
optimisée est retenue. Chaque poudre est conservée dans des flacons opaques hermétiques
à l’abri de la lumière jusqu’à l’utilisation.

4.2.2.1 Détermination de l’activité de l’eau (AW)

L’activité de l’eau de la poudre est mesurée à 21,5 ; 23,4 et 25,5◦C pour la pulpe, feuille
et noyau, respectivement avec un hygromètre à capteur de type capacitif (HygroPalmAW1,
Rotronic) (Fig 16). Un poids de 2 à 4 g d’échantillon est placé dans une petite coupelle
dans l’appareil. Après la stabilisation des mesures, l’activité de l’eau de l’échantillon est
lue.
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Figure 16 – Hygromètre

4.3 Concept expérimental

La technologie d’Extraction Assistée par Micro-ondes, appelée EAM (microwave assis-
ted extraction), s’applique dans les mêmes secteurs que les méthodes classiques. Appliquée
à l’extraction de produits naturels, cette technologie innovatrice et écologiquement ration-
nelle favorise le développement durable dans la bio-économie (Aimesther, 2008).

Les plans d’expériences permettent d’organiser au mieux les essais qui accompagnent
une recherche scientifique ou des études industrielles. Ils sont applicables à de nombreuses
disciplines et à toutes les industries à partir du moment où l’on recherche le lien qui existe
entre une grandeur d’intérêt « y » et des variables « xi». Avec les plans d’expériences, on
obtient le maximum de renseignements avec le minimum d’expériences (Goupy, 2006).

La conception composite centrale (CCD) se prête bien au déroulement séquentiel d’une
étude. La première partie de l’étude est un plan factoriel complet ou fractionnaire complété
par des points centraux. Pour vérifier la validité d’un modèle PDAI (termes du premier
degré et termes d’interactions), il faut que les tests de validation soient positifs (la réponse
mesurée au centre du domaine est statistiquement égale à la réponse calculée au même
point), donc l’étude s’achève le plus souvent, mais s’ils sont négatifs, on entreprend des
essais supplémentaires pour établir un modèle du second degré.

Les essais supplémentaires sont représentés par des points d’expériences situés sur les
axes de coordonnées et par de nouveaux points centraux. Les points situés sur les axes
des coordonnées sont appelés les points en étoile (Goopy et ghrighton, 2005).
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4.3.1 Optimisation par la méthodologie de surface de réponse

Développés dans les années 30 par (Fisher, 1935), les plans d’expériences sont une
démarche rigoureuse basée sur la statistique qui conçoit un plan avec le minimum d’essais
possibles.

La méthodologie de surface de réponse (MSR) permet d’augmenter le nombre de fac-
teurs à étudier, modélisant les réponses, quantifiant les interactions qui ont lieu entre les
paramètres opératoires et assurant une prédiction et une optimisation des réponses.

Cette méthodologie est une combinaison de plan d’expérience statistique, de modélisa-
tion empirique et de techniques d’optimisation mathématiques employées pour améliorer
la performance des processus et des produits (Myers et Montgomery, 2001). Elle vise à
proposer des formulations analytiques explicites des résultats d’un système dans le but
de réaliser des calculs de fiabilité.

4.3.2 Plan Composite Central Design (CCD)

La grandeur mesurée suite à une expérience donnée est appelée réponse, alors que le
paramètre opératoire utilisé est connu sous le nom de facteur ou variable. Pour étudier
un facteur donné, on délimite son domaine de variation entre deux valeurs codées -1 et
+1 qu’on nomme niveaux bas et haut, respectivement. Un plan factoriel, nommé aussi
plan complet est créé lorsqu’au moins un essai de chaque combinaison des deux niveaux
de facteurs est réalisé. Le plan composite centré (CCD) ou « Box-Wilson design » est
conçu par (Box et Wilson, 1951). Les variables indépendantes sont donc codées aux cinq
niveaux cités : −α, -1, 0, +1 et +α. Le nombre d’essais à réaliser est égal à 2n (pour le
plan factoriel complet) + 2n points étoiles (pour les points axiaux) + points au centre
(répétitions au niveau (0,0,0) (n est le nombre de facteurs).

4.3.3 Application du plan d’expérience

L’optimisation de la méthode d’extraction est réalisée en employant le plan de CCD de
trois niveaux, pour évaluer l’effet combiné de quatre variables indépendantes : % solvant,
le temps, la puissance et le ratio (solide /liquide) qui sont désignés par X1, X2, X3 et
X4, respectivement. Les études préliminaires effectuées selon le dispositif illustré (Fig 17),
permettent d’évaluer et de déterminer les niveaux bas et haut pour les variables influen-
çant l’extraction des composés phénoliques. Ces derniers sont illustrés dans le tableau
(4.1). Cette étape est réalisée en fixant tous les paramètres et n’en fait varier qu’un seul.
L’effet de chaque paramètre est évalué individuellement par la détermination de la teneur
en polyphenols totaux. Les valeurs constantes des quatre paramètres sont mentionnées
dans le tableau (4.1).
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À la fin de l’étude préliminaire et en se basant sur les résultats obtenus, les paramètres
ou les variables sont codées comme suit : -1, 0 et +1 selon (Eq 4.3)

xi = (Xi −X0)
∆X (4.3)

Où xi : valeur codée du paramètre X
Xi : valeur brute pour la variable
X0 : valeur brute pour la variable X au point central
∆X : valeur de changement d’échelon de X X0.

Les valeurs réelles et codées pour l’EAM sont indiquées dans le tableau (4.1).

Table 4.1 – Niveaux codés et réels des quatre variables pour l’extraction assistée par
micro-ondes .

Variable Valeurs codées et réelles
-1 0 +1

EN EP EN EF EP EN EF EP EN
EtOH(%) X1 20 40 20 40 60 50 60 80 80
Temps
(sec ;min)

X2 45 60 60 60 120 90 75 180 120

Puissance
(w)

X3 700 300 300 800 500 600 900 700 900

Ratio
(g/ml)

X4 10 30 20 20 40 30 30 50 40

EtOH : Ethanol, EF : Extrait de feuille, EP : Extrait de pulpe, EN : Extrait du noyau.

Sur la base des résultats expérimentaux à facteur unique, les principaux facteurs d’in-
fluence sont sélectionnés (Fig17). Par l’utilisation des trois valeurs précédemment citées
pour chaque variable et en se basant sur l’approche de conception composite centrale
(CCD), un plan de 30 combinaisons de facteurs dont six essais au niveau du point central
est conçu. L’analyse de régression des données pour ajuster une équation polynomiale du
deuxième ordre (modèle quadratique : modélisation) est effectuée selon l’équation géné-
rale suivante (Eq 4.4) qui est ensuite utilisée pour prédire les conditions optimales du
processus d’extraction.

y = β0

k∑
i=1

βiXi +
k∑

i=1
βiiX

2 +
k∑

i>j

βijXiXj + E (4.4)

Où y : représente la grandeur d’intêret (la réponse : rendement en CPT) ; β0est le coef-
ficient constant ; βi βii et βij sont les coefficients des limites linéaires, quadratiques et
interactives, respectivement ; Xi Xj sont les variables indépendantes codées et E : l’erreur
expérimentale. Ces paramètres sont étudiés de manière à optimiser une réponse : Le taux
des polyphenols totaux.
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Le logiciel utilise ce modèle quadratique pour construire des surfaces de réponse. L’adé-
quation du modèle est déterminée en évaluant le manque d’ajustement, le coefficient
d’ajustement de (R2) et la valeur d’essai de Fisher (valeur F) obtenus à partir de l’ana-
lyse (ANOVA) générée par le logiciel. Signification statistique du modèle et les paramètres
du modèle sont déterminés au niveau de probabilité de 5 % (p = 0,05). Afin de visualiser
la réponse et les niveaux expérimentaux de chaque facteur et de déduire les conditions
optimales, les coefficients de régression sont utilisés et les équations polynomiales sont
présentées sous forme de courbes de surface. Pour vérifier l’adéquation du modèle, des
expériences supplémentaires sont réalisées dans les conditions optimales prévues et les
résultats expérimentaux obtenus sont comparés aux résultats prédits.

Figure 17 – Procédure expérimentale à facteur unique (étude préliminaire) pour le
MAE, CPT : composés phénoliques totaux F-C : Folin Ciocalteu

(Dahmoune et al., 2014)
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4.3.4 Procédure de l’extraction assistée par micro-onde (MAE)

Un four à micro-ondes domestique (Samsung Modèle NN-S674MF, Kuala Lumpur,
Malaisie) avec des dimensions : cavité de 22,5 cm * 37,5 cm * 38,6 cm et une fréquence
de fonctionnement de 2450 kHz est emprunté pour l’extraction des composés phénoliques.
L’appareil est équipé d’un système de commande numérique pour temps d’irradiation et
puissance micro-ondes (réglable de 100 à 900 W). Le four est modifié afin de condenser
dans l’échantillon les vapeurs générées lors de l’extraction pour obtenir un volume d’échan-
tillon constant (Fig 18). Pour l’extraction, un gramme (1g) de l’échantillon en poudre est
placé dans une fiole jaugée volumétrique de 250 mL contenant le solvant d’extraction
(20mL). Le mélange est irradié sous variation du pourcentage d‘ethanol dans le mélange,
du temps d’irradiation, de la puissance micro-onde et du rapport solvant/solide. Après
extraction, chaque échantillon est laissé refroidi dans un bain d’eau froide puis centrifugé
à 10 000 tr/min, et enfin filtré à travers le papier Whatman (N◦1 et N◦3) avec l’entonnoir
de Büchner. Les extraits sont stockés dans des flacons ombrés à 4◦C jusqu’à leur utili-
sation : détermination des CPT et analyse de l’activité antioxydante dans les conditions
optimales.

Figure 18 – Appareillage d’un four micro-onde utilisé pour l’E.A.M
(Photo de 3BS-Lab)

30 essais pour chaque extrait sont réalisés avant d’obtenir l’optimum, puis nous avons
procédé à l’extraction dans les conditions optimales obtenues (Hayat et al., 2009).

4.3.5 Facteurs influençant le rendement des CPT

Comme toute autre technique d’extraction de composés bioactifs, l’EAM est fondée
sur la connaissance des paramètres affectant la nature et la cinétique du transfert de
masse du solide au solvant. Les paramètres les plus étudiés sont : le temps d’extraction,
la puissance des micro-ondes,la concentration du solvant et le type de solvant (Li et al.,
2012).
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La cinétique d’extraction des polyphenols à partir d’un matériel végétal est présentée
dans de nombreuses études (Silva et al., 2006 ; Spingo et al., 2007). Ce processus est divisé
en deux phases (Herodez et al.. 2003), une phase rapide qui est expliquée par le fait que
les solutés sont présents sur des sites superficiels de la matière première, et une phase lente
correspondant à la diffusion moléculaire des solutés à partir des sites internes à travers
des pores (Herodez et al., 2003 ; Spingo et al., 2007).

Par conséquent, de nombreux paramètres ont une influence sur la cinétique d’extrac-
tion : le coefficient de diffusion des constituants solubles des superficies, le coefficient de
diffusion des constituants des sites profonds, le coefficient de partage de soluté (entre le
solvant et le solide), la surface totale mise en contact avec le solvant, le volume de solvant
et les dimensions et la géométrie des particules solides (Spingo et al., 2007).

4.3.5.1 Choix du solvant

Un choix correct du solvant est fondamental pour obtenir un processus d’extraction
optimal des antioxydants. Lors du choix du solvant, il faut tenir compte des propriétés
d’absorption des micro-ondes du solvant, l’interaction du solvant avec la matrice et la
solubilité de l’analyte dans la matrice solvant.

Les solvants polaires et non polaires peuvent être utilisés dans l’extraction par micro-
ondes (Upadhyay et al., 2012) et les solvants organiques sont les plus utilisés (Escribano-
Bailon et Santos-Buelga, 2003). Si la molécule de solvant n’est pas capable d’absorber
l’énergie des micro-ondes, il n’y aura pas de chauffage et donc aucune extraction efficace
(Eskilsson et Björklund, 2000).

Dans notre étude, le choix de l’éthanol comme solvant est basé sur sa faible toxicité afin
de réduire son impact sur les coccidies (parasites protozoaires) qui sont la piéce maîtresse
de l’étude.

4.3.5.2 Concentration de solvant

Les concentrations de l’éthanol utilisées (0,20, 40, 50, 60,80 et 100 % (v/v)). La
meilleure concentration de solvant est choisie en se basant sur le rendement le plus élevé
en polyphenols mg EAG/g de la matière sèche. Seul l’intervalle de (20, 40, 50, 60 et 80%
(v/v)), est étudié

4.3.5.3 Temps de l’extraction

Le temps d’extraction est un autre paramètre principal dans la procédure d’extraction
des composés phénoliques, il peut varier de quelques minutes à 24 heures (Lee et al.,
2005) selon la méthode utilisée. La durée du chauffage est un autre facteur important qui
influence le processus d’extraction de l’EAM.
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Généralement, la quantité d’analyte extraite peut être augmentée avec une augmenta-
tion du temps d’extraction, mais il y a un risque associé de dégradation des composants
thermolabiles (Mandal et al., 2007).

Souvent, 15 à 20 minutes suffisent, mais même 40 et 43 secondes sont démontrées
pour avoir donné d’excellents rendements (Hayat et al., 2009 ; Afoakwah et al., 2012).
Des périodes de temps variables sont nécessaires pour l’extraction de différentes matrices.

Ainsi, l’impact du temps d’extraction (15 ; 30 ; 45 ; 60 ; 75 ; 90 ; 120 minutes) pour
l’EF ; (30 ; 60 ; 90 ; 120 ; 150 ; 180 ; 210 secondes) pour l’EP ; (30 ; 60 ; 90 ; 120 ; 150 ;
180 minutes) pour l’EN sur les polyphenols est étudié. L’extraction est accomplie en
appliquant la meilleure concentration du solvant et la meilleure puissance. Le meilleur
temps d’extraction est choisi sur la contenance la plus élevée de l’extrait en polyphenols
exprimés en mgEAG/g de matière sèche.

4.3.5.4 Puissance d’extraction

En général, le rendement d’extraction augmente proportionnellement à l’augmentation
de la puissance des micro-ondes (Nemes et Orsat, 2011 ; Li et al., 2012), jusqu’à une
limite avant que l’augmentation ne devienne insignifiante ou en baisse en raison de la
dégradation des composés sensibles à la chaleur (Xiao et al., 2012). L’énergie micro-ondes
fournit un chauffage localisé dans l’échantillon et agit comme une force motrice pour que
MAE détruise la matrice de la plante afin que l’analyte puisse se diffuser et se dissolver
dans le solvant (Chan et al., 2011). Dans cette étape, les deux paramètres précédents :
% solvant et le temps d’extraction sont fixés tout en variant la puissance (100, 300, 500,
700,800 et 900w). La meilleure puissance est choisie sur la base de la valeur la plus élevée
en polyphenols totaux mg GAE/g de la matière séche.

4.3.5.5 Ratio solide/liquide

Le volume du solvant nécessaire pour un seul échantillon est souvent de l’ordre de
10 à 30 ml. Dans certains cas, le volume peut être un paramètre important pour une
extraction efficace. Il doit être suffisant pour assurer l’immersion complète de l’échantillon,
en particulier en présence d’une matrice qui va gonfler pendant le processus d’extraction
(Eskilsson et Björklund, 2000).

Ainsi, nous avons procédé à la détermination du ratio (liquide/Solide), en fixant le
solide (1g de la poudre de (feuille, pulpe et noyau) et en variant le liquide (éthanol-eau)
10, 20, 30, 40 et 50 ml. Les autres paramètres déterminés précédemment (concentration
de l’éthanol, temps et puissance sont fixés). Le meilleur ratio d’extraction est choisi sur
la base de la valeur la plus élevée en polyphenols totaux mg EAG/g de la matière sèche.
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4.4 Analyse chromatographique des optimums
des extraits par (HPLC-ESI-MS)

L’identification des composés phénoliques des extraits de feuille, pulpe et noyau d’oli-
vier est obtenue par chromatographie en phase liquide à très haute performance et spec-
trométrie de masse avec ionisation par electrospray (UPLC-ESI-MS). L’équipement est
un spectromètre de masse Xevo G2 composé d’un anhexapole, d’une cellule de collision
et d’un analyseur de temps de vol (QTOF) fourni par Waters (Milford, MA, USA).

La sonde d’electrospray est utilisée en mode positif (ESI+) et négatif (ESI-) ainsi
qu’en mode analyseur de sensibilité. La plage de masse considérée est de 10 à 1 000 Da.
La tension corona est de 2,5 kV pour (ESI+) et de 0,5 kV pour (ESI-). La tension du cône
d’échantillonnage est optimisée entre 20 et 50 V.

Enfin, 30 V est choisi pour le dépistage parce que plus de pics sont détectés. Les autres
paramètres MS sont les suivants : la température à la source est de 150 ◦C, la température
du gaz de désolvatation de 450 ◦C et le débit du gaz de désolvatation de 650 Lh-1. Le
mode MSE est sélectionné pour l’acquisition et l’énergie de la rampe de collision de 5 à
40 V est utilisée.

Le logiciel MassLynx v.4.1 (Waters, Milford MA, USA) est utilisé pour analyser les
échantillons et CromaLynx (Waters, Milford MA, USA) est utilisé pour déconvolution-
ner le spectre. Les données quantitatives pour les composés phénoliques des extraits de
feuille, pulpe et noyau d’olive sont obtenues par des courbes d’étalonnage établies à partir
d’étalons connus.

4.5 Analyse des poudres par microscopie électronique
à balayage (MEB)

Avant l’analyse par la MEB, les poudres (non extraites et résiduelles après chaque
extraction par EAM effectuée dans des conditions optimales) sont récupérées et séchées
dans une étuve jusqu’à l’obtention d’une masse constante à 60◦C.

La MEB détermine la caractérisation morphologique de la microstructure (Mustafa et
Turner, 2011) de la poudre afin d’évaluer l’effet de la méthode d’extraction sur la taille des
pores de la paroi végétale ; à cette fin, des images avant et après le processus d’extraction
sont visualisées.

Les particules des poudres séchées sont fixées sur le support spécifique du film de
carbone, puis recouvertes d’or pendant 10 min au moyen d’un dispositif d’induction par
pulvérisation.
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Les caractères de forme et de surface sont observés en utilisant un détecteur d’électrons
secondaires gazeux (GSED) avec mode environnement (ESEM) (figure 19).

Figure 19 – Photo du microscope electronique à balayage(MEB)

4.6 Déterminations analytiques

4.6.1 Teneur totale en composés phénoliques (CPT)

Le dosage des composés phénoliques totaux est réalisé par la méthode de Folin-
Ciocalteu (Georgé et al., 2005). Le réactif Folin-Ciocalteu est un agent oxydant constitué
d’hétéropolyphospho tungstate molybdate. Il oxyde les phénolates, réduisant les acides
hétéropolyliques en un Mo-W bleu. L’ensemble des composés phénoliques est oxydé par
le réactif de Folin-Ciocalteu. Ce dosage repose sur une réaction de réduction, en milieu
alcalin, d’une solution jaune de complexes polymériques ioniques formés à partir d’acides
phosphotungstiques (H3PW12O40) et phosphomolybdiques (H3PMO12O40) en un com-
plexe bleu de molybdo-tungstènes (W8O23) par les phénols présents dans l’extrait à doser
(Boizot et Charpentier, 2006) (figure 20).
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Figure 20 – Protocole du dosage des polyphenols
(Georgé et al., 2005)

La coloration bleue du complexe tungstomolybdique réduit du mélange réactionnel est
alors proportionnelle à la concentration en polyphenols des solutions testées. Une gamme
étalon est réalisée en utilisant l’acide gallique, à des concentrations de 20 -100 µg/ml
dans l’éthanol (R2=0,998). La teneur en phénols totaux est exprimée en milligrammes
équivalent d’acide gallique par gramme de matière sèche (mg EAG/gms) (Annexe D).

4.6.2 Flavonoïdes totaux

Le dosage des flavonoïdes totaux est effectué par une méthode colorimétrique selon
(Quettier-Deleu et al., 2000). Les flavonoïdes possèdent un groupement hydroxyle (OH),
libre en position cinq (C5), susceptible de donner en présence du chlorure d’aluminium
un complexe jaunâtre, par chélation de l’ion aluminium (Alş+), dont sa concentration est
proportionnelle à la quantité de composés présents dans les extraits (Djeridane et al.,
2006).

1 ml de la solution de chlorure d’aluminium à 2% est ajouté à 1 ml d’extrait. Après
incubation de ce mélange pendant 10 min et à température ambiante, l’absorbance est
mesurée à 415 nm (figure 21).
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Figure 21 – Protocole du dosage des flavonoïdes
(Quettier-Deleu et al., 2000)

Une gamme étalon est réalisée en utilisant la quercetine, à des concentrations de
l’ordre de mg/ml dans le méthanol (R2=0,993). La teneur en flavonoïdes est exprimée en
milligrammes (mg) d’équivalents quercetine par gramme (g) de matière sèche (mg EQ/g
MS). Le blanc est préparé en parallèle, présenté par le solvant d’extraction en suivant les
mêmes conditions expérimentales.

4.6.3 Tanins condensés (proanthocyanidins)

La méthode basée sur le dosage butanol/HCl est suivie avec de légères modifications
(Vermerris et Nicholson, 2006). 250 µl d’extrait sont mélangés à 2,5 ml d’une solution
d’acide de sulfate ferreux [77 mg de sulfate d’ammonium ferrique :Fe2(SO4)3 dissous
dans 500 ml de (3 :2 n-butanol : HCl)]. Après mélange et incubation à 95◦C pendant 50
minutes, l’absorbance à 550 nm est mesurée par rapport à un blanc. Les tanins condensés
sont calculés en fonction de la formule suivante (Eq 4.5)

CTC = (A550nm ∗ FD ∗MW )
εL

(4.5)

Où DF : Facteur de dilution
MW : Poids moléculaire de la cyanidine (287 g/mol)
ε : Coefficient d’extinction moléculaire (34700 l/mol/cm)
L : L’épaisseur de la cellule du spectrophotomètre (1cm)
A : L’absorbance de l’échantillon à une λ= 550 nm.

Les tanins condensés sont exprimés en mg d’équivalents cyanure (CE) par g de matière
sèche (MS).
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4.7 Détermination de l’activité antioxydante

Il ressort clairement de l’analyse documentaire qu’une seule méthode ne suffit pas pour
caractériser les effets in vitro et in vivo de l’activité antioxydante, et ne peut donner une
prédiction complète de l’efficacité de cette dérniére. Il existe de nombreuses méthodes qui
diffèrent sur le plan de leurs principes d’analyse et de leurs conditions expérimentales et
les antioxydants ont des contributions différentes au potentiel antioxydan total. Pour cette
raison, l’utilisation de plusieurs tests antioxydants complémentaires est utile afin d’évaluer
le potentiel antioxydant des extraits (Ksouri et al., 2009). Pour cela, nous avons choisi
la méthode DPPH, ABTS, FRAP, Molybdate d’ammonium et Peroxydation lipidique
(TBARS) pour la facilité de mise en œuvre et pour l’évaluation de l’activité antioxydante
de nos extraits afin de généraliser les résultats.

4.7.1 Test DPPH

La méthode DPPH est introduite il y a près de 50 ans par (Molyneux, 2004) et est
largement utilisée pour tester la capacité des composés à agir comme radicaux libres ou
donneurs d’hydrogène, et pour évaluer la capacité antioxydante.

Le composé chimique 1, 1 d diphényle-2-picrylhydrazyle fut l’un des premiers radicaux
libres utilisés pour étudier la relation : structure-activité antioxydante des composes phé-
noliques (Brand-Williams et al., 1995). Il possède un électron non apparié sur un atome
du pont d’azote (figure 22) (Popovici et al., 2009). Du point de vue méthodologique, le
test au radical libre DPPH . est recommandé pour des composés contenant des groupes
SH-, NH- et OH- . Il se réalise à température ambiante, ce qui élimine tout risque de
dégradation thermique des molécules thermolabiles.

Le principe de cette méthode est basé sur la mesure du piégeage des radicaux libres
de DPPH (1,1-Diphényle-2-picrylhydrazyl de couleur violette). En présence de molé-
cules dites antioxydantes, le DPPH est transformé en sa forme réduite (diphényle picryl-
hydrazine : de couleur jaune), après saturation de ses couches électroniques par un an-
tioxydant, ce qui conduit à une diminution de l’absorbance (Mansouri et al., 2005). La
décoloration du DPPH est directement proportionnelle à la capacité des molécules bioac-
tives à le réduire.

Le paramètre CI50 est introduit par (Brand-Williams et al., 1995) et est employé par
plusieurs chercheurs, il définit la concentration efficace du substrat qui cause la réduction
de 50% de l’activité de DPPH (Brand-Williams et al., 1995 ; Ložienne et al., 2007 ; Chew
et al., 2009).
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La solution DPPH est préparée par solubilisation de 4mg du standard dans 100ml de
méthanol selon l’analyse décrite par (Brand-Williams et al., 1995). Différentes concentra-
tions sont préparées (mg/ ml) et testées pour déterminer la quantité en CPT qui réduit
de 50% la concentration initiale du DPPH (CI50).

Brièvement, 2 mL de la solution diluée de DPPH (Absorbance de 0,8 ± 0,02) sont
ajoutés à 50 µl d’extrait. Après incubation de 30 min et à l’obscurité, la variation de
l’absorbance est déterminée à 517 nm.
La décoloration est par rapport au contrôle négatif qui contient uniquement la solution
DPPH et le contrôle positif est représenté par des standards ou étalons (Acide gallique ;
Quercetine ; Oleuropéine) comme antioxydants synthétiques, testés à différentes concen-
trations (mg/ml) et pratiqués dans les mêmes conditions opératoires que celles des échan-
tillons serviront à la quantification de l’activité antioxydante.Toutes les opérations sont
réalisées en triplicata.
Les résultats sont exprimés en pourcentage (%) d’inhibition du radical DPPH et calculés
selon l’équation (Eq 4.6) suivante

%d′inhibition du DPPH = Abs contrôle− Abs échantillon
Abs contrôle ∗ 100 (4.6)

Où : Abs contrôle est l’absorbance de mélange du radical DPPH à t = 0 min ; Abs
échantillon est l’absorbance du radical DPPH en présence de l’extrait à t= 30 min.

Figure 22 – Mécanisme réactionnel entre l’espèce radicale DPPH et l’antioxydant (AH)
(Molyneux, 2004)

Valeur CI50 est obtenue par analyse de régression linéaire de la courbe dose-réponse
entre % d’inhibition et les concentrations de l’extrait. Plus CI50 faible, plus l’activité anti
radicalaire (antioxydante) est élevée.
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4.7.2 Test ABTS

La méthode est basée sur l’aptitude des molécules antioxydantes d’étancher la longue
durée de vie du radical cation ABTS.+ (Kumaraswamy et Satish, 2008). L’obtention du
radical cation ABTS.+résulte du contact de l’ABTS avec une enzyme de peroxydation
(peroxydase metmyoglobine ou horseradish peroxydase) en présence de H2O2 ou d’un
oxydant (oxyde de manganèse ou persulfate de potassium) ( ; Re et al., 1999 ; Benavente-
Garcıa et al., 2000). Lors de la mise en œuvre de ce test, l’ABTS incolore est préalablement
oxydé avec du persulfate de potassium (K2S2O8) à température ambiante pour former
le radical cationique ABTS+. (2ť-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) de co-
loration bleu-vert. Ce dernier est formé par arrachement d’un électron (e−) à un atome
d’azote de l’ABTS. En présence de standard comme trolox (ou antioxydant) donneur de
H ), l’atome d’azote concerné piège un H , conduisant à ABTS+, ce qui entraîne la dé-
coloration de la solution qui se traduit par son passage à la forme non radicalaire, après
saturation de ses couches électroniques par un antioxydant (Re et al., 1999).

Deux (2) volumes de l’étalon (ABTS) à 7mM sont mélangés à 1volume de persulfate
de potassium (K2S2O8) à 2,45 mM préparés dans l’éthanol et laissés à l’obscurité à une
température ambiante pendant 12 à 16 h avant l’utilisation ; cette solution est ensuite été
diluée avec de l’éthanol pour obtenir une absorbance de 0,700±0,02 et équilibrée à 30 ◦C.
1ml (ABTS.+) est additionné à 10µl d’extrait puis vortexé ; et après 6 minutes de réaction,
l’absorbance à 734 nm est déterminée. Pour chaque essai, l’éthanol est utilisé comme
blanc et la CI50 (mg/ml0) est déterminée par la courbe de régression. Le pourcentage
d’inhibition est calculé selon l’équation (Eq 4.7) :

AOX% = (Acontrol˘Aextrait)/Acontrol) ∗ 100 (4.7)

Où
Acontrol : l’absorbance du témoin (solution ABTS.+ sans échantillon à analyser Aextrait :
l’absorbance de l’échantillon à analyser à t =6min. Toutes les opérations sont réalisées en
triplicata.

4.7.3 Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur des extraits est évalué selon la méthode décrite par (Oyaizu,
1986) (figure 23). La méthode est basée sur la réaction de réduction du Fe3+ présent dans
le complexe ferrocyanure de potassium en Fe2+, la réaction est révélée par le virement de
la couleur jaune du fer ferrique (Fe3+) en une couleur bleu-vert du fer ferreux(Fe2+).
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Figure 23 – Protocole du pouvoir réducteur
(Oyaizu,1986)

L’augmentation de l’absorbance dans le milieu réactionnel indique l’augmentation de la
réduction de fer. L’acide gallique ; quercetine et oleuropéine sont utilisés comme contrôles
positifs. Toutes les opérations sont réalisées en trois répétitions

La concentration CI50 qui est définie comme la concentration des antioxydants néces-
saire pour réduire 50% de la concentration initiale du thiocyanate ferrique, est un indice
utilisé pour comparer et exprimer la puissance des capacités réductrices des substances
bioactives.

4.7.4 Test de molybdate d’ammonium

Le test du pouvoir réducteur phosphomolybdate est un essai direct employé princi-
palement pour mesurer la puissance des antioxydants non enzymatiques. Il est basé sur
la réduction des molybdates (VI) en molybdène (V) en présence des extraits à tester,
conduisant à la formation d’un complexe phosphate/Mo (V) de coloration verte détec-
table par l’UV à une longueur d’onde de 695nm à pH acide selon la méthode de (Prieto
et al., 1999) (Fig 24).

85



Extraction, optimisation, caractérisation
en teneurs phénoliques et activités antioxydantes 4.7. Détermination de l’activité antioxydante

Figure 24 – Protocole du test phosphomolybdènique
(Prieto et al.,1999)

Le blanc est le solvant d’extraction (Ethanol) à 0,2 ml. La capacité antioxydante est
exprimée en DO et en équivalents de l’acide gallique en mg/ml d’extrait. CI50 est déduite
à partir de la courbe de régression du contrôle positif à différentes concentrations.

4.7.5 Test de la peroxydation lipidique (TBARS)

Le MDA est un indice de la peroxydation lipidique globale. La méthode est basée sur la
détection spectrophotométrique du complexe entre le MDA et l’acide 2-thiobarbiturique
(TBA) (Fig 25). Le complexe MDA-TBA présente un maximum d’absorption à 532 nm
(Devassagayam et al., 2003). Deux molécules de TBA se fixent sur une molécule de MDA,
à 95- 100◦C en milieu acide pour donner un complexe de couleur rose.

Figure 25 – La réaction de la formation du chromophore entre MDA et TBA
MDA : malondialdehyde ; TBA : acide 2-thiobarbiturique (Laguerre et al., 2007)

La méthode de (Choi et al., 2002) utilisant une induction de la peroxydation lipidique
par le couple acide ascorbique/sulfate de fer (réaction de Fenton) est adaptée pour cet
essai.
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-À 600 µl d’extraits (EN ; EP ; EF), sont ajoutés respectivement -300µl de solution
tampon Tris-HCl (pH 7,5 ; 20 mM), -500 µl d’acide linoléique (20 mM) et -100 µl de sulfate
de fer (4 mM). La peroxydation débute après addition de 100 µl d’acide ascorbique (5
mM). Le mélange réactionnel obtenu est incubé au bain marie à 37◦C pendant 60 minutes.
Après cette étape, 2 ml de TCA (10 %) sont ajoutés dans tous les tubes. Ensuite, à 1 ml
d’aliquote recueilli dans chacun des mélanges réactionnels préparés auparavant, est ajouté
1 ml de TBA (1 %). Les mélanges réactionnels obtenus sont placés dans un bain bouillant
à 95◦ -100◦C pendant 20 minutes. L’acide gallique (AG), quercetine (QE) et l’oleuropéine
(OLE) sont utilisés comme molécules de référence. Un essai blanc est réalisé en remplaçant
l’extrait par le solvant d’extraction. L’absorbance est lue au spectrophotomètre à 532 nm
et le pourcentage d’inhibition des extraits (EF ; EP ; EN) est déterminé selon l’équation
suivante :

Inhibition(%) = (1− (DOext/DOblanc) ∗ 100 (4.8)

Figure 26 – Protocole du test TBARS
(Choi et al., 2002)
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4.8 Analyse statistique

Toutes les expériences sont réalisées en triplet et les résultats présentés sont des
moyennes ± déviation standard (DS). L’analyse de la variance (ANOVA) avec le test
All pairs, Tukey, HSD sont utilisés pour évaluer l’influence de chaque facteur sur le ren-
dement en polyphénols dans l’étude préliminaire avec un niveau de confiance de 95%.

Les données obtenues à partir du CCD sont analysées statistiquement en utilisant
ANOVA afin de tester la signification et l’adéquation du modèle. p <0,05 et p <0,01
sont pris comme des niveaux significatifs et hautement significatifs, respectivement. Pour
structurer le plan CCD et analyser tous les résultats, le logiciel JMP (Version 7.0, SAS,
USA) est utilisé.
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5.1. Test d’humidité

Plusieurs études portent sur l’extraction des composés phénoliques de ces co-produits
dans le but de chercher une augmentation du rendement mais sans tenir compte de l’im-
pact sur leurs activités biologiques qui peuvent se dégrader suite aux conditions dras-
tiques (température, pression, temps d’extraction. . . ) de l’opération de l’extraction. Pour
pouvoir proposer une valorisation optimale d’un agro-produit, il faudrait tout d’abord
identifier sa composition chimique, estimer sa teneur en composés d’intérêt et évaluer son
statut antioxydant

5.1 Test d’humidité

Les teneurs en eau (en % d’humidité) et en matières sèches pour les poudres de feuilles,
pulpes et noyaux sont représentées dans le tableau (5.1)

Table 5.1 – Teneur en eau et en matière sèche des poudres de feuille, pulpe et noyau.

Feuille Pulpe Noyau
Taux d’humidité
(%)

25,84 63,193 66

Teneur en
matière sèche
(%)g/gms

3,58 4,057 6,494

g : gramme ; gms : gramme de matière sèche

Le taux élevé d’humidité est une source de dégradation des antioxydants par le phé-
nomène d’oxydation (Ribéreau-Gayon et Gautheret, 1968).

L’humidité favorise les activités enzymatiques (polyphenols-oxydase et glucosidases
en provoquant des changements irréversibles sur les antioxydants (Veillet, 2010), et par
conséquent, une décomposition ou polymérisation. De plus, elle favorise le développement
des micro-organismes et les moisissures qui entrainent la dégradation rapide du matériel
végétal lors de sa conservation (Johns, 1999). Dans cette perspective et dans le but de li-
miter ces réactions, et de préserver l’état des antioxydants, le séchage à l’abri de la lumière
et les conditions liées sont entrepris. Les résultats montrent que les poudres de feuilles,
pulpes et noyaux sont riches en eau (25,843±0,011 ; 63,193 ± 0,304 ; 20 ; 66±0,218% en
base d’humidité et 3,580±0,266 ; 4,057± 0,0597 ; 6,494±0,468% g eau/g de matière sèche),
respectivement. Ce faible taux d’humidité résiduel permet de mieux conserver les proprié-
tés antioxydantes des composés phénoliques des trois poudres. Lumaret et al. (2004),
montrent que l’eau représente 50% du poids de pulpe, ce qui est confirmé par l’humidité
initiale de notre échantillon (pulpe). Concernant le noyau, (Zaidi et al., 2009),trouvent
un taux de 10% supérieur à celui de notre échantillon. Cette différence peut-être liée aux
conditions et mode de séchage.
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5.2 Extraction des polyphenols par EAM

Tout d’abord, il convient de mentionner que les procédés d’extraction assistés par la
température, comme l’ELP et l’EAM, ont une extraction plus courte que les technologies
conventionnelles l’ESF ; il s’agit principalement de l’augmentation de la solubilité des
analytes dans les milieux d’extraction lorsque la tension superficielle et la viscosité du
solvant diminuent, ce qui, à la fin, améliore l’efficacité de l’extraction (Taamalli et al.,
2012). En effet, la polarité des solvants entraîne une augmentation de la perméabilité de la
paroi cellulaire et leur faible viscosité augmente la diffusion du solvant (Tsiaka et al., 2015).
Un plus grand nombre de composés phénoliques, principalement de nature polaire, se
trouve dans les extraits obtenus à l’aide de EAM (Taamalli et al., 2012). En général, l’EAM
améliore la capacité d’extraction des solvants car le champ électromagnétique provoque
un réchauffement rapide du solvant dont le taux dépend du facteur de dissipation (Zhang
et al., 2013). L’efficacité de l’extraction assistée par micro-ondes (EAM) d’un composé est
influencée par de multiples paramètres tels que le diamètre de la particule, la puissance,
temps d’irradiation, la concentration d’EtOH, et le rapport (Ratio) liquide/solide ; et leurs
effets peuvent être soit indépendants ou interactifs (Liyanapathirana et al., 2006).

5.2.1 Facteurs influençant le rendement en CPT

5.2.1.1 Dimension des particules

Ce paramètre influence considérablement la teneur des polyphenols totaux. Trois di-
mensions granulométriques sont choisies (φ ≤ 500µm ; φ ≤ 250µm ; φ ≤ 125µm). Gé-
néralement, il est admis que la forme broyée de la matière végétale présentera une plus
grande surface de contact avec le solvant (Bonnaillie et al., 2012). Le tableau (5.2) est
l’illustration parfaite de cette influence

Table 5.2 – Dimensions optimisées des particules de (feuille, pulpe et noyau).

Matiére végétale Dimension de la particule
(φµm)

Rendement des CPT (mg EAG/g de
MS)

Feuille ≤125
≤250
≤500

2,050±0,057
1,987±0,068
1,034±0,022

Pulpe ≤ 125
≤250
≤500

1,103±0,005
1,223±0,025
0,665±0,013

Noyau ≤250
≤125
≤500

0,729±0,024
0,552±0,022
0,374±0,045

CPT : composés phénoliques totaux ; φ :diameter de la particule ; mg : milligramme ; EAG/g :
équivalent d’acide gallique par gramme ; MS : matière sèche
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L’analyse statistique des trois poudres révéle une différence significative entre les te-
neurs en polyphenols, obtenues à partir des granulométries (φ ≤125 ; φ ≤250 ; φ ≤500).
La teneur la plus élevée (2,050±0,057 mg EAG/g de ms) est enregistrée avec le diamètre
(φ ≤125µm) pour la feuille. Quant à la pulpe et au noyau, le diamètre φ ≤ 250 µm) donne
une extraction maximale avec des teneurs respectives de 1,223±0,025 et 0,729±0,024 mg
EAG/g de MS. Il s’avère de ce qui précède qu’avec les fines particules, les composés chi-
miques sont plus facilement transférés de la matière végétale vers le solvant d’extraction.
Cela s’explique par la création d’une surface importante de contact entre le solvant et
les particules de la matrice végétale (Silva et al., 2007) et aussi l’éclatement d’un grand
nombre de pores, sans pour autant que celles-ci soit trop fines, afin d’éviter le phénomène
de colmatage, et faciliter ainsi le contact avec le solvant (Kossah et al., 2010 ;Virginie et
al., 2015).

5.2.1.2 Effets des paramètres d’extraction et surface de réponse des CPT

L’analyse de la variance de régression des coefficients consiste ainsi à analyser l’in-
fluence des variables respectives (X1 ;X2 ;X3 ;X4 : concentration du solvant, temps d’ir-
radiation, puissance et ratio) à p<0,05 sur l’extraction des substances bioactives (Uma
et al., 2010).Ces dernières sont plus significatives à des valeurs supérieures de F-ratio
(probabilité du manque d’ajustement) et les plus faibles de P du facteur correspondant
(Zhong et al., 2010 ; Liu et al., 2010).

Les P-value sont utilisés comme un moyen pour vérifier la signification de chaque
coefficient, ce qui indique aussi l’intensité d’interaction de chaque paramètre et les valeurs
de Lack of- fit (F) sont conçues pour la validité du modèle à une valeur supérieure à 0,05.
Les résultats sont illustrés dans les tableaux ([5.5]-[5.6]- [5.7]).

5.2.1.2.1 Influence de la concentration de l’éthanol : Le pourcentage d’éthanol
dans l’eau comme solvant d’extraction peut avoir une incidence sur l’efficacité d’extraction
(Wu et al., 2011).C’est pourquoi l’éthanol aqueux à différents pourcentages est testé dans
cette étude.

Les tableaux (Annexe :D ; E ; F) présentent les résultats des expériences à un seul
facteur réalisés pour les essais préliminaires de l’optimisation des extraits de (feuille, pulpe
et noyau) de l’olivier par l’EAM et ils montrent que le rendement des CPT n’augmente de
façon significative que lorsque la concentration d’éthanol passe de 20 à 60% pour l’EF, de
40 à 60% pour l’EP dans le milieu réactionnel et de 20 à 60% pour l’EN. Le maximum des
CPT est enregistré avec une concentration d’ethanol de 60% pour l’EF et l’EN et 40 et/ou
50% pour l’EP (statistiquement, pas de différence entre les concentrations d’éthanol à 40
et à 50%). Cependant, le rendement des CPT commence à baisser avec une augmentation
de la proportion d’éthanol jusqu’à 80% dans le milieu d’extraction concernant l’EN, l’EF
et l’EP (p<0,05).
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Cela laisse à dire que ces proportions d’éthanol facilitent l’accès aux cellules qui est
expliqué par la teneur en composé phénoliques. Un effet similaire est signalé pour l’ex-
traction de composés phénoliques à partir d’autres sources végétales (Spigno et al., 2007 ;
Li et al., 2012).

À des concentrations plus élevées, les rendements sont réduits et statistiquement
faibles. Ce phénomène pourrait s’expliquer par le fait qu’avec l’augmentation de la concen-
tration d’éthanol, la polarité des solvants phénoliques dimunie ainsi que le mouvement
moléculaire, ce qui a conduit, à une légère dissolution des composés par l’abaissement
de la diffusion et la diminution de la solubilité (Yang et al., 2009). Les solvants polaires
(méthanol, éthanol et eau) bénéficient d’une bonne capacité d’absorption de l’énergie des
micro-ondes en raison de leur constante diélectrique élevée (Zhang et al., 2008). L’eau
présente le diélectrique le plus élevé. L’eau et une faible concentration d’éthanol peuvent
facilement accéder aux cellules, mais une concentration élevée d’éthanol peut causer la
dénaturation des protéines, empêchant la dissolution des polyphenols et influençant ainsi
le taux d’extraction (Zheng et Wang,2006).

L’éthanol est un solvant faiblement polaire, tandis que le l’eau est un solvant polaire
puissant, et ils peuvent être mélangés ensemble dans n’importe quelle proportion (Zheng
et Wang, 2006). Ce mélange (solvant-eau distillée) semble très efficace pour l’extraction
des polyphenols, car l’eau en combinaison avec le solvant contribue à la création d’une
moyenne modérément polaire qui assure à la fois, l’extraction des composés phénoliques
et la préservation de leur activité antioxydante (Chirinos et al., 2007). De plus (Herrero
et al., 2011) signalent que le contenu phénolique et le pouvoir antioxydant les plus élevés
sont obtenus avec l’éthanol.

Les molécules phénoliques sont également polaires, de sorte que leur rendement aug-
mente avec l’augmentation de la concentration de la teneur en eau (Zhang et al., 2008).
Lorsque la teneur en eau du solvant dépasse environ 45%, la récupération des CPT est
réduite. Cela peut être attribué à la différence des propriétés diélectriques du solvant par
rapport au chauffage par micro-ondes, car le solvant joue un rôle important dans l’extrac-
tion par micro-ondes, en facilitant la distribution de la chaleur dans la matrice.
Dans cette étude, l’éthanol (40 % pour l’EP ; 60% pour l’EN et l’EF) absorbe relativement
bien l’énergie des micro-ondes et demeure un bon solvant d’extraction.

Le résultat concernant la concentration de l’extrait de feuille (EF) qui marque le
maximum de récupération des CPT (47,67mg EAG/gms) à 60%, cela n’est pas conforme
aux enquêtes effectuées par (Cacace et Mazza, 2003), qui supposent que la solubilité des
composés phénoliques dans les feuilles d’olivier peut être plus élevée à 40 qu’à 50 %
d’éthanol, étant donné que de nombreux phénols de la feuille sont des glycosides.
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Similaire à (Japón-Luján et al., 2006) qui montrent que l’extraction assistée par les ul-
trasons des biophenols des feuilles d’olivier avec des solutions eau/éthanol culmine à 59%
d’éthanol ; (Mylonaki et al., 2008) notent le maximum des CPT (250,2 ±76,8 mg d’équi-
valent d’acide gallique par g de l’extrait sec) avec 60% d’éthanol, bien que l’extraction
assistée par micro-ondes de l’extrait de feuille d’olivier soit facilitée par 80% d’éthanol
(Japón-Luján et al., 2006).
Ce comportement s’observe dans l’extraction de plusieurs classes de polyphenols prove-
nant de divers tissus végétaux avec le mélange eau/éthanol, comme les anthocyanines et
autres composés phénoliques à savoir : le cassis (Cacace et Mazza, 2003), l’orge (Madhu-
jith et Shahidi, 2006), les feuilles d’Inga edulis (Silva et al., 2007)et les lignanes des graines
de lin (Zhang et al., 2007).

Ainsi,la solubilité des polyphenols pourrait être modifiée par des changements de
concentration d’éthanol, affectant les propriétés du solvant (c-à-d. la densité, constante
diélectrique, etc. . . ) (Cacace et Mazza, 2003).Cependant, (Taamalli et al., 2012), récupé-
rent le maximum des CPT à 80% avec le mélange (eau-méthanol). Cette différence dans
l’expression des résultats peut être due à la méthode d’extraction utilisée, type de solvant
et les proportions liées à ce dernier.

Concernant l’EN, la récupération maximale (9, 29 mg EAG/gms) des CPT est enre-
gistrée en utilisant 60 % d’éthanol, quantité supérieure à celles notées par (Mojerlou et
Elhamirad, 2018 ; Alu’datt et al., 2010) qui est de 4,04mg/g avec 30% (eau-méthanol) et
de 4,4mg/g avec 25% (eau-méthanol), respectivement. Cette différence de rendement des
CPT peut être liée au choix du solvant.
Apparemment, une faible quantité d’eau dans le solvant d’extraction peut pénétrer facile-
ment dans les cellules et faciliter un meilleur chauffage de la matrice. Ce facteur augmente
le transfert massique des principes actifs dans le solvant d’extraction . Le taux d’absorp-
tion de l’énergie des micro-ondes par l’eau est plus élevé que la dispersion de cette énergie
dans la chaleur.
Enfin, l’efficacité de chauffage de l’éthanol est supérieure à celle de l’eau en raison d’un
facteur de dissipation élevé. Ainsi, les solvants à haute constante diélectrique et un facteur
de dissipation élevé facilitent la distribution de la chaleur dans l’ensemble de l’édifice et
augmentent le rendement d’extraction (Jain et al., 2009).

Quant à l’EP, le rendement élevé de (21,07mgEAG/gms) est noté à la concentration
d’éthanol de 40%. Selon (Aouidi et al., 2012), les teneurs en phénols totaux des extraits
de pulpe d’olive sont de l’ordre de 31 à 59 mg/g ms quelque soit le solvant d’extraction
utilisé. Sur la base de ces résultats, les concentrations d’éthanol à 40% (EP) et à 60 %
(EN. EF) sont choisies pour l’analyse de la détermination de la puissance et le temps
d’irradiation pour les essais RSM.
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5.2.1.2.2 Influence de la puissance : Les effets de la puissance des micro-ondes
sur la récupération des CPT des extraits de pulpe (EP), de feuilles (EF) et de noyau
(EN) d’olivier sont étudiés à des niveaux allant de 100 à 900 W avec des concentrations
respectives d’éthanol (40 ;60 ;60%), un temps d’irradiation de 2 minutes et un rapport
liquide/solide de 20 :1 (ml/g).
En fonction des résultats obtenus, l’extraction des composés phénoliques est considéra-
blement influencée par la puissance des micro-ondes. Une augmentation significative de la
teneur en CPT (mg EAG/gms) est observée à des pas de puissance de 700 à 800W pour
l’EF, de 300 à 700W pour l’EP ; de 300 à 500W pour l’EN. Cependant, la récupération est
considérablement réduite à 900 W pour l’extrait de feuille et celui de la pulpe et à 700W
pour l’extrait du noyau avec des quantités respectives (42,07 ; 22,42 ; 6,31mgEAG/gms)
(tableaux [5.3]-[5.4] [5.5]).

La réduction de la teneur en CPT de plus de 500 et à 900W peut être due à la
dégradation thermique des substances phytochimiques à des niveaux de puissance des
micro-ondes plus élevés. Ceci peut être expliqué par la chaleur générée par les micro-
ondes, chauffant les cellules de la plante qui peut être trop forte pour décomposer les
substances phytochimiques qui ne sont récupérées à des niveaux de puissance supérieurs
et par conséquent, influence la solubilité de ces dernières et augmente la vitesse de diffusion
avec un transfert de masse accrue.
Cependant, il convient de noter que l’augmentation de la température au-delà de certaines
valeurs peut favoriser le risque de dégradation thermique et la décomposition possible des
composés phénoliques non récupérés (Chan et al., 2009).

Ces observations révélent que l’extraction à des niveaux de puissance plus élevés, qui
avoisinent 900 W, n’assurent pas une meilleure récupération des composés phénoliques que
ceux extraits à la puissance moyenne. Dans une étude similaire sur l’effet de l’extraction
des composés phénoliques totaux du noyau d’olivier par EAU (Extraction Assistée par
Ultrasons) réalisée par (Mojerlou et Elhamirad, 2018), il est rapporté qu’à une puissance
de 200W, le taux maximal des CPT est noté. Ce qui s’oppose à nos résultats. Cela revient
à mettre en cause probable la méthode d’extraction.

Contrairement à l’étude sur les pelures de mandarines (co-produits) réalisée par (Ah-
mad et Langrish, 2012),qui rapportent que le rendement et les quantités d’acides phéno-
liques totaux extraits par micro-ondes, diminuent avec la puissance accrue des micro-ondes
(900 W).

En se basant sur nos observations, des niveaux de puissance de 700 à 900W pour l’EF,
de 300 à 700W pour l’EP ; de 300 à 900W pour l’EN sont choisis comme niveau inférieur,
moyen et supérieur, respectivement, pour les appliquer à l’optimisation RSM.
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5.2.1.2.3 Influence du temps d‘irradiation : Généralement, en augmentant le
temps d’extraction, la quantité d’analytes extraits est élevée, bien qu’il existe un risque
de dégradation des composés extraits (Talli et al., 2010).

Dans cette étude, la récupération des CPT est examinée à différentes périodes d’ex-
traction (30–210 sec) pour l’ extrait de pulpe (30-180 min) pour l’extrait du noyau (15-120
min) pour l’extrait de feuille avec trois autres facteurs fixes : (40 ; 60 ; 60%) concentration
d’éthanol (v/v), une puissance micro-ondes de 500 ; 700W, respectivement, et un rapport
liquide/solide de 20 ml/g qui sont présentés dans les tableaux [5.3]-[5.4] [5.5]. Les résultats
indiquent que l’augmentation du temps d’extraction entraîne l’augmentation des teneurs
en phénols totaux. En effet, la hausse en rendement des CPT (46,62mgEAG/gms) est
notée à 60 min pour l’EF, à 120s pour l’EP avec une teneur de 19,48mgEAG/gms et à 90
min pour l’EN (7,05mgEAG/gms), au-delà de ces temps, la réduction des taux en CPT
est enregistrée, tableaux [5.3]-[5.4] [5.5]. En effet, une exposition prolongée des rayonne-
ments électromagnétiques pendant le processus d’extraction au micro-onde peut mener à
la dégradation thermique des constituants bioactifs (Khizar et al., 2010). Nos observations
ne concordent pas avec ceux publiés par d’autres chercheurs qui rapportent de meilleurs
rendements d’antioxydants phénoliques de l’extrait du noyau en 3 min (Mojerlou et Elha-
mirad, 2018) et en 30s à partir de la peau des arachides (coproduit), obtenus en utilisant
des micro-ondes pour l’extraction (Ballard et al., 2010).

À l’opposition, d’autres auteurs montrent une relation positive entre le temps d’ex-
traction et le contenu phénolique total extrait à partir du grignon d’olive, éventuellement
à cause de l’augmentation de la solubilité des composés phénoliques sur une durée plus
longue (Alu’datt et al., 2010).

Cette augmentation peut être attribuée à l’augmentation de l’énergie cinétique du
solvant et son pouvoir pénétrant (Vinatoru, 2001). Cette constatation est en accord avec
les résultats précédents concernant l’EAU des CPT provenant de mélasse de betterave
sucrière (Chen et al., 2015), d’Aroniamelanocarpa (Ramic et al., 2015), et de myrtille (He
et al., 2016).

De ce fait, plusieurs études rapportent que le rendement d’extraction change avec
l’augmentation ou la diminution du temps d’extraction (Wang et Weller, 2006). En ce qui
concerne le temps d’extraction des CPT de l’extrait de feuille (EF), l’EAM n’exige que 60
minutes pour donner le rendement le plus élevé, ce qui contrarie le résultat noté par (Taa-
malli et al., 2012) qui enregistrent le rendement le plus élevé de l’ordre de 16,7% en 6min,
alors que le rendement de l’extrait de feuille d’olivier obtenu par la méthode convention-
nelle, ne dépasse pas 10%. On peut conclure que la liaison (méthode d’extraction –temps),
semble avoir une efficacité sur la libération des composés bioactifs.
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Il est apporté par (Michiels et al., 2012), que le temps de contact solvant – matrice
végétale, peut influencer la libération progressive de solutés à partir de la matrice végétale
vers le solvant, et donc influencer l’efficacité de l’extraction. Un temps de contact prolongé
n’améliore pas toujours l’efficacité de l’extraction en favorisant l’oxydation des composés
phénoliques (Santos-Buelga et al., 2012). Néanmoins, plusieurs chercheurs attirent l’at-
tention sur la possibilité de l’oxydation des composés phénoliques si le temps d’extraction
est long, ce qui peut mener à l’inverse des résultats escomptés (teneurs très basses) (Nazck
et Shahidi, 2004 - 2006 ; Chirinos et al., 2007). Il ressort de ces résultats, que l’intervalle
de temps optimal se situe entre 45-75 min (EF) ; 60-180 s (EP) ; 60-120 min (EN) pour
l’application du RSM.

5.2.1.2.4 Influence du rapport Liquide/Solide : Le rapport liquide/solide est
un paramètre important qui influence la récupération des composés phénoliques. Il est
important de maximiser le rendement d’extraction tout en minimisant la consommation
de solvant (Spigno et De Faveri, 2009).

Dans la présente étude, le taux de récupération des CPT des extraits augmente avec
l’élévation des concentrations de rapport liquide/solide pendant l’extraction. Il est ob-
servé que la teneur des CPT est maximisée à un rapport liquide/solide de 30/1 ; 40/1 ;
40/1 (ml/g) pour l’EF, l’EP et l’EN, respectivement (tableaux :[5.3]-[5.4]-[5.5]). Au-delà
de ces rapports, les taux diminuent. Dans une étude similaire réalisée par (Mojerlou et
Elhamirad, 2018) sur le noyau d’olive, avec un ratio de 3,6%, la teneur maximale des CPT
est notée.

Ces résultats sont compatibles avec le principe du transfert de la matière, où la force
de transmission durant ce transfert est le gradient de la concentration de soluté et le
liquide. Cette force devient importante lorsque le rapport liquide/solide utilisé est plus
élevé (Alfarsi et Lee, 2008). Des résultats similaires sur l’effet du rapport liquide/solide
sur l’extraction des polyphenols sont rapportés sur les noyaux de dattes par (Alfarsi et
Lee, 2008).

Concernant le rapport Solide/Liquide de 50 :1 ml/ g qui est marqué par la diminution
des teneurs en CPT pour les trois extraits (EF ; EP ; EN), nous pouvons dire que ce résul-
tat peut être dû à l’intervention d’un autre paramètre (n’étant pas pris en considération
dans cette étude, ou peut-être dû à l’augmentation de l’eau dans le système de solvant
d’extraction (alcool/eau), qui fait extraire en quantité importante des composés non phé-
noliques comme les glucides, les protéines susceptibles de polymériser avec les composés
phénoliques, ce qui conduit à la formation des complexes qui ne sont pas détectés par le
test utilisé.
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Ces résultats concordent avec ceux de (Yolmeh et al., 2014) qui rapportent que le
rendement d’extraction des pigments d’annatto est réduit à des rapports solides/solvants
élevés. Les rapports liquide/solide de 30 :1 ; 40 : 1 (ml/g) pour l’EF, l’EP et l’EN, respec-
tivement sont choisis pour la conception de l’optimisation du RSM.

Table 5.3 – Résultats de l’étude préliminaire de l’extraction assistée par micro-ondesde
l’extrait de feuille

Concentration Temps d’irradiation Puissance de microondes Ratio (Liquide/Solide)
(%) TPC yield

(mgGAE/gdw)
(min) TPC yield

(mgGAE/gdw)
(W) TPC

yield
(mgGAE/gdw)

(ml/g) TPC
yield
(mgGAE/gdw)

0% 23,30±4,94c 15 23,07±6,41c 100 21,7±4,85c 10 28,75±3,51ab

20% 28,55±5,47b 30 24,95±4, 00c 100 29,30±3, 82bc 20 37,22±6, 47ab

40% 37,40±1, 02a 45 27,42±7, 14ab 500 29,82±5, 26bc 30 41,22±5, 93a

60% 47,67±4, 05a 60 46,62± 3, 24a 700 39,8±6, 37ab 40 30,85±3, 34ab

80% 39,45±6, 73ab 75 39,92±6,29ab 800 44,90±3, 03a 50 25,57±4, 36b

100% 21,45±2,66c 90 30,27±7,03bc 900 42,07±6, 18ab

120 33,57±4, 39bc

Les résultats sont indiqués en tant que moyennes ± D.S. Les mêmes lettres dans la même colonne se
réfèrent à des moyennes non statistiquement différentes selon l’ANOVA et le test de tukey. CPT,
rendement total en polyhpénols rapporté à la matiére sèche (ms) de l’extrait de feuille d’olivier ;

mgEAG : milligramme ; EAG : Equivalent d’Acide Gallique.

Table 5.4 – Résultats de l’étude préliminaire de l’extraction assistée par micro-ondesde
l’extrait de pulpe

Concentration Temps d’irradiation Puissance de microondes Ratio (Liquide/Solide)
(%) TPC yield

(mgGAE/gdw)
(s) TPC

yield
(mgGAE/gdw)

(W) TPC
yield
(mgGAE/gdw)

(ml/g) TPC
yield
(mgGAE/gdw)

0% 12±0, 32b 30 11,39±0, 30f 100 17±0, 80d 10 19,49±0, 06c

20% 13,13±0.09b 60 13,65±0, 45d 300 20,25±0, 13c 20 20,58±0, 15b

40% 21,07±0, 26a 90 16,74±0, 60b 500 21,70±0, 60bc 30 25,30±0, 14a
60% 21,08±0, 03a 120 19,48±0, 16a 700 32,46±0, 86a 40 15,23±0, 24d

80% 19,75±0, 07a 150 14,81±0, 19c 900 22,42±0, 67b 50 13,50±0, 04e

100% 9,10±0.35c 180 12,63±0, 33e

Les résultats sont indiqués en tant que moyennes ± D.S. Les mêmes lettres dans la même colonne se
réfèrent à des moyennes non statistiquement différentes selon l’ANOVA et le test de tukey. CPT,
rendement total en polyhpénols rapporté à la matiér e sèche (ms) de l’extrait de pulpe d’olivier ;

mgEAG : milligramme ; EAG : Equivalent d’Acide Gallique.
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Table 5.5 – Résultats de l’étude préliminaire de l’extraction assistée par micro-ondesde
l’extrait de du noyau

Concentration Temps d’irradiation Puissance de microondes Ratio (Liquide/Solide)
(%) TPC yield

(mgGAE/gdw)
(min) TPC

yield
(mgGAE/gdw)

(W) TPC
yield
(mgGAE/gdw)

(ml/g) TPC
yield
(mgGAE/gdw)

0% 5, 58±0, 89b 30 5, 68 ±
0, 22c

100 5,53±0, 23c 10 5,05±0, 32c

20% 6,85±0, 26ab 60 6,30±0, 13b 300 7,07±0, 17e 20 6,31±0, 09bc
40% 7,46±1, 91ab 90 7,05±0, 15a 500 9,74±0, 04a 30 6,66±0.78b

60% 9,29±0, 14a 120 5,69±0, 06c 700 6,31±0, 28bd 40 8,.82±0., 88a

80% 7,97±0, 57ab 150 5,66±0, 34c 900 8,01±0, 03b 50 5,78±0, 12bc

100% 5,84±0, 45b 180 6,9±0, 10a

Les résultats sont indiqués en tant que moyennes ± D.S. Les mêmes lettres dans la même colonne se
réfèrent à des moyennes non statistiquement différentes selon l’ANOVA et le test de tukey. CPT,
rendement total en polyhpénols rapporté à la matière sèche (ms) de l’extrait du noyau d’olivier ;

mgEAG : milligramme ; EAG : Equivalent d’Acide Gallique.

Par conséquent, l’utilisation de l’extraction assistée par micro-ondes est un processus
par lequel, l’énergie micro-ondes accélère l’extraction. Ce traitement accélère la rupture
des cellules en provoquant une augmentation de la température et de la pression interne
dans les parois des cellules végétales (Inoue et al., 2010). Au cours de l’extraction, le
chauffage provoque la rupture des liaisons hydrogène faibles préconisées par la rotation
dipolaire des molécules. Une quantité considérable de la pression s’accumule à l’intérieur
du biomatériau, ce qui modifie les propriétés physiques des tissus biologiques et améliore
la porosité de la matrice biologique.

En conclusion, ces résultats mènent à dire que la concentration du solvant et quelques
facteurs sont importants comme le ratio et puissance. Ce constat est démontré par plu-
sieurs études (Uma et al., 2010 ). Cela est vraisemblablement dû à la polarité du système
(eau/éthanol) qui varie en fonction des propriétés (concentration de l’éthanol ; constante
diélectrique).

5.2.2 Optimisation des conditions MAE

5.2.2.1 Modélisation et ajustement du modèle de régression pour CPT

Les plans d’expérience et les données de réponse correspondantes aux polyphenols
totaux de l’extrait de feuille, pulpe et noyau, sont présentés dans les tableaux (Annexe :F1 ;
F2 ; F3). Les données expérimentales sont ajustées à la régression polynomiale et le modèle
prédictif adressé aux données peut être exprimé, en termes de valeurs codées, en négligeant
les termes non significatifs (p>0,05), dont les équations (5.1 ; 5.2 ; 5.3) décrivent la relation
entre le rendement en polyphenols et les facteurs sélectionnés pour l’EAM à la feuille,
pulpe et noyau, respectivement.
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5.2.2.1.1 A-Model de régression de la pulpe : Les coefficients de régression
des termes d’interception, linéaire, quadratique et d’interaction du modèle sont calculés
à l’aide de la technique des moyennes carrées et sont présentés dans le tableau (5.6). Il
est démontré que les paramètres linéaires : concentration d’éthanol (X1), temps d’irra-
diation (X2),puissance (X3), rapport (solvant liquide /solide) (X4) sont très significatifs
tableau(5.6).
Prob > F (<0,00 01* ;0,0008* ;0,0233 ;* 0,0003*) ainsi que les termes quadratiques(X12)
de la variable :concentration de l’éthanol ont les effets négatifs les plus significatifs au
niveau P < 0,01 sur la récupération des CPT, alors que tous les paramètres d’interaction
(X1X2 ; X1X3 ; X1X4 ; X3X4) sont significatifs également (p<0,01).

Les coefficients positifs et négatifs des facteurs montrent l’évolution de la réponse par
rapport à ces variables.
L’équation prédictive finale (Eq 5.1) est obtenue comme suit :

R(CPT ) = 17, 143 + 1, 722X1 + 1, 329X2 + 0, 802X3˘1, 472X4

+1, 412X1X2 + 1, 553X1X3 + 0, 809X1X4 (5.1)
+1, 008X3X4˘2, 125X2

1

L’analyse de la variance (ANOVA) des résultats expérimentaux présentée dans le ta-
bleau (5.6) montre que le modèle est significatif à une valeur F de 10, 36. Le coefficient de
détermination (R2) est de 0,91, ce qui implique que les variations de 91% de l’échantillon
pour l’efficacité de l’EAM des polyphenols de l’EP sont attribuées aux variables indépen-
dantes, et seulement 9% des variations totales ne peuvent être expliquées par le modèle.
Cependant, une valeur élevée de R2 n’indique pas toujours que la modèle de régression
est solide (Karazhiyan et al., 2011).
Pour un bon modèle statistique, le coefficient de détermination R2

adj doit être proche de
R2 (Tabaraki et Nateghi, 2011).

Dans notre modèle, R2
adj est de 0,81, presque proche de R2 (0,91). Le coefficient de

régression des données expérimentales et le coefficient ajusté sont raisonnablement proches
de 1, ce qui indique un degré élevé de corrélation entre les valeurs observées et prévues
(Annexe F).
En même temps, une faible valeur de coefficient de variation (CV) indique une valeur
élevée de degré de précision et une grande fiabilité des valeurs expérimentales.

Comme il est indiqué dans le tableau (5.6), le "Lack of Fit F-value"(manque d’ajuste-
ment) de 1,23 implique qu’il n’est pas significatif par rapport à l’erreur pure (p>0,05) et
la valeur du CV qui est de l’ordre de 6,04%, d’où la validité du modèle.
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Selon (Chen et al., 2012), un CV supérieur à 10 % indique que la variation de la
valeur moyenne est élevée et ne permet pas d’élaborer de façon satisfaisante un modèle de
réponse adéquate (signal adéquat pour le modèle). Les résultats indiquent que le modèle
peut bien fonctionner pour la prédiction de l’extrait de pulpe (EP).

Généralement en ANOVA, grande valeur F et petite valeur P montrent un effet plus
significatif des paramètres sur la réponse (Ghorbannezhad et al., 2016).

Table 5.6 – Coefficients de régression estimés pour le modèle polynomial quadratique
et analyse de l’équation de la variance (ANOVA) pour les résultats expérimentaux de

l’extrait de pulpe (EP).

Paramétres Coefficients
éstimés

Erreur
standard

DF Somme des
carrés

Valeur-F Prob > F

Model In-
tercept

17,1430 0,4187 14 263,54 10,3609 <0.00 01

B0 17,1430 0,4187 10,3609 <0.00 01
Linéaire
X1
X2
X3
X4

-1,7722
1,3290
0,8023
-1,4725

0,3177
0,3177
0,3177
0,3177

1
1
1
1

56,53388
31,7953
11,5867
39,0329

31,1132
17,4984
6,3767
21,4816

<0.00 01*
0,0008*
0,0233*
0,0003*

Quadratique
X2

1
X2

2
X2

3
X2

4

-2,1256
0,7701
0, 5710
-0,8270

0,8374
0,8374
0,8374
0,8374

1
1
1
1

11,7072
1,5366
0,8449
1,7723

6,4430
0,8457
0,4650
0,9754

0,0227
0,3723
0,5057
0,3390

Interaction
X1X2
X1X3
X1X4
X3X4

1,2142
0,8690
1,5539
1,0088

0,3369
0,3369
0,3369
0,3369

1
1
1
1

23,5921
38, 6383
12,08363
16,2845

12,8938
21,2644
6,6502
8,9621

0,0026
0,003
0,0210
0,0091

Manque
d’ajuste-
ment

10 1,2386 0,4302

Erreur
pure

5

Résiduel 15
R2 0,910
R2 ajusté 0,818
C.V. %** 0,604
RMSE* 1,384
Cor Total 29 290,822
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5.2.2.1.2 B-Model de régression de la feuille : Les données expérimentales sont
ajustées à la régression polynomiale et le modèle prédictif adressé aux données peut être
exprimé, en termes de valeurs codées, en négligeant les termes non significatifs (p>0,05),
dans l’équation (5.2) :

R(CPT ) = 31, 29˘1, 63X3 + 1, 36X4 + 1, 72X1X2˘4, 66X1X3

˘2, 51X2X4˘1, 97X3X4˘4, 35X2
2 . (5.2)

Les rendements des CPT obtenus dans les essais du CCD sont présentés dans le tableau
(Annexe F). Les coefficients de régression et l’analyse du modèle de régression sont résumés
dans le tableau (5.7) avec indication que le modèle représenté adéquatement la relation
réelle entre les paramètres choisis (Liyana-Pathirana et Shahidi, 2005).

L’équation (5.2) montre que les termes linéaires : la concentration (X1) et le temps
d’irradiation (X2) n’influencent pas le rendement d’extraction. Cependant, leur effet ap-
paraît lorsque ces facteurs interfèrent avec la variable temps (X1X2), puissance (X1X3)
et ratio (X2X4).
Il est également constaté que les termes quadratiques (X2

2 ) de la variable temps sont les ef-
fets négatifs les plus importants sur la récupération des CPT avec P =0,0178* hautement
significatifs (Tab 5.7), ce qui en accord avec les essais préliminaires.

Selon une étude documentée sur l’EAM à l’échelle analytique, (Ballard et al., 2010)
constatent que les interactions entre les puissances micro-ondes, le temps d’extraction
et la proportion d’éthanol ne sont pas significatives, mais la tendance s’est inversée avec
l’effet linéaire et quadratique. L’interaction entre la concentration d’éthanol et la puissance
(X1X3) est très significative statistiquement (P =0,0001*) ainsi que celle de la puissance
et le ratio (X3X4).

L’analyse de variance (ANOVA) du rendement d’extraction des composés phénoliques
montre que les données expérimentales ont un coefficient de détermination R2= 0,8742,
R2

adj= 0,76, et un coefficient de variation (CV%) de 5,98% (Tab 5.7). R2 étant une valeur
indicatrice du degré d’influence des facteurs sur la réponse, un manque d’ajustement de
10,53 non significatif (P> 0,05), et la valeur-F de 7,44 renforcent la fiabilité du modèle.
Le coefficient de détermination (R2) est de 0,87 , implique que les variations d’échantillon
de 87,42‘% pour l’efficacité de l’EAM des polyphenols de l’extrait de feuilles (EF) sont
attribuées aux variables indépendantes, et seulement 12, 58% ∼= 13% des variations totales
ne peuvent être expliquées par le modèle.
Cependant,dans un bon modèle statistique, R2

adj doit être comparable à R2 (Tabaraki et
Nateghi, 2011). Comme le montre le tableau (5.7), la différence entre les valeurs de R2 et
R2

adj pour le modèle n’est pas assez importante
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Table 5.7 – Coefficients de régression estimés pour le modèle polynomial quadratique
et l’analyse de l’équation de la variance (ANOVA) pour les résultats expérimentaux de

l’extrait de feuille (EF).

Paramétres Coefficients
éstimés

Erreur
standard

DF Somme des
carrés

Valeur-F Prob > F

Model In-
tercepta

31,2950 0,8184 14 723,8371 7,4473 <0.0001

B0 31,2950 0,8184 723,8371 7,4473 <0.0001
Linéaire
X1
X2
X3
X4

-0,8702
-0,0242
-1,6390
-1,3609

0,6210
0,6210
0,6210
0,6210

1
1
1
1

13,6314
0,01113
48,3554
33,3404

1,9634
0,0016
6,9652
4,8024

0,1815
0, 9686
0,0186
0,0446

Quadratique
X2

1
X2

2
X2

3
X2

4

3,8960
-4,3539
-0,8539
1,3960

1,6369
1,6369
1,6369
1,6369

1
1
1
1

21,7296
49,1164
1,8895
5,0492

3,1300
7,0748
0,2227
0,7273

0,0972
0,0178
0,6095
0,4072

Interaction
X1X2
X1X3
X2X4
X3X4

1,7238
-4,6685
-2,5154
-1,9772

0,8587
0,8587
0,8587
0,8587

1
1
1
1

47,5439
348,7322
101,2413
62,5516

6,8384
50,2319
9,0100
14,5830

0,0186
<0.0001
0,0089
0,0017

Manque
d’ajuste-
ment

10 99,4190 10,5371 0,0090

Erreur
pure

5 4,7175

Résiduel 15 104,1366
R2 0,874
R2 ajusté 0,756
C.V.%** 0,598
RMSE* 2,6349
Cor Total 29 829,973

5.2.2.1.3 C-Modèle de régression du noyau : L’approche de régression multiple
par la méthode des moyennes carrées est utilisée pour étudier la relation entre la variable
indépendante et la réponse. Le modèle mathématique final est exprimé par l’équation
(Eq 5.3) et qui représente le rendement des CPT(R) de l’extrait du noyau en fonction de
(X1) concentration d’éthanol, (X2) temps d’irradiation, (X3) puissance des micro-ondes
et (X4) le ratio (Liquide/Solide).
R(CPT ) = 7, 07 + 0, 23X1X3 + 0, 40X1X4 + 0, 55X3X4˘0, 82X2

2 + 1, 49X2
3 (5.3)
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Les valeurs P de 0,05 et 0,01 sont utilisées comme outil pour vérifier la signification ou
la très haute signification de chaque coefficient, ce qui peut à son tour indiquer le modèle
des effets de synergie entre les variables indépendantes.

Le tableau (5.8) indique la signification de chaque coefficient mesuré à l’aide de la
valeur p et F. Une valeur p plus faible et une valeur F plus grande signifient que les
variables correspondantes sont plus significatives. La valeur p du modèle est inférieure à
0,0001, ce qui indique que le modèle est significatif et qu’il peut être utilisé pour optimiser
les variables d’extraction.

Table 5.8 – Coefficients de régression estimés pour le modèle polynomial quadratique
et l’analyse de l’équation de la variance (ANOVA) pour les résultats expérimentaux de

l’EN.

Paramétres Coefficients
éstimés

Erreur
standard

DF Somme des
carrés

Valeur-F Prob > F

Model In-
tercept

7,5934 0,1984 14 58,6769 10,2702 <0.0001

B0 7,5934 0,1984 58,6769 10,2702 <0.0001
Linéaire
X1
X2
X3
X4

-0,1263
0,4386
0,4397
-0,0085

0,15057
0,15057
0,15057
0,15057

1
1
1
1

0,2872
3,4633
3,4808
0,0013

0,7039
8,4868
8,5298
0,0032

0,4146
0,0107
0,0105
0,9553

Quadratique
X2

1
X2

2
X2

3
X2

4

-0,4545
1,4135
-1,5198
-0,0753

0,3968
0,3968
0,3968
0,3968

1
1
1
1

0,5353
5,1766
5,9846
0,0147

1,3118
12,6853
14,6653
0,0361

0,2700
0,002
0,0016
0,8519

Interaction
X1X2
X1X3
X2X2
X2X3
X2X4
X3X3

0,7207
-0,9623
1,4153
0,7358
-0,4989
-1,5198

0,1597
0,1597
0,3968
0,1597
0,1597
0,1597

1
1
1
1

8,3112
14,8192
5,1766
8,6640
3,9794
5,9846

20,3664
36,3143
12,6853
21,2310
9,7516
14,6653

0,0004
<0.0001
0,0028
0,0003
0,0070
0,0016

Manque
d’ajuste-
ment

10 58, 6769 2,0177 0,2277

Erreur
pure

5 6,1212

Résiduel 15 64,7982
R2 0,89
R2 ajusté 0,817
C.V. %** 0,638
RMSE* 0,3993
Cor Total 29 64,7892
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Tel qu’indiqué dans le tableau (5.8), les paramètres linéaires (X1 ; X2 ; X3 ;X4) n’in-
fluencent pas la récupération des CPT (P > 0,05) mais en tant que substances quadra-
tiques, (X2

2 ; X2
3 ) ;et effets interactifs (X1X3 ; X1X4 ; X3X4), la réponse sur les CPT est

significative. P-Value de lack of-fit est insignifiant (P > 0,05 et le coefficient de variation
(CV) de 4,03% supérieur à 10 %), ce qui confirme l’exactitude du modèle. Le coefficient
de détermination (R2) est de 0,89, implique que les variations d’échantillon de 89 % pour
l’efficacité de l’EAM des polyphenols de l’extrait du noyau (EN) sont attribuées aux va-
riables indépendantes, et seulement 11% des variations totales ne peuvent être expliquées
par le modèle.

5.2.2.2 Analyse des surfaces de réponse

La combinaison des paramètres optimaux permet de prédire et de vérifier l’amélio-
ration de l’efficacité des caractéristiques de performance avec les paramètres optimaux
sélectionnés. Pour étudier les effets interactifs des paramètres opérationnels et détermi-
ner les niveaux optimaux de variables, les profils de surface tridimensionnelle sont tracés
selon les équations (Eqs : 5.1 ; 5.2 ; 5.3). Les effets des variables indépendantes et de leurs
interactions mutuelles sur le rendement des CPT antioxydants peuvent être visualisés sur
les diagrammes de surface des réponses illustrées (figures : 27 ; 28 ; 29). Les graphiques
montrent clairement les effets de certains paramètres tels que le solvant (l’éthanol), puis-
sance et temps d’irradiation sur le rendement des CPT, comme l’observent également
d’autres auteurs qui étudient et optimisent le rendement par RSM d’antioxydants phé-
noliques provenant de différentes matières végétales (Rodrigues et al., 2008 ; Morelli et
Prado, 2012)

5.2.2.2.1 A-Pulpe : Sur la base des coefficients de régression, nous pouvons consta-
ter selon l’équation (5.1) que les termes linéaires : pourcentage d’éthanol (X1), le temps
(X2), puissance (X3) et ratio (X4) influencent le rendement d’extraction. Cependant,
le profil de surface de réponse montre une forte interaction entre (X1X2) ; (X1X3) ;
(X1X4) ;(X3X4).

Le taux de récupération des CPT de l’EP augmente avec l’augmentation de la concen-
tration d’éthanol de 20 à 40% et une puissance d’extraction de 300 à 500 W et à presque
atteint un pic à 40% de la concentration d’éthanol testée. Au-delà, la concentration sup-
plémentaire d’éthanol et la puissance d’extraction ont des effets négatifs. Ceci concorde
avec les résultats de la littérature (Spigno et al., 2007 ), qui lient l’élévation de la teneur
en CPT à l’augmentation de la concentration d’éthanol jusqu’à 50 % (v/v) et ensuite
diminue pour les concentrations plus élevées. Contrairement, à (Jerman et al., 2010) qui
récupérent le maximum des CPT à un faible pourcentage de méthanol (25%) pour la
pulpe épuisée. Cette différence de rendement est probablement liée au type de solvant
utilisé.
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5.2. Extraction des polyphenols par EAM

Figure 27 – Analyse de la surface de réponse pour le rendement phénolique total
(CPT) de l’extrait de pulpe en fonction des interactions.

(A) : pourcentage d’éthanol et temps ; (B) : pourcentage d’éthanol et puissance ; (C) : pourcentage
d’éthanol et ratio ; (D) : puissance et ratio.

Nous pouvons observer à partir de la figure (27 A) que le rendement en polyphenols
a augmente avec l’augmentation du temps d’irradiation jusqu’à 3 min puis diminue avec
un temps plus long. Ce résultat est en accord avec ceux de (Hiranvarachat et al., 2013 ;
Hiranvarachat et Devahastin, 2014), qui obtiennent une récupération plus importante
des caroténoïdes à partir de la pelure des carottes (co-produit) à 3,5 min par l’EAM.
Cependant, pour les temps courts, le solvant ne peut pas être suffisamment chauffé et cela
peut entraîner un rendement incomplet en caroténoïdes. Au-delà de 3,9 min la stabilité
des caroténoïdes peut être affectée et leur récupération peut être diminuée (Tsiaka et al.,
2015).

Le graphique (27 B) montre que le maximum des CPT est atteint avec une puissance
opérationnelle modérée de 300W pour l’EP. Un chauffage généré par micro-ondes aug-
mente la température du solvant au-delà de son point d’ébullition en quelques minutes,
améliorant ainsi l’efficacité de l’extraction et donnant de meilleurs rendements (Kyria-
kopoulou et al., 2015). Néanmoins, pour la valeur de puissance de l’EAM moyenne, la
récupération des CPT est importante car les puissances élevées et extrêmes conduisent à
réduire la teneur des substances bioactives thermosensibles par l’augmentation de l’effet
de l’énergie micro-onde dans le milieu d’extraction par la conduction ionique et la rota-
tion dipolaire qui se traduisent par l’élévation de la température du milieu (dégradation
thermique) ou par dégradation oxydative dans l’extrait (Shao et al., 2011 ; Hiranvarachat
et al., 2013).
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Contrairement aux études antirieures qui montrent que la puissance a un effet non
significatif

Le graphique (27 C) illustre l’effet interactif du pourcentage d‘éthanol et rapport
liquide/solide. Le (D) montre l’effet interactif entre la puissance micro-ondes (X3) et le
ratio (X4) dont l’influence est significative sur le rapport acquis des CPT (p<0,01). Les
effets quadratiques de ces paramètres (X3 ;X4) sont insignifiants (p>0,05). Les graphiques
suggèrent que l’extraction a un effet quadratique et linéaire (p<0,01) sur le rendement
des CPT tableau (5.8).

5.2.2.2.2 B-Feuille : Nous pouvons observer à partir de la figure (28 E) que le ren-
dement en polyphenols augmente avec l’augmentation du temps d’irradiation jusqu’à 58
min puis diminue avec un temps plus long. Au-delà de 58min, la stabilité des antioxydants
peut être affectée et leur récupération peut être diminuée (Tsiaka et al., 2015).

Les effets linéaires (X3) et (X4) sont signifiants statistiquement ainsi que leurs ef-
fets interactifs (X3X4) (H). De même, l’interaction de ces variables (X1X2) (E) ;(X1X3)
(F) ;(X2X4) (G) impacte fortement le rendement des CPT d’où une haute signification
(p<0,01). Le paramètre linéaire (X2) n’influence pas la récupération des CPT (P > 0,05)
mais en tant que substance quadratique, (X2

2 ) et effets interactifs (X2X4), la réponse sur
les CPT est positive.

Une augmentation de la teneur en CPT est observée avec l’augmentation de la concen-
tration de solvant de 20-60 % et un temps d’irradiation de 45-75 min (X1X2) (E), mais la
tendance est renversée lorsque le rapport atteint une certaine valeur. En effet, à un temps
de 90-120 min et un pourcentage solvant de 80-100%, une diminution remarquable de la
quantité de composé extrait est constatée, ce qui est démontré dans l’étude préliminaire
lors de l’étude de la cinétique d’extraction sous l’effet d’irradiation microonde. Une longue
exposition aux radiations micro-ondes entraine une dégradation de certains constituants
thermolabiles (Kormin et al., 2010).

Une irradiation plus longue et une puissance micro-ondes plus élevée permettent d’ob-
tenir une température continuellement plus élevée dans le système d’extraction. Cette
combinaison de température et de temps peut augmenter la solubilité des composés phé-
noliques et diminuer la viscosité du solvant d’extraction, accélérant ainsi la libération et
la dissolution de ces composés. Ainsi, la solubilité des polyphenols est étroitement liée au
degré de polymérisation en raison de l’augmentation du nombre de groupement hydroxyle
(Savova et al., 2007).
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Figure 28 – Analyse de la surface de réponse pour le rendement phénolique total à
partir de l’extrait de feuille d’olive en fonction des interactions

E : pourcentage d’éthanol et temps ;F : pourcentage d’éthanol et puissance ;G : temps et ratio ;H :
puissance et ratio.

5.2.2.2.3 C-Noyau : À partir de l’analyse ANOVA, la surface de réponse (figure 29),
représentant les différents effets de manière standardisée, est configurée afin de déterminer
quels sont les facteurs influençant significativement, par ordre d’importance pour chaque
variable (effets linéaires ; interaction entre facteurs ; effets quadratiques).

Il peut être remarqué selon la figure (29 K), une forte interaction par ordre d’impor-
tance entre les facteurs (ratio et puissance avec p<0,0001), suivi d’effet entre : pourcentage
d’éthanol (J) et ratio p=0,009 et enfin pourcentage d’éthanol et puissance (I) avec une
probabilité p=0,0330.

Une augmentation de la teneur en CPT est observée avec l’augmentation de la concen-
tration de solvant de 20 à 80% et le ratio liquide/solide environ de 20 à 40 ml/g. La stabilité
de la teneur en CPT est observée dans tout le domaine de la variation du facteur ratio,
lorsqu’il atteint une certaine valeur (40 ml/g). D’après (Prasad et al., 2011), l’extraction
des composés phénoliques dépend en grande partie de la polarité du solvant et des com-
posés. Un solvant pur peut ne pas être efficace pour l’isolement des composés bioactifs.
Par consequent, une combination alcool-eau est plus efficace.
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Figure 29 – Analyse de la surface de réponse pour le rendement phénolique total à
partir de l’extrait du noyau d’olive en fonction des interactions.

(I) : pourcentage d’éthanol et puissance ; (J) pourcentage d’éthanol et ratio ; (K) : ratio et puissance.

5.2.2.3 Validation du modèle

La précision et la pertinence des équations du modèle pour l’EAM peuvent être vali-
dées par la comparaison des valeurs expérimentales et prédites du rendement d’extraction
dans les conditions optimisées. La figure (30 : A ; B ; C) indique les conditions optimisées
de l’extraction des CPT pour les trois extraits (EF ; EP ; EN) qui sont : le pourcentage
d’éthanol (v/v), le temps d’irradiation, la puissance MW et le rapport solvant/solide de
ml/g.
EF : % (v/v) = 60 ;Tps= 58min ; P=700w ; R =1/ 30 ml/g.
EP : % (v/v) = 45, 97 ; Tps= 3min ; P= 300 ; R =1/30 ml/g.
EN : % (v/v) = 80 ; Tps= 87 min ; P= 900 ; R =1/40 ml/g
À l’application de ces conditions, les rendements prévus des polyphenols totaux sont
de 44,001 ; 22,302 ; 9,892 mgEAG/gms pour la feuille, pulpe et noyau d’olivier, res-
pectivement. Cependant, les rendements expérimentaux obtenus sont respectivement de
41,83 ; 25,87 ; 8,07mgEAG/gms. La différence n‘est pas prononcée entre les rendements
des polyphenols prévus et expérimentaux, ce qui confirme la validation et l’adéquation des
modèles utilisés. Un nouvel ensemble d’expériences est conçu et réalisé avec les conditions
optimales sélectionnées de l’étude pour prédire et vérifier l’exactitude des modèles ma-
thématiques. Les résultats sont présentés dans la figure (30), la forte corrélation entre les
valeurs réelles (expérimentales) et les valeurs prédites confirment l’efficacité des modèles
de surface d’intervention pour refléter les résultats prévus de l’optimisation.
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Figure 30 – Les conditions optimales et les rendements CPT prédits de l’EAM
de la Feuille(A) ; Pulpe (B) ;Noyau (C).
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5.2.3 Le rendement en composés phénoliques totaux

Le choix d’une méthode d’extraction dépend principalement des avantages et des in-
convénients des procédés tels que le rendement d’extraction, le coût de production, le
respect de l’environnement et la sécurité (Li et al., 2010). La concentration des CPT des
extraits de (feuille, pulpe et noyau) est déterminée par la méthode de Folin-Ciocalteau
à partir d’une courbe d’étalonnage utilisant l’acide gallique (AG) comme standard. Les
teneurs sont : 44,001± 4,892 ; 22,3024±2,2567et 9,892 ±0,742 mg GAE/g de MS, respec-
tivement (figure31). Cependant, cette méthode n’est pas très spécifique car elle ne donne
pas d’indication sur la nature des composés phénoliques présents dans l’extrait .

En outre, certaines substances, telles que la vit C, les caroténoïdes, les sucres réducteurs
et les acides aminés phénoliques, peuvent en réduisant le complexe phosphotungstique-
phosphomolybdique, interférer et conduire à une surestimation de la teneur en CP (Obied
et al., 2005). En fait cette méthode évalue la qualité réductrice d’un ensemble de composés
en plus des CP. De plus, les résultats de Folin sont influencés par l’état oxydatif de l’acide
folique par conséquent, des valeurs plus faibles peuvent suggérer qu’un échauffement in-
tense a cause la dégradation de l’échantillon en composés bioactifs.

Les résultats de cette étude montrent la richesse de la feuille de l’Olea europea L. en
certains principes bioactifs par rapport aux grignons (pulpe et noyau) et l’huile (Caponio
et al., 2001 ; Lalas et al., 2011), également en composés phénoliques majeurs (Benavente
Garcia et al.,2000 ; Japon-Lujan et al., 2006 ; Altiok et al., 2008).

En comparaison avec la littérature, nos résultats convergent avec les suggestions de
ces auteurs, vu les taux en CPT enregistrés pour les trois matrices (feuille, pulpe et
noyau). Dans cette étude, l’extrait de feuille donne un rendement de 44,001mg/g ms
ce qui coïncide avec des taux de (44,3 mg/gms et 42.447 ±0.17mg EAT/g) enregistrés
par (Rafiee et al.,2012), de deux variétés respectivement. Certaines sources de référence
comme (Mylonaki et al., 2008) assurent que la teneur en matière extraite peut dépasser
les 25% de matière sèche.

Figure 31 – Rendements des CPT des extraits : EF (feuille) ; EP (pulpe) ; EN (noyau)

112



5.2. Extraction des polyphenols par EAM

D’après (Altiok et al., 2008), la variation en tenures phénoliques est à l’origine de
la variété et la zone d’étude. Brahimi et al. (2013), réalisent des dosages quantitatifs
de l’extrait méthanolique des feuilles de l’olivier de deux variétés : Chemleli et Nebjmel
en Tunisie et ils montrent que la teneur en polyphenols des feuilles de Chemleli est de
219,85 en octobre à 464,27 mg/100 g en janvier et est plus riche que la variété de Nebjmel
(197,60 octobre à 270,53 mg/100g en janvier). Ces résultats sont inférieurs à ceux de
notre étude. Cette variation de la teneur en polyphenols semble être liée à la période de
prélèvement, aux conditions climatiques (température, exposition au soleil, la sécheresse
et la salinité. . . etc.), au cultivar, degré de maturation (Aouidi et al., 2012 ), à l’état
physiologique et l’âge de la plante (Deleonardis et al., 2008), au régime d’irrigation et
facteur génétique (Morelló et al., 2005). Ben Salah et al. (2012) trouvent des teneurs en
CP (73,05 à 144,19 mgEAG /g MS), dans les feuilles supérieures à nos valeurs. La variété
Chemlel a une teneur de (99,71 mgEAG /g MS). Vu que le même solvant (l’éthanol) est
utilisé dans notre étude, cette variabilité en teneurs peut être expliquée par la méthode
d’extraction, le pourcentage du solvant.

En utilisant la même méthode d’extraction EAM, (Taamalli et al.,2012), notent un
taux élevé en CP avec 36 composés identifiés sous les conditions suivantes : méthanol/
eau à 80% pendant 6 min. Quant à (japón-Luján et al., 2006), l’optimisation maximale
est obtenue avec de l’éthanol à 80% durant une période de 8 min et une puissance de
microonde de 200w.

De même, (Xie et al., 2015) obtiennent par l’extraction ultrason une teneur de 245,2
mg EAG/gms à partir de l’extrait de feuille d’olivier sous les conditions suivantes : 75%
d’éthanol, température 50 ◦C, puissance ultrasonique de 600 W, temps d’extraction de
3 min et rapport liquide/solide de 30 :1 (v/w), quant à (Goldschmidt Lins et al., 2018),
enregistrent un taux élevé de 131.7 ± 9.4 mg EAG/gms avec le mélange méthanol/eau
(80 :20, v/v en utilisant l’extracteur Soxhlet. Comparativement à nos résultats avec ces
conditions (60% éthanol ; 700W ; 58,13 min ; ratio 30), la teneur en CP est inférieure à
celle trouvée par ces auteurs. Cette différence de rendement peut être due probablement
à la différence de polarité entre les solvants utilisés (Naczk et Shahid, 2006). La polarité
du solvant détermine la quantité, la qualité des composés phénoliques extraits et de la
classe des phénols dans le matériel végétal.

Des études antérieures rapportent que les extraits de tourteaux d’olives ont une teneur
élevée en composés phénoliques qui varie de 2,4 à 46,0 mg/g de poids sec (Obied et al.,
2005 ; Aludatt et al., 2010). Pulpe, sa teneur totale en composés phénoliques (CPT) dans
un état frais est de 4226.23 mg GA/ 100g, ce qui est supérieure aux valeurs rapportées
par les travaux réalisés sur les résidus de la pulpe (Cabral de Oliveira et al., 2009 ; Aludatt
et al., 2010). L’influence de la température de séchage sur les CPT des déchets d’olives
déshydratés peut être observée.
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Une étude réalisée sur les variétés de l’olivier de la Grèce et Portugal montre que
les teneurs en polyphenols varient de 82- 171mg /100g de pulpe d’olives (Boskou et al.,
2006),et de 165,76 mg/Kg de poids frais d’olives (Malheiro et al., 2013), respectivement.
Comparativement à nos résultats qui marquent un taux élevé de 22,25mg/gEAG de MS
dans la pulpe epuisée, (Nadour et al., 2012 ; Nadour, 2015) enregistrent des teneurs faibles
en CPT de 1,633±0.16 mg EAG /100 g et 16,43mg EAG/g de matière sèche, respectives
dans les conditions suivantes (méthanol/eau 80 :20 (v/v) et un temps de 30 min à une
température ambiante). Paralellement, (Hajimahmoodi et al., 2008) enregistrent des te-
neures respectives de 888 et 2,997 mg EAG/100 g. À noter que la teneur totale en CP de la
pulpe d’olive varie selon les conditions et méthode d’extraction choisies (Lee et al., 2003),
les paramètres agronomiques (cultivar, climat, techniques,...), et la maturation des fruits
(Vinha et al., 2005 ; Gomez-rico et al., 2008). Selon (Sousa et al., 2008), le taux varie selon
les solvants d’extraction utilisés. Il est de 3,48, 4,86, 5,90 et 15,48mg EAG/g en utilisant
les solvants suivants respectivement : eau à température ambiante, le méthanol à ébulli-
tion, le méthanol à température ambiante et l’eau à ébullition. Par ailleurs, (Mcdonald et
al., 2001), rapportent que la teneur totale en CP de la poudre d’olive varie entre 200 à 590
mg EAG/100g dans les différentes fractions chromatographiques. En outre, l’utilisation
aqueuse du méthanol destiné à l’extraction présente une bonne sélectivité pour les compo-
sés phénoliques par rapport à d’autres composés hydrosolubles, principalement les sucres,
dans le résidu solide du tourteau d’olive (Obied et al., 2005). Plusieurs études rapportent
que les hauts rendements sont habituellement obtenus avec de l’éthanol et le méthanol et
leurs mélanges avec l’eau. D’après, (Falleh et al., 2008 ; Chew et al., 2009), le méthanol
est le solvant de choix pour l’extraction des CPT à partir des fruits, végétaux et huiles.
Grâce à sa polarité et sa capacité à réduire l’activité des polyphenol-oxydases, ce solvant
prouve son efficacité d’extraire les CP simples (Ryan et al., 2001 ; Abad-Garcia et al.,
2007). Selon (Aouidi et al., 2012), les teneurs en phénols totaux varient de 28 à 59 mg/g
de matière sèche selon l’organe concerné (feuilles, pulpes), aussi selon le degré de matu-
rité et le solvant d’extraction utilisé (méthanol ou éthanol). 90% du contenu phénolique
total est extrait sous forme de phénol libre en utilisant une combinaison d’extractions de
méthanol à 23 et 60◦C

Quant au noyau, avec les conditions optimisées par l’EAM (80%, puissance 900w,
86,66min et ratio 40ml/g) témoigne d’une quantité élevée de 9,892 mg EAG /g de matière
sèche par apport à celle obtenue par (Alu’datt et al., 2010), qui est de 4,37 mg/g à 70
◦C avec du méthanol/eau pendant 1h et (Mojerlo et Elhamirad, 2018),qui trouvent 4,04
mg/g de CPT et 68,9% de (AA : Activité Antioxydante) sous les conditions optimales de
l’EAU (Extraction Assistée par Ultrasons :température d’extraction de 56 ◦C, un temps
d’extraction de 3 minutes, un temps d’utilisation de 0,6 s et un rapport solide sur solvant
de 3,6%). Cette variabilité de rendement peut être liée à la méthode d’extraction utilisée.
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Dans le cas d’EAU, la teneur est moindre, cette diminution peut être due à l’absence
de temps suffisant pour faire éclater les bulles créées par les ondes ultrasonores (Yolmeh et
Najafzadeh, 2014). Les résultats de cette étude, corrobent avec ceux établis par (Elbir et
al., 2014) qui trouvent des teneurs en polyphenols respectives de 2,55 et 8,25mg EAG/g de
poudre de noyaux de deux variétés différentes d’olives « Haouzia et Picholine».Des études
antérieures montrent que les extraits de noyaux d’olives ont un contenu phénolique élevé
qui varie de 2,4 à 46,0 mg/g de poids sec (Obieid et al.,2005 ; Aludatt et al ., 2010 ). La
quantité de (20 et 43 mg/g) incluse dans cette gamme de teneur est notée par (Les- Mees-
sen et al., 2001) à partir de l’extrait du noyau. Plusieurs études confirment cette variation,
par l’influence de la variété du fruit et la saison de récolte sur la teneur en polyphenols
(Crisosto et al., 2010). La synthèse de ces différents résultats des teneurs en polyphenols
présente une variation, due à l’influence de divers facteurs cités précédemment. En effet,
l’importance de ces facteurs est démontrée par plusieurs auteurs (Chan et al., 2009 ; Uma
et al., 2010) .

Les résultats de la composition phytochimique des extraits de (feuille, pulpe et noyau)
montrent une richesse en composés bioactifs dont les teneurs en flavonoïdes totaux sont
de 18,771±0,252 ; 3,173±0,092 ; 0,222±0,004 mg EQ/g de matière sèche et les tanins
condensés avec des valeurs de 0,142±0,013 ; 0,029±0,002 ; 0,021± 0,03mgEC/g de matière
sèche, respectivement. Comparativement à nos résultats, (Goldschmidt Lins et al., 2018)
trouvent une teneur en flavonoïdes de 19,4 ± 1,3 mg EQ/g MS, presque égale à la quantité
de notre matrice qui détient une valeur de 18,771 mg EQ/g de matière sèche, et ils signalent
que la teneur en flavonoïdes dans les feuilles de l’olivier varie selon la méthode d’extraction
et la concentration du solvant utilisé. Des teneurs plus élevées sont enregistrées par (Sheikh
et Gabr, 2016 ; Ben Salah et al., 2012) avec des valeurs respectives (25,51 ; 56,75 à 125,64
mg catéchine /g MS,la variété Chemlal a une teneur de 82,74 mg catéchine/g M S). Celik
et al. (2015),également trouvent des teneurs supérieures (262,2µg/mg) ainsi que (Lee et
al., 2009), avec une valeur de 58 mg/g. Parallèlement, les résultats rapportés par (Brahmi,
2013) qui réalisent des dosages quantitatifs de l’extrait méthanolique des feuilles d’olivier
de deux variétés chemlali et nebjmel en Tunisie, montrent que les teneurs en flavonoïdes
de la variété chemlali sont de 464,27 ; 377,06 mg CEQ/100g supérieures à celle de nebjmel
de l’ordre de (147,96 mg CEQ/100g). Contrairement à (Abaza et al., 2011) qui notent des
teneurs inferieures (3,42 mg/gMS). Quant au noyau, la teneur en flavonoïdes détient une
valeur de 0,222±0,004 mg EQ/g MS, proche de celles enregistrées par (Zaidi et al., 2009 ;
Hannachi et al., 2013)avec des teneurs respectives de l’ordre de 0,24 et 0,17mg EQ/g dans
1g de poudre de noyaux d’olives. La présence de telles substances est en effet rapportée par
de nombreux auteurs, à propos de l’olive et du grignon d’olive (Nefzaoui.,1984 ; Ranalli
et al., 2004).
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Les résultats obtenus par le dosage des tanins notent des valeurs respectives de l’ordre
de 0,142±0,013 ; 0,029±0,002 ; 0,021± 0,03mgEC/g de MS pour feuille, pulpe et noyau),
faibles par ceux notés par (Mebirouk-Boudechiche et al., 2014) qui trouvent que la teneur
en tanins hydrolysables dans les feuilles de l’olivier est proche de 22.02mg/g, et pour
(Dekdouk et al., 2015), la teneur est très élevée (86.86 mg/g).Contrairement à (Bouderba
et al.,2012) qui signalent l’absence des tanins dans la feuille.

L’écart trouvé entre les résultats obtenus et les données des différents auteurs sont
tout à fait justifiés. Les teneurs en polyphenols totaux et en flavonoïdes varient qualitati-
vement et quantitativement d’une plante à une autre, cela peut être attribué à plusieurs
facteurs : les conditions d’extraction ainsi que les origines des échantillons et la saison de
collecte qui régissent ces variations (Ranalli et al., 2006). Les différences peuvent aussi
être attribuées à l’origine géographique ou aux facteurs climatiques et environnementaux
. . . etc. (Ebrahimi et al., 2008). Le patrimoine génétique, et le stade de développement
de la plante (Miliauskas et al., 2004) ; la méthode d’extraction et la méthode de quan-
tification peuvent également influencer l’estimation de la teneur des phénols totaux et
flavonoïdes (Lee et al., 2003).

5.2.4 Activité antioxydante

De nombreuses études sont publiées sur les effets antioxydants des extraits de feuilles
d’olivier et de tourteaux en raison de leur composition phénolique, notamment l’oleuro-
péine, la lutéoline et l’hydroxytyrosol (Marcos et al., 2014 ; Licciardello et al., 2015).

Selon (Almela et al., 2006 ;Obeid et al., 2007), la quantification et l’identification
des polyphenols des extraits végétaux sont considérées comme la première étape vers
l’évaluation de la capacité antioxydante. Cela est en accord avec (Suárez et al., 2009),qui
enregistrent une quantité totale de dérivés de l’oleuropéine dans l’extrait de grignon solide
importante (203 mg/g). Pour ces raisons, ce dernier peut également montrer une bonne
activité, malgré sa faible concentration en hydroxytyrosol. De nombreuses analyses telles
que, l’activité antioxydante totale, les tests DPPH et ABTS, la chélation des métaux, le
potentiel réducteur, le système linoléate de -carotène et la méthode à l’acide linoléique sont
les plus utilisées pour déterminer l’activité antioxydante des extraits végétaux (Ksouri et
al., 2007).

5.2.4.1 Effet scavenger du radical DPPH

La méthode DPPH reçoit la plus grande attention en raison de sa rapidité, sensibilité,
commodité et de sa reproductibilité (Nur Alam et al., 2013).Ce test est employé pour
le criblage des molécules douées d’activités antioxydantes présentes dans les extraits des
végétaux (Yi et al.,2008). Il permet d’estimer plus précisément la concentration du radical
inhibé par les molécules actives (Maisuthisakul et al.,2007).
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L’inhibition du DPPH radicalaire est évaluée par la méthode de (Brand-Williams et al.,
1995). Les résultats montrent que l’effet scavenger des extraits de (feuille, pulpe et noyau)
sur le radical DPPH est très significatif (p<0,05, en les comparant avec les contrôles)
et d’une manière dose-dépendante. La CI50 exprime la concentration capable de piéger
50% du radical DPPH dans le milieu réactionnel, paramètre utilisé pour estimer l’activité
antioxydante. Pour mieux caractériser le pouvoir anti radicalaire, le paramètre CI50 de
toutes les substances testées est calculé et présenté dans le tableau (5.9).

Table 5.9 – Activités antioxydantes des différents extraits ethanoliques de feuille, pulpe
et noyau de l’olivier et les standards Cl50(mg/ml)

Composés
Standards

DPPH ABTS FRAP PM LL

AG 0,296±0,022 26,22±0,2 42,1 ±1,04 3,40 ±0,29
Q 0,10±0,013 0,12±0,034 27,90±1,52 44,79±2,49 2,59±0,20
OL 0,23±0,010 0,28±0,038 55,00±9,68 57,85±3,59 3,16 ±0,55
EF 0,172±0,019 0,312±0,01 72,55±10,85 96,97±1,33 0,08±0,02
EP 0,51±0,055 0,54±0,05 26,81±1,81 84,54=7,12 0,60±0,01
EN 0,757±0,009 1,792±0,261 239,53±50,96 194,71±6,67 1,56±1,97

La détermination de la valeur absolue de la capacité antioxydante des extraits est
difficile parce qu’elle dépend de la concentration du radical, de sa dégradation durant
l’analyse et la possibilité d’interférence avec d’autres composants du milieu. Pour ces
raisons, CI50 est calculé, une mesure quantitative directe de l’activité anti-oxydante, un
antioxydant est plus efficace lorsqu’il présente une faible valeur de la CI50 (Brand-Williams
et al.,1995 ; Atoui et al., 2005 ;Hebi et Eddouks.,2016).

D’après les résultats illustrés dans le tableau (5.9),que ce soit pour le radical DPPH
ou ABTS*, les CI50 obtenues pour les standards sont largement inférieures à celles des
extraits et donc une activité antioxydante très élevée (p<0,05), à l’exception de l’EF
qui présente une activité presque similaire, à celle de la QE et supérieure légèrement à
celle de l’OLE et de l’AG.L’effet inhibiteur des deux extraits testés (EP ; EN) est moins
important que l’effet inhibiteur puissant des standards, cela peut être dû essentiellement à
la pureté de ces derniers. Des résultats similaires rapportés par d’autres auteurs (Kekuda
et al., 2010 ;Priya et Aparna, 2012 ; Gautham et Onkarappa, 2013). La richesse de l’EF
en composés bioactifs de différentes classes phénoliques, peut être à l’origine de cette
puissante activité qui est proche de celle du standard (QE).

La CI50 est inversement proportionnelle à l’activité antioxydante, ce qui permet de
mettre en relief l’activité plus importante de la QE par rapport aux standards (OLE ;
AG) et aux extraits de (pulpe et noyau). Ainsi les profils d’activité anti-radicalaire ob-
tenus (figure 32) notent que la QE et l’OLE avec des CI50 de l’ordre de (0,102±0,0130 ;
0,230±0,010 mg/ml) détiennent l’activité antioxydante la plus efficace suivis de l’AG avec
une concentration inhibitrice à 50% de 0,296±0,02 mg/ml.
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La neutralisation des radicaux libres s’accroît en augmentant la concentration des CP.
La quercetine (QE) montre globalement la plus haute activité qui peut s’expliquer par le
fait que son cycle aromatique porte trois groupements hydroxyls, l’activité anti-oxydante
augmentant avec le degré d’hydroxylation (Bukhari et al.,2009 ; Hayez et al.,2011).

Figure 32 – CI50 des composés phénoliques synthétiques (Oleuropéine, Quercetine et
Acide gallique).

Chaque valeur représente la moyenne ± SD (n = 3) qui représente l’aspect significatif (p < 0.05).

L’extrait de feuille (EF) peut posséder une très forte capacité de piégeage des radicaux
DPPH à des concentrations relativement faibles. Cependant, sa capacité antioxydante est
proche de celle de la QE, mais significativement supérieure (p < 0,05) à celle des extraits
de pulpe et noyau (EP ;EN). Étant donné que l’EF possède une teneur en composés phé-
noliques supérieure à celle de l‘EP et l’EN, il montre une capacité de piégeage radicalaire
de DPPH plus forte (Barhé et Tchouya, 2015). Cette différence des trois extraits peut
être associée à des flavonoïdes et le contenu phénolique (Nabavi et al., 2013).

L’activité antioxydante ne peut être attribuée seulement aux polyphenols mais à
d’autres composés présents (tanins, saponines, phénanthrènes) dont leur teneur et leur
activité antioxydante au niveau des végétaux est non négligeable (Mota et al., 1985). Une
étude réalisée par (Abaza, et al., 2011) montre la relation entre des niveaux élevés des fla-
vonoïdes et l’activité antioxydante importante des extraits de feuilles d’olivier .En outre,
il existe probablement des interactions synergiques entre les composés phénoliques d’EF
qui contribuent à son excellente activité antioxydante. Les composés phénoliques de l’EF
sont les antioxydants dominants qui piègent les radicaux libres, et les espèces réactives de
l’oxygène sont abondantes et largement réparties dans le règne végétal (Xie et al., 2015).

L’EF peut donc être utilisé comme antioxydant naturel en raison de sa teneur élevée
en composés bio phénoliques donneurs d’hydrogène (Chung et al., 2006).

Il est ainsi possible de classer les CI50 de nos extraits et des standards pour les deux
tests DPPH et ABTS*comme suit : CI50QE ∼= CI50 EF > CI50 OLE > CI50 AG > CI50

EP > CI50 EN.
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Les résultats obtenus avec ces extraits montrent que la quantité et la qualité des
CPT est corrélée fortement avec la capacité antioxydante d’où les valeurs attribuées aux
coefficients de détermination sont de l’ordre de (R2= 0,794) pour la feuille, (R2=0,95)
pour la pulpe et (R2=0,80) pour le noyau.

Cependant, (Loziene et al., 2007 ; Minioti et Georgiou, 2010) démontrent que cette
corrélation est significative avec la capacité antioxydante évaluée généralement par le
test de DPPH (r = 0,89) et le test de l’ABTS (r = 0,69). Plusieurs auteurs montrent
la corrélation entre ces deux facteurs (Moyer et al., 2002 ; Wang et al., 2009). De plus,
(Rajeshwar et al., 2005) rapportent que les composés phénoliques peuvent contribuer
directement à l’activité antioxydative. Les travaux de (Sheikh et Gabr, 2016) confirment
la corrélation entre la présence d’Oleuropéine et l’activité antioxydante exprimée en CE50
pour les deux organes d’études, feuille et pulpe.

L’acide gallique (AG) est utilisé comme référence, en raison de son utilisation comme
modèle dans les tests antioxydants. Plusieurs études montrent une activité anti radicalaire
envers plusieurs radicaux tels : l’anion superoxide, les radicaux hydroxyles, l’oxygène
singulet et les radicaux peroxydes qui protègent les cellules des dommage induits par les
UV ou les irradiations ionisantes (Sawa et al., 1999). Selon (Hseu et al., 2008), l’activité
anti radicalaire en utilisant des concentrations de 25 à 100µg/ml diminue selon l’ordre
suivant vitamine C > acide gallique >Trolox. Le Trolox étant la référence la plus utilisée
pour l’étude de l’activité antioxydante de diverses substances biologiques (Benavente-
Garcia et al., 2000 ; Silva et al., 2006).

La quercetine (QE) est démontrée comme un excellent antioxydant in vitro (Selvaraj
et al., 2006 ; Perron et Brumaghim, 2009 ; Jomova et Valko, 2011). Ce flavonoïde est le plus
puissant piégeur des ROS, dont O2, et des RNS comme le NO et ONOO-.Ses capacités
antioxydantes sont attribuées à la présence des groupes de catéchol dans l’anneau B et
le groupe OH en position 3 de l’anneau AC. De plus, (Bukhari et al.,2009) trouvent que
l’activité antioxydante des flavonoïdes dépend du nombre et de la position des groupes
hydroxyles dans leur structure. Les activités antioxydantes des composés sont évaluées
en utilisant le 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl (DPPH), méthode de piégeage des radicaux
libres.

Feuille et pulpe d’olivier possèdent un pouvoir antioxydant non négligeable (Benavente-
Garcia et al., 2000 ). Brand-William et al., (1995) signalent que parmi les acides phéno-
liques les plus actifs dans l’activité antioxydante,l’acide gallique et caféique, les deux sont
présents dans les extrais de feuilles et pulpe d’olivier, ils appartiennent aux deux groupes :
les acides hydroxybenzoïques et les acides hydroxycinnamiques, et selon (Cuvelier et al.,
1991), les acides hydroxycinnamiques ont une activité anti radicalaire plus efficace que les
acides hydroxybenzoïques.
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Popovici et al . (2009) également signalent l’effet antioxydant de l’acide gallique. Oleu-
ropéine est le composant majoritaire dans les extrais de feuilles et de pulpes de l’olivier
qui est doté d’effet anti radicalaire (Altiok et al., 2008 ; Ben Salah et al.,2012 ; Quirantes
–Piné et al.,2013 ; Nashwa et al.,2014).

Du côté de (Hayes et al., 2011), l’activité antioxydante des composés hydroxyles phé-
noliques dans l’extrait des feuilles de l’olivier peut être due à la présence des groupements
hydroxyles dans leur structure comme l’oleuropéine, l’hydroxytyrosol et l’acide lutéoline-
7-O-glucoside. Dans notre étude, la caractérisation des extraits de (feuille, pulpe et noyau)
a confirme la présence de l’oleuropéine, de l’acide lutéoline-7-O-glucoside dans l’extrait de
feuille (EF). En plus de l’oleuropéine, l’extrait de pulpe et noyau (EP ; EN) contiennent
l’hyhdrotyrosol(3,4-DHPEA-EA). Ce dernier est fréquemment détecté dans la pulpe et a
fait l’objet de nombreuses études, notamment en ce qui concerne son activité antioxydante
et ses propriétés bénéfiques pour la santé, qui sont beaucoup plus élevées pour l’hydroxyty-
rosol que pour le tyrosol (Obied et al., 2005 ; Ryan et Robards, 1998). Plusieurs chercheurs
(Ranalli et al., 2004 ; Ortega-Garcìa et al., 2008 ; Castillo et al., 2010 ;Bulotta et al.,2011 ;
Marcos et al., 2014 ; Licciardello et al., 2015), indiquent que les mélanges de différents
composés phénoliques dans les extraits de feuilles d’olivier ont une teneur plus élevée en
antioxydants que les composés individuels pour des raisons de synergie qui se produisent
entre eux (Ramos et al., 2013). Des phénomènes similaires peuvent se produire dans le
grignon d‘olive. Jiménez-Escrig et al. (2001) montrent que l’activité anti radicalaire aug-
mente avec le nombre des doubles liaisons et la présence des groupements fonctionnels
comme dans la classe des xanthophylles.

Les résultats de cette étude donnent un % d’inhibition de l’extrait de feuille (EF) de
71,05 ± 0,19 moins important que celui enregistré par (Moudach et al., 2016 ),qui est de
95,4 ± 0.3% et une concentration (CI50) de l’ordre de 0,172 mg/ml plus importante que
celle notée par (Yuan et al., 2015), à des valeurs de 37,6 l g/ml et 0,33mg/ml notées par
(Xie et al., 2015)et moins efficace de celles enregistrées par (Cioffi et al., 2006) avec des
CI50 de 41,82 µg/ml, 7,90µg/ml en utilisant l’eau/éthanol (30/70) (v/v) comme solvant
d’extraction sur une variété Chemlali en Tunisie par (Bensallah et al., 2012) et par (Hayes
et al., 2011), une concentration inhibitrice (CI50) de 1,57µg/ml. Il est démontré que la
capacité de piégeage radicalaire s’est avérée plus élevée dans les feuilles fraîches (avec une
CE50 d’environ 40 µg/ml) que dans les feuilles séchées (CE50>50 µg/ml) (Bahloul et al.,
2009). Hayes et al. (2011) déterminent une valeur CI50 de 28,6 µg/ml. D’autres recherches,
(Bouaziz et al., 2008) obtiennent une valeur CI50 de 1,5 µg/ml. pour les extraits de feuilles
d’olivier par le même test.

Les phénols de l’olivier ont une énorme capacité à piéger les radicaux libres et montrent
un comportement synergique lorsqu’ils sont combinés, ce qui se déroule naturellement dans
les feuilles d’olivier et donc dans leurs extraits (Polzonetti et al., 2004).
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Quant au noyau, témoigne d’une activité antioxydante modérée avec une CI50 de
0,757±0,009 mg/ml. L’étude statistique significative (P < 0,05) indique l’existence d’une
corrélation linéaire modérée entre le pourcentage d’inhibition du radical DPPH ., et la
teneur en composés phénoliques de l’extrait du noyau (EN). D’après (Hannachi et al.,
2013),le noyau d’olive possède une capacité anti radicalaire de 12,14 mM TEAC et (Mo-
jerlou et Elhamirad, 2018), cernent un taux d’inhibition de 68,9% dans les conditions
optimales citées précédemment, supérieur à celui noté par notre variété Chemlal avec un
taux de 40,18%. De même pour (Alu’datt et al., 2010) qui notent une inhibition maximale
de73% à une température d’extraction élevée (60◦C). Des résultats sont signalés pour le
maximum du contenu phénolique et de l’activité antioxydante par rapport à l’augmen-
tation du temps d’extraction (Shahidi et Naczk, 2004). À l’opposition (Wongkittipong
et al., 2004), démontrent que le temps d’extraction plus long augmente le contenu phé-
nolique total mais réduit l’activité antioxydante. La variabilité des résultats de l’activité
antioxydante des extraits de l’olivier peuvent s’expliquer par la différence de la compo-
sition phénolique de ces derniers. En effet, la capacité de réduction des radicaux libres
est largement influencée par la composition phénolique de l’échantillon (Cheung et al.,
2003 ; Hseu et al., 2008). Plusieurs études démontrent que le pouvoir anti radicalaire est
influencé par la méthode d’extraction, le solvant (nature et concentration), la température
et le temps d’extraction (Stanisavljević et al., 2009 ;Lim et al., 2011)

5.2.4.2 Effet scavenger du radical ABTS

L’ABTS «2,2’-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acide)» est utilisé comme
un radical libre pour évaluer l’activité antioxydante des échantillons. Le radical ABTS.+,
en contact avec un donneur de H. conduit à l’ABTS+ et à la décoloration de la solution
à 734 nm (Lien et al., 1999). La méthode est basée sur l’aptitude des molécules antioxy-
dantes d’étancher la longue durée de vie du radical cation ABTS.+ (Kumaraswamy et
Satish, 2008). L’obtention du radical cation ABTS.+ résulte du contact de l’ABTS avec
une enzyme de pe-roxydation (peroxydase metmyoglobine ou horseradish peroxydase) en
présence de H2O2 ou d’un oxydant (oxyde de manganèse ou persulfate de potassium)
(Miller et Rice-Evans, 1999 ; Re et al.,1999 ; Benavente-Garcıa et al.,2000 ; Arnao et al.,
2001).

Cependant, dans cette étude, des valeurs intéressantes sont trouvées pour le piégeage
des radicaux libres par l’EF ; l’EP ; l’EN, comparables à ceux des standards (AG ;QE ;OLE.).
Le radical cation ABTS+ est inhibé de façon significative à toutes les concentrations tes-
tées, et de manière dose dépendante par les extraits. La capacité d’inhibition du radical
ABTS+ notée par les trois extraits (EF ;EN ;EP), après six minutes d’incubation est de
71,05 ; 41,25 ; 23,54% respectifs.
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Notons que l’étude statistique (p<0,05) indique l’existence d’une bonne corrélation
linéaire avec un R2 de 0,85 ; 0,94 entre le pourcentage d’inhibition du radical ABTS.+ et la
teneur des CP de l’EF et de l’EP. Contrairement à l’EN qui détient une faible corrélation.
La corrélation linéaire entre la teneur phénolique totale et l’activité antioxydante du noyau
d’olive est démontrée par (Alu’datt et al.,2010) (R2 = 0,746).

Par ailleurs, aux mêmes concentrations testées, les PI (Pourcentage d’Inhibition) obte-
nus par le test du DPPH sont légèrement supérieurs à ceux de la méthode à l’ABTS. Ceci
peut s’expliquer par la présence de substances qui présentent des bandes d’absorption à
la même longueur d’onde que le radical DPPH . entraînant ainsi une augmentation de
l’absorbance (Sarr et al., 2015).

Le pouvoir antioxydant des feuilles d’olivier est principalement attribué à la présence
de composés phénoliques (Goulas et Papouti, 2010 ; Xie et al., 2015). Plusieurs de ces com-
posés sont évalués individuellement et les effets antioxydants sont liés aux caractéristiques
des groupes fonctionnels, à leur quantité et à leur position hydroxyle (Hayes et al., 2011)
(dans leurs structures par rapport aux groupements carboxyles fonctionnels) (Hayes et
al., 2011), leur conférant des propriétés redox (Goulas et Papouti, 2010). D’après (Manian
et al., 2008),les composés phénoliques de poids moléculaire élevé, ont plus de capacité à
capter les radicaux libres (ABTS+) et que leur efficacité dépend,du nombre de noyaux
aromatiques et de la nature de substitution des groupements hydroxyles (OH).

L’effet antioxydant d’extraits éthanoliques des feuilles est étudié par plusieurs auteurs
qui suggérent qu’il peut être dû à la présence de groupes hydroxyles dans la structure
des phénols (Govindan et Muthukrishnan, 2013). L’élimination du radical ABTS à 50%
a note des CI (mg/ml) (Tab 5.9) moins élevées que celles du radical DPPH. Des facteurs
comme la stéréo sélectivité des radicaux ou de la solubilité de l’extrait dans différents
systèmes d’analyse est signalée comme ayant une incidence sur la capacité des extraits
pour réagir et éteindre les différents radicaux (Zheng et Wang, 2001).Quant à (Wang et
al., 1998), constatent que certains composés qui ont une activité de piégeage des ABTS
ne présentent pas une activité de piégeage des DPPH. Ce qui n’est pas observé dans cette
étude.

D’après (Hannachi et al., 2013),le noyau d’olive possède une capacité anti radicalaire
de 0,64 mM TEAC. Les résultats de ce test a expose un effet inhibiteur des radicaux
libres (ABTS+) par les antioxydants de l’EN, et cela peut être du à la présence des
phénols simples comme (l’acide p-coumarique identifié par HPLC-ESI-MS), qui porte un
substituant d’acide propénoïque qui confère à la fraction une délocalisation de protons
plus élevée, facilitant une activité de balayage supérieure à celle observée avec les phénols
simples (Morello et al., 2005).

En fait, l’efficacité supérieure de l’EF indique son excellente capacité à éliminerABTS−+

est en accord avec les résultats présentés par (Wiseman et al., 1997).
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Les composés phénoliques présents dans l’EF ont peut-être eu un effet synergique plus
important que ceux des autres échantillons.

De plus, les substitutions d’hydroxyle dans les composés phénoliques des feuille d’oli-
vier (c-à-d les flavonoïdes, les oleuropéosides et les acides organiques) ont une forte capa-
cité de donner des hydrogènes actifs qui sont probablement responsables du mécanisme de
réaction (Xie et al., 2015). Mojerlou et Elhamirad (2018), établissent la relation entre l’ac-
tivité antioxydante et la méthode d’extraction. Les polyphenols extraits par micro-ondes
dont la teneur est élevée, montrent une activité antioxydante remarquable en utilisant les
tests (ABTS ; DPPH,).

Ceci peut s’expliquer par la décomposition des cellules végétales en peu de temps grâce
à la technologie électromagnétique après exposition au chauffage par micro-ondes.

L’EAM a remarquablement des avantages considérables tels, qu’un temps d’extraction
plus court, un rendement d’extraction plus élevé et consommation de solvant réduite à
celle des solvants utilisés dans les méthodes conventionnelles (Dahmoune et al., 2013).
Egalement,(Gallo et al., 2010),démontrent que l’activité anti oxydante de certains ex-
traits obtenus par EAM est supérieure à celle obtenue par EAU (Extraction Assistée par
Ultrasons et EC (Extraction Conventionnelle).

Selon (Hayes et al., 2011), la structure des composés phénoliques est un facteur déter-
minant de leur piégeage des radicaux libres qui sont des pathogènes dans de nombreuses
maladies. Certains de ces composés sont capables de chélater le fer, et donc de réduire
son excès.
Pour cela, nous avons évalué l’activité antioxydante des extraits par la technique de ré-
duction du fer FRAP.

5.2.4.3 Pouvoir Antioxydant Réducteur Ferrique (FRAP)

En général, une absorbance élevée du mélange réactionnel indique un pouvoir réducteur
important (Manmohan et al., 2011). Les activités antioxydantes des composés naturels
sont susceptibles d’être mutuellement corrélées avec leur pouvoir réducteur, peut-être en
raison de leur capacité à produire de l’hydrogène (Xiang et Ning, 2008).

Les composés qui sont doués d’une capacité réductrice indiquent qu’ils sont des don-
neurs d’électron et peuvent réduire les intermédiaires oxydés des processus de peroxyda-
tion des lipides, de sorte qu’ils puissent agir en tant qu’antioxydant (Chanda et Dave,
2009). Les réducteurs présents induisent à la réduction du complexe Fe3+/ferricyanide en
Fe2+. Cette propriété constitue un important mécanisme de l’action antioxydante (Ebra-
himzadeh et al., 2008).

La quantité du Fe2+ formée est estimée à une longueur d’onde de 700 nm. L’augmen-
tation de l’absorbance est proportionnelle à l’augmentation du pouvoir réducteur (Ozsoy
et al., 2008 ; Ribeiro et al., 2008).
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Bien que le fer soit essentiel pour le transport d’oxygène pour la respiration et l’activité
des enzymes, il s’agit d’un métal réactif qui catalyse des dommages oxydatifs dans les tissus
vivants et les cellules (Bourgou et al., 2008). La figure (30) montre les DO lues lors de
ce test réducteur du ferrocyanure de potassium par les extraits phénoliques de la feuille,
pulpe et noyau et les standards (QE ; AG ; OL) pris comme étalons, à un intervalle de
concentration allant de 0,05 à 1mg/ml.

Une relation dose- dépendante est observée dans tous les échantillons à l’exception
de l’EN. Les résultats obtenus montrent que tous les composés ont un pouvoir réducteur
croissant proportionnellement à leurs concentrations. Les CI50 respectives de l’EP, l’EF, et
l’EN, sont de l’ordre de ; 26,81 ±1,90 ; 72,55±10,58 ; 239,53±50,96mg/ml, alors que celles
des standards, l’AG ; QE ; OLE ; sont plus signifiantes avec des valeurs de 26,22±0,2 ;
27,90 ±1,51 ; 55,00±9,68mg/ml, respectivement (figure 33) à des concentrations égales.
Le pouvoir réducteur des échantillons suggère qu’il a contribué de manière significative à
l’effet antioxydant observé.

Visiblement la QE et l’AG réduisent plus rapidement et plus efficacement le ferro-
cyanure de potassium, suivi de l’oleuropéine à une concentration de 1mg/ml. Cependant,
l’OLE possède un pouvoir réducteur qui est relativement faible. Le FRAP augmente dans
l’ordre suivant : AG >QE >EP >OLE >EF >EN. La différence d’analyse statistique
est significative (p<0,05). L’EP a expose un pouvoir réducteur hautement élevé que ce-
lui de l’EF et de l’EN. Des différences sont constatées entre les extraits naturels et les
standards, probablement en raison des mécanismes d’action des différents composés phé-
noliques. Toutefois, la tendance de l’activité réductrice est similaire entre l’EP, la QE et
l’AG. L’EF et l’EP, ont des teneurs plus élevées en CPT par rapport à l’EN. Cela in-
dique qu’ils peuvent donner des électrons aux radicaux libres réactifs plus efficacement,
en les transformant en composants stables et terminant réaction de la chaîne des radicaux
libres. Néanmoins, (Cyboran et al., 2014) suggérent que l’activité antioxydante phénolique
dépend non seulement du pourcentage de polyphenols dans l’extrait mais aussi de leur
espèce.

Figure 33 – Pouvoir réducteur sur le ferrocyanure de potassium des extraits naturels
(EP ; EN ; EF) et des standards phénoliques (QE ; AG ; OLE).
Chaque valeur représente la moyenne ±SD (n=3) des substances testées.
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L’activité d’analyse du FRAP de l’EF est vérifiée dans des études antérieures (Bouaziz
et al., 2005 ; Abaza et al., 2011 ; Hayes et al., 2011 ;Orak et al., 2012). Nos résultats
concordent avec ceux de (Bensallah et al., 2012) qui révélent que l’extrait éthanolique des
feuilles de différentes variétés d’olivier montre une activité pour la réduction du fer, selon
l’ordre suivant : l’extrait des feuilles de Chemlali suivi de Gerboua et Sévillane et avec
ceux de (Xie et al., 2015).

Ces derniers auteurs notent des valeurs respectives des standards de l’ordre de 2,17 ; 3,50 ;
6,87 mg/ml, hautement efficaces que celles notées par la capacité réductrice dans notre
étude mais dans le même ordre de priorité, avec des valeurs CI50 de l’ordre de 26,22 ;
27,90 ; 55,00 mg/ml pour l’AG ; QE ; OLE, respectivement (figure 34). Une étude sur
l’AG utilisé comme témoin présente une CI50 de 7,65±0.43 µgml1hautement efficace (Na-
dour, 2015). Quant aux extraits de feuilles (EF) et celui de la pulpe (EP), détiennent des
CI50 de l’ordre de 5,24 et 65,56 mg/ml, respectivement, notées par (Xie et al., 2015), plus
réductrices que les CI50 notées dans notre étude avec des valeurs respectives de 72,03 et
26,81mg/ml.

L’analyse du FRAP de l’EF est vérifiée dans des études antérieures. L’étude sur l’EF
méthanolique montre une FRAP de 301 mg TE/g(Hayes et al., 2011).D’autres études
obtiennent un TEAC de 379,3 mg TE/g de matière sèche (Hayez et al., 2011) et une
FRAP de 281,8 mg/ml notée par (Goldschmidt Lins et al., 2018) moins efficaces que
celles enregistrées dans notre étude avec une CI de 72,55mg/ml.

La pulpe d’olive détient une capacité de réduction du chlorure ferrique de 22,93mg/ml
(R2= 0,88) à une valeur efficace proche de 24mg d’équivalent de vitamine E par g d’extrait
enregistrée par (Nadour, 2015), similaire à celle notée par notre variété Chemlal avec une
CI50 de 26,81mg/ml et est moins efficace de celle enregistrée par (Nadour et al., 2012)
avec une concentration de50,55±3,33 µgml1.

En effet, la réduction du fer par l’EP (pulpe) de la variété alcaparras montre un pouvoir
réducteur de 360 µgml1 (Sousa, et al., 2008) qui est plus élevé que celui enregistré par
notre variété Chemlal. L’activité antioxydante de la pulpe dépend principalement de profil
phénolique, qui varie selon la variété d’olive et le degré de maturité qui influence également
le potentiel antioxydant. Au cours de la maturation, certains changements se produisent
dans la composition des fruits en polyphenols.

Par exemple, la quantité d’oleuropéine diminue, tandis que celle et de l’hydroxytyrosol
augmente dans la pulpe d’olive mûre (Morello et al., 2005) Cela peut avoir un impact direct
sur la réduction du pouvoir (Ferreira et al., 2007).

Thaipong et al. (2006), démontrent l’activité antioxydante de l’extrait de pulpe par
comparaison des différents tests d’estimation de pouvoir antioxydant et ils prouvent que
le FRAP montre une corrélation significative avec la quantité des CPT. Dans le même
contexte, (Akinmoldun et al., 2007), démontrent une corrélation positive entre les poly-
phenols, le pouvoir réducteur et la capacité antioxydante mesurée par le test DPPH.
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L’extrait de feuilles (EF) et celui de pulpe (EP) contiennent des formes plus complexes
en composés phénoliques (oleuropéine est le constituant majeur). En revanche, le pouvoir
réducteur de ces extraits peut être à l’origine des flavonoïdes qui sont considérés comme
les principaux donneurs d’électrons (Lee et al., 2007).

Dans notre étude, la caractérisation par CLHP-ESI-MS des deux extraits (EF et EP),
révéle un profil phénolique dont les composés majeurs sont des flavonoïdes. Des nombres
plus élevés d’électrons donneurs dans le composé stabilisent le produit radicalaire et ren-
forcent l’activité antioxydante, selon le principe de la plus faible énergie (Cao et al., 1997).
Quant à l’EN (noyau), il présente une activité moins importante avec une CI50 de 239,53
±50,96mg/ml par rapport à l’EF et l’EP. La teneur en polyphenols de l’EN montre une
corrélation négative d’où R2= 0,379 avec la capacité réductrice. Cette différence de cor-
rélation peut être attribuée à la nature des composés polyphenols qui sont responsables
de l’activité antioxydante.

Il est important, par ailleurs de signaler que (Chimi et al., 1991) démontrent que les
composés polyphenols se dégradent avec le temps qui a pour conséquence une diminution
de leur activité antioxydante et que leur vitesse de dégradation est positivement corrélée
à leur efficacité antioxydante négative.

Figure 34 – Histogrammes exprimant la concentration inhibitrice (mg/ml) permettant
la réduction de 50 % du fer.

Chaque valeur représente la moyenne ±SD (n=3) des substances testées.

Les activités antioxydantes des composés phénoliques sont différentes en raison de
leurs structures différentes ; par conséquent, il y a un grand degré de variation entre les
différents composés phénoliques dans leur efficacité en tant qu’antioxydant (Hayes et al.,
2011). L’EP et l’AG sont de bons donneurs d’électrons en convertissant le Fe3+ en Fe2+.
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En conclusion, les CPT de la feuille, pulpe et noyau peuvent être qualifiés de don-
neurs d’électrons capables de neutraliser les RL (Radicaux Libres) à des différences de
potentialité. Cela peut avoir un effet dans la conversion des RL en produits plus stables
et terminant ainsi les réactions en chaîne initiées par les RL. Le pouvoir antioxydant d’un
extrait végétal dépend de sa pureté, de sa nature, sa structure chimique et la bioactivité
de ses constituants (Hayes et al., 2011 ; Xie et al., 2015).

5.2.4.4 Pouvoir réducteur par le test phosphomolybdénique

Le test phosphomolybdate (PPM) est basé sur la réduction, en milieu acide, de l’ion
MO+6 en ion MO+5 par des substances réductrices présentes dans l’extrait végétal qui
forment avec le phosphate-MO+5 des complexes de couleur verdâtre (Prieto et al., 1999)
dont l’intensité est proportionnelle à la concentration de l’extrait (Prasad et al., 2009).

Les résultats sont donnés en DO à 695 nm en fonction de la concentration (Fig 35) et ils
sont significativement différents (p<0,05). nous constatons qu’il y a une proportionnalité
entre la capacité des substances testées à réduire le molybdène et leur concentrations, cela
peut être expliqué par la présence probable de composés antioxydants (Kaur et al., 2008).

L’AG montre une capacité plus élevée à réduire le molybdène, avec une DO de
1,17±0,03 à 1mg/ml. La CI50 marque une valeur potentiellement intéressante de 42,07
mg/ml, contrairement aux standards (QE et OLE) avec des faibles DO de 0,947±0,016 ;
1,13±0,014 et CI50 de l’ordre de 45,40 ; 57,85mg/ml, respectivement. Quant aux ex-
traits, les concentrations inhibitrices à 50% sont notées avec des valeurs respectives de
97,03±1,22 ; 84,54±7,12 ; 194,56 ± 6,65mg/ml pour l’EF ; l’EP ; l’EN (Tab 5.9).

Figure 35 – Pouvoir réducteur mesuré par le test phosphomolybdénique sur les extraits
(EP ; EN ; EF) et les standards phénoliques (QE ; AG ; OL)

Chaque valeur représente la moyenne± SD (n=3).
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Les extraits phénoliques présentent un effet réducteur modéré de l’ion molybdène avec
une DO de 0,868±0,04 (EF) ; 0,624 ± 0,05 (EP) ; 0,417 ± 0,006 (EN) à 1mg/ml. Le faible
potentiel de molybdate manifesté par ces extraits peut probablement être à l’origine de
la polarité du solvant utilisé. En effet, il est démontré que les composés extraits par des
solvants très polaires exercent un effet scavenger plus important que ceux extraits par des
solvants faiblement polaires (Turkmen et al., 2006). Ce qui peut être expliqué par la faible
polarité du solvant (Ethanol) utilisé dans notre étude.

À partir des résultats de la mesure du pouvoir réducteur par les deux méthodes utili-
sées, les extraits de feuille et de pulpe (EF et EP) montrent une activité réductrice intéres-
sante par rapport à l’EN. L’activité antioxydante est la capacité d’un composé à empêcher
la dégradation oxydante des biomolécules (lipides, protéines, acides nucléiques).Selon (An-
tolovich et al., 2002), un certain nombre de facteurs déterminent l’activité antioxydante
dont la réactivité comme donneur d’hydrogène ou d’électron. Le pouvoir réducteur est
défini comme étant la capacité à donner un hydrogène et/ ou un électron. La capacité
réductrice d’un composé dépend généralement de la présence de groupements réducteurs
au niveau de sa structure (Pin-Der-Duh, 1998 ; Senevirathne et al., 2006). Le pouvoir
relativement faible des CPO obtenu par le test phosphomolybdénique peut s’expliquer
par les conditions acides de la réaction. Dans ces conditions, selon (Apak et al., 2008),la
capacité réductrice peut être inhibée à cause de la protonation des CP, tandis que dans
des conditions plus basiques, la dissociation des protons des CP (convertis en phénolates)
augmente la capacité réductrice d’un échantillon. Il se peut que les propriétés antioxy-
dantes des extraits de feuille, pulpe et noyau ne puissent pas être simplement attribuées
aux CPT, au lieu de cela, ils représentent en fait l’intégration d’une pléthore d’interactions
entre les différents composés phénoliques

5.2.4.5 Activité inhibitrice de la peroxydation lipidique (TBARS)

Le test TBA est un test facile à réaliser et rapide pour l’évaluation de la peroxydation
lipidique. Ce test se base sur le développement de pigment rose résultant de la réaction
de TBA avec les produits secondaires résultant de la dégradation des acides gras, en
particulier avec le MDA (Laguerre et al., 2007).

Patton et Kurt (1951),rapportent que le MDA est le principal réactant avec le TBA.
Ceci est confirmé par les travaux de (Moon et Shibamoto, 2009). Plusieurs auteurs sug-
gèrent que le composé coloré formé est le résultat de la condensation entre deux molécules
de TBA avec une molécule de MDA sous l’effet conjoint de la température et de l’acidité
du milieu. Ce complexe présente le maximum d’absorption à 530 nm. L’intensité de la
coloration est proportionnelle à la concentration des produits secondaires de l’oxydation.
Frankel et al. (1993), rapportent que les alcools, les aldéhydes saturés, les aldéhydes insa-
turés α et β et les composés époxy sont les produits secondaires majeurs de l’oxydation
qui sont plus stables et sont générés par la décomposition des peroxydes.
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Le TBA peut donner une réaction positive avec ces produits. La formation du complexe
TBA-MDA est initiée par une attaque nucléophile impliquant le carbone 5 de TBA sur
le carbone 1 de MDA suivie d’une déshydratation.

Par conséquent, ce test devient l’un des tests le plus utilisé pour étudier l’oxydation
des lipides et tester les activités antioxydantes de divers produits naturels. Dans les sys-
tèmes biologiques, la peroxydation des lipides génère un certain nombre de produits de
dégradation tels que le MDA à l’origine de la destruction des membranes cellulaires et
des lésions cellulaires. Le MDA, l’un des principaux produits de la peroxydation des li-
pides, est largement étudié et mesuré comme indice de peroxydation des lipides et comme
marqueur du stress oxydatif (Niranjan et Krishnakantha , 2000).

L’oxydation lipidique des différents échantillons est évaluée par la mesure des sub-
stances réactives à l’acide thiobarbiturique (TBARS). Ces substances sont des composés
de faible masse moléculaire formées suite à la décomposition de certains produits primaires
et secondaires de peroxydation lipidique.

Les résultats de test au TBA obtenus sont consignés dans le tableau (5.9) en fonction
des concentrations inhibitrices à 50%. nous constatons qu’il y’a une relation de propor-
tionnalité entre le pourcentage d’inhibition de la peroxydation lipidique et les concen-
trations des CP testés. Les extraits phénoliques (EF ; EP ; EN) présentent l’activité la
plus importante contre la peroxydation lipidique avec des CI50 respectives de (0,08 ; 0,60 ;
1,56mg/ml). L’AG présente, dans ce cas, l’effet protecteur le moins élevé avec une CI50

3,40mg/ml par rapport à la QE (2,59 mg/ml).
L’absorbance des TBARS des extraits phénoliques diminue dans l’ordre suivant :

EN>EF>EP.
Plusieurs travaux rapportent le rôle des CP de l’olive dans la prévention de la peroxy-

dation lipidique. Les sécoiridoides (oleuropéine et ses dérivés) représentent une des classes
principales de CP responsables de l’activité antioxydante des olives et de l’huile d’olive
(Franconi et al., 2006).

Il est démontré par (Kiritsakis et al., 2010 ; Malheiro et al., 2012), que les feuilles
d’olivier inhibent l’oxydation des lipides. D’autre part, les propriétés de piégeage radica-
laire des composés phénoliques présents dans la pulpe d’olive sont mieux corrélées avec
l’inhibition de l’oxydation des liposomes qu’avec l’oxydation des lipides (Morelloä et al.,
2005).

Les effets antioxydants de l’oleuropéine et de l’hydroxytyrosol contre l’attaque par
les radicaux oxygénés à partir de la phase aqueuse sont montrés par (Saija et al., 1998)
dans les biomembranes qui consistent en l’acide linoléique dispersé dans le dipalmitoyl-
phosphatidylcholine. D’autres résultats prouvent l’activité de la fraction phénolique de
l’olive in vivo en protégeant les particules des LDL de l’oxydation (Visioli et al., 1995)
et inhibant la production des isoprostanes et autres marqueurs de la peroxydation lipi-
dique produits pendant l’oxydation des LDL (Salami et al., 1995 ; Visioli et al., 2000).
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Parallélement, (Dejong et al., 2009) utilisent l’extrait des margines, du thé et du vin
pour limiter l’oxydation lipidique et la formation de TBARS dans les viandes bovines et
porcines cuites. Ces auteurs montrent l’implication des composés phénoliques, par leurs
propriétés antioxydantes, dans le processus du contrôle de l’oxydation lipidique dans les
viandes.

Pour les phénols individuels testés, l’ordre de l’activité contre l’oxydation des lipides
est le suivant : QE>OL=AG. L’effet antioxydant d’un composé donné dépend largement
de sa structure chimique et le milieu dans le quel se retrouve. Par contre, cet effet avec
les extraits dépend de la composition en constituants phénoliques de chaque extrait, de
degré de pureté, et de la présence d’autres composés synergiques ou inhibiteurs.

Cependant, les résultats obtenus avec les extraits phénoliques sont intéressants que
ceux obtenus avec les antioxydants individuels : QE ; OLE ; AG (Tab 5.9). L’absorbance
faible peut s’expliquer par la présence d’une certaine quantité de produits secondaires de
l’oxydation issus de la décomposition des hydro peroxydes.

QE se montre plus active et cela peut être du à son effet de retarder les lésions
cellulaires causées par la voie d’oxydation en piégeant les radicaux libres, en offrant une
protection contre la peroxydation des lipides et en chélatant les ions métalliques (Peters,
1995). Les travaux de (Kumar et al., 2003) supportent les suggestions de ces auteurs. Il est
donc possible que la quercetine puisse agir à la fois comme pro-oxydant et antioxydant.
Ce phénomène paradoxal peut expliquer la raison pour laquelle la quercetine accélère les
dommages oxydatifs cellulaires et/ou agit comme un mutagène, au lieu d’un antimutagène,
dans diverses études in vitro (Kawanishi et al., 2005).

Les résultats de (Jamshidzadeh et Rezaeian Mehrabadi , 2010) montrent qu’une ad-
ministration préalable et concomitante de vitamine C et de quercetine, en association
avec un agent oxydant, peut réduire significativement les dommages peroxydants des éry-
throcytes chez les sujets déficients en G6PD(Glucose-6-PhosphatDehydrogenase). L’effet
antiperoxydant de la quercetine montre que 75 mM de cette dernière inhibe la formation
de 56 %TBARS (de la 177 à 100 ng MDA/gHb dans G6PD déficient échantillons.

Les extraits (EF ; EP) étudiés exercent un effet inhibiteur de la peroxydation lipidique
statistiquement significatif (p<0,05) par rapport aux contrôles négatifs (QE ; AG ; OLE).
Cette capacité de modifier la peroxydation lipidique induite par les radicaux libres est
liée non seulement aux caractéristiques structurales des agents antioxydants mais aussi à
leur capacité de pénétrer dans les bicouches lipidiques et d’interagir avec. Il est démontré
que la structure et la lipophile des polyphenols sont des facteurs importants dont découle
la propriété antioxydante, probablement affectant la profondeur de l’incorporation de ces
composés dans la phase lipidique de la membrane (Djeridane et al., 2010).
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Les travaux de (Goldschmidt Lins et al., 2018) indiquent que l’EF a un effet protecteur
très important sur la peroxydation des lipides.

Ainsi, les résultats démontrent que l’EF inhibe efficacement les dommages oxydatifs
induits par les radicaux pyroxyles dans les érythrocytes humains. Des études montrent
l’effet antioxydant de l’EF sur l’hémolyse induite par les radicaux pyroxyles chez les
patients atteints des érythrocytes de mouton (Ferreira et al., 2007). Ces auteurs vérifient
une relation entre l’effet anti hémolytique des extraits et leur activité radicalaire, mesurée
par la DPPH et suggérent que le mécanisme d’action dans les deux cas est lié au contenu
phénol total. Dans cette étude, la caractérisation des extraits, notamment celle de pulpe
et de noyau a identifie la présence de la molécule (oleuropéine aglycone) avec des quantités
considérables de 43978,824 et 7372,820 µg/g, respectivement et de l’hydroxytyrosol (3,4-
DHPEA-EA) avec des teneurs respectives de 11053,496 et 6330,331 µg/g.

Ces dernières, d’après (Jemai et al., 2009) réduisent le processus de peroxydation des
lipides et améliorent le système de défense antioxydant dans un modèle athérogène expé-
rimental et ils suggérent que l’activité du phénol utilisé peut être attribuée au groupe 3,4-
dihydroxyphényl éthanol présent dans les trois molécules (oleuropéine ; hydroxytyrosol ;
oleuropéine aglycone). Ces effets mettent en évidence les co-produits de l’olivier comme
source d’antioxydants capables de réduire la fréquence des maladies cardiovasculaires.

La composition des extraits (EF ; EP ; EN) est notamment riche en flavonoïdes. En
effet, les flavonoïdes préviennent des dommages oxydatifs causés dans les érythrocytes,
et cette protection peut être due à la chélation du fer dans la cellule. L’une des cibles
biologiques les plus vulnérables lors d’un stress oxydatif est l’endommagement des AGPI,
d’où une peroxydation lipidique qui va affecter la perméabilité membranaire (Demiral et
Turkan , 2005 ; Valko et al., 2006).

En raison de leurs propriétés chimiques, les composés phénoliques inhibent l’oxydation
des lipides (Turner et al., 2004), et présentent des activités physiologiques (Visioli F, Galli
1998).Il est démontré par (Gordon et al., 2001) que les composés phénoliques hydrophiles
totaux et les formes olé osidiques de 3,4-DHPEA sont corrélées (r= 0,97) avec la stabilité
à l’oxydation de l’huile d’olive vierge.

Tous ces résultats décrits par la littérature concordent avec ceux retrouvés et indiquent
que les EP et EF présentent des effets protecteurs contre la peroxydation lipidique. Le
site de production des RL ainsi que la localisation et l’orientation des antioxydants dans
la bicouche phospholipidique, sont des facteurs devant être pris en considération pour la
compréhension de l’efficacité d’un antioxydant au niveau membranaire (Saija et al., 1995 ;
Paiva-Martins et al., 2003).

Des différences sont constatées entre les substances testées en fonction des activités
antioxydantes (DPPH, ABTS, FRAP, TBARS, et Molybdène), probablement en raison de
la différence de quantité et de qualité par des composés phénoliques et de leurs mécanismes
d’action.
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La concentration, l’accessibilité des groupes actifs à l’oxydant et la stabilité du produit
influencent les propriétés antioxydantes de l’extrait végétal naturel (Guo et al., 2007).

En conclusion, les substances phénoliques et les flavonoïdes attribuent aux plantes
un pouvoir protecteur contre le stress oxydatif. Cependant cet effet protecteur peut être
influencé par plusieurs facteurs tels que, les teneurs de ces composés chimiques dans
les plantes qui varient essentiellement selon leur origine (Ebrahimzadeh et al., 2008), la
variété, la saison de culture, la saison de récolte, les conditions climatiques et environ-
nementales, la localisation géographique, les différentes maladies qui peuvent affecter la
plante, la maturité de la plante (Park et Cha,2003) et la durée de conservation (Ozgüven
et al., 1996).

5.2.5 Analyse HPLC–ESI-MS

L’identification individuelle des polyphenols à partir des extraits (EF ;EP ;EN) obte-
nus par la méthode EAM est réalisée sur la base du temps de rétention des composés
phénoliques et des spectres d’absorption visibles qui sont comparés à ceux des étalons.
Les tableaux (Annexe 8 ; H1 ; H2 ; H3) dressent la liste des composés identifiés avec les
concentrations attribuées et les figures (36 : A ;B ;C) illustrent les profils phénoliques par
des chromatogrammes en fonction du temps de rétention.

Dans le présent travail, la caractérisation HPLC–ESI-MS des extraits de (feuille, pulpe
et noyau) d’olivier est réalisée avec de l’éthanol aqueux à 60%, 45,97% et à 80%, respec-
tivement. Un total respectif de 12, 11 et 9 composés phénoliques est enregistré.

L’oleuropéine, cette molécule indiquée par plusieurs chercheurs qui étudient les com-
posés phénoliques des feuilles de l’olivier (Benavente- Garcia et al., 2000 ; Bouaziz et al,
2004 ;Briante et al., 2004 ; Japon-Lujan et al., 2006 ; Mourtzinos et al., 2007 ; Malik et al.,
2008 ; Hayes et al., 2009 ; Ben Salah et al., 2012 ; Moudach et al., 2016 ), est identifiée
dans les extraits de (feuille, pulpe et noyau) dont la teneur diffère selon la variété d’étude
et les conditions de culture.

Selon (De Leonardis et al., 2008), la composition phénolique des feuilles est similaire
à celle des olives. L’oleuropéine et autres sécoiridoides sont les principaux composés, mais
les formes simples dont le HT(Hydroxytyrosol) sont présents mais en faible quantité. La
concentration de l’oleuropéine dans les feuilles est significativement plus élevée que dans
le fruit ou dans l’huile (Scheffler et al., 2008).
Cependant, 3,4-DHPEA-EA est trouvé dans la pulpe et le noyau. Pereira et al. (2007),
désignent l’OLE (26476 ± 1760 µg/g) et LUT-7-O-G (4209 ± 98 µg/g) comme étant les
composés phénoliques les plus abondants dans l’extrait lyophilisé de feuilles d’olivier.

132



5.2. Extraction des polyphenols par EAM

Apparemment, le niveau le plus élevé de lutéoline-7 - glucoside est observé dans les
feuilles matures (Nasir et al., 2008) d’olivier, cela peut être attribué soit à la méthode
d’extraction, soit à l’origine de l’échantillon.

De plus, la polarité du solvant peut influencer la quantité totale de composés phéno-
liques déterminée par HPLC–ESI-MS. La concentration d’oleuropéine aglycone est im-
portante dans la pulpe avec une teneur de (43978,824 µg/g) que dans le noyau (7372,820
µg/g).

Comme nous pouvons le voir, l’éthanol (60%) (V/V) montre la plus forte capacité
d’extraire à la fois OLE et LUT-7-O-G dans les feuilles d’olivier. Ce résultat corrobe avec
celui de (Moudach et al., 2016 ), l’éthanol (70%) (V/V) montre la plus forte capacité
d’extraire l’OLE et le LUT-7-O- G dans les feuilles d’olivier et le grignon avec la même
variété (Chemlal).

Il est à signaler que le profil qualitatif des phénols du fruit (pulpe fraîche) diffère
légèrement de celui des pâtes (pulpe épuisée) et des déchets, tout en étant significative-
ment différent de celui de l’huile, ce qui suggère que les phénols ne sont pas seulement
transférés, mais aussi transformés pendant le traitement de l’huile, d’après les résultats de
(JermanKlen et MozetičVodopivec, 2012). Ceci confirme la similarité de quelques compo-
sés (deacetoxyoleuropein-aglycon ; acide ferulique glucoside ; 3,4-DHPEA-EA ; oleuropéine
aglycone) trouvés dans la pulpe et le noyau de notre variété. Pour (Servili et al., 2004),les
sécoiridoides phénoliques contiennent de l’hydroxytyrosol dans leurs structures molécu-
laires (3,4- DHPEA-DEDA et oleuropéine aglycone).Contrairement à (Artajo et al., 2007),
aucun de ces sécoiridoides n’est confirmé dans aucune des matrices dérivées de l’olive. De
même, les flavonoïdes comme (apigenin 7-o-glucoside ; quercetin-3-O-rutinoside), sont pré-
sents dans la pulpe et la feuille. Ceci est conforme aux rapports de (Artajo et al., 2006 ;
Artajo et al., 2007). Lutéolin-7-O-glucoside, la rutine et le verbascoside ne sont présents
que dans la pulpe.

Quant au noyau, (Suárez et al., 2009 ; Alu’datt et al.,2010 ; Mojerlou et Elhamirad,
2018), signalent des substances similaires de composés phénoliques à savoir (acide proto-
catechuique ; acide felurique ; p- acide coumarique).

Les principaux composés phénoliques présents dans le noyau d’olive sont l’hydroxyty-
rosol (Fernandez-Bolanos et al., 2002), l’oleuropéine (Mulinacci et al., 2001), le tyrosol (Al-
louche et al., 2004), l’acide caféique (Lesage-Meessen et al., 2001), l’acide p-coumarique,
l’acide vanillique (Bianco et al., 2003), le verbascoside, l’acide élénolique (Mulinacci et
al., 2001), le catéchol (Fiorentino et al., 2003) et la rutine (Romero et al., 2002). Dans
cette étude, le composé majeur du noyau est l’acide ferulique glucoside avec une teneur
de 28670,544 µg/ Annexe H.
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5.2. Extraction des polyphenols par EAM

Figure 36 – Identification des polyphenols dans les extraits de (feuille ; noyau ; pulpe),
par l’analyse HPLC-ESI-MS

En conclusion, le profil phénolique varie selon l’origine (He et Xia., 2007) et la ré-
partiton des polyphenols dépend de leur solubilité ainsi que de la technologie utilisée,
produisant différents types de produits à différentes conditions de temps/température de
malaxage (Rodis et al., 2002).

5.2.6 Changements structurels dans les tissus végétaux pendant
l’EAM

Enfin, le matériel végétal traité par l’EAM, est examiné par le Microscope Electro-
nique à Balayage (MEB) afin d’observer l’effet d’extraction sur la structure physique de la
poudre fine à l’échelle cellulaire. Les critères les plus importants sont la structure intercel-
lulaire des matrices végétales et la dimension des vacuoles dans la paroi végétale. Comme
le montrent les figures (37 ; 38), la structure intercellulaire est détruite après l’irradiation
des micro- ondes. Des changements fracturaux évidents dans la morphologie de la surface
après 180 s ; 58,13 min ; 86,66 min pour la pulpe, feuille et le noyau, respectivement, alors
qu’aucune fracture prononcée n’est constatée. Les microphotographies des surfaces des
poudres brutes de la pulpe et le noyau sont recouvertes par les graisses, les cires ou encore
des polysaccharides tels que les lignines, hémicelluloses ou pectines et donc beaucoup plus
rugueuse (Banat et Fares, 2015 ; Koutsomitopoulou et al., 2014) .

Alors qu’après l’irradiation, la surface est trouvée en grande partie détruite, ce qui
suggère que l’irradiation par micro-ondes joue un rôle important dans la désintégration
des cellules végétales murs.
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De plus, ce phénomène suggère que l’action des micro-ondes affecte la structure phy-
sique de la cellule en raison du mouvement moléculaire et de la rotation des liquides avec
un dipôle permanent, ce qui permet un chauffage rapide du solvant éthanol/eau. Le chauf-
fage par micro-ondes cause des dommages cellulaires plus importants, ce qui a favorise
la libération rapide des solutés dans les solvants et renforce l’effet de chauffage principal
bien connu des micro-ondes.

La figure (37), les poudres présentent une surface irrégulière avec des pores de diffé-
rentes dimensions. La porosité des poudres est considérée comme un indice de réactivité
des poudres en solution (Djantou Njatou , 2006).

Figure 37 – Images au microscope électronique à balayage de la poudre du noyau
d’olive avant (A) et après (B) l’extraction par EAM.
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Figure 38 – Images au microscope électronique à balayage de la poudre de pulpe
d’olive avant (A) et après extraction par EAM.

L’observation de grignons d’olive (pulpe et noyau) révéle des particules compactes
individualisées avec une large distribution de taille allant d’environ de 50 à 100 µm. En
effet, la forme des particules n’est pas uniforme et semble englober principalement deux
populations, dont la première présente une forme granulaire avec une faible granulométrie
(inférieure ou égale 50µm), tandis que la seconde comprend des particules elliptiques. Nous
pouvons constater que le traitement chimique favorise un bon mouillage et la surface de
la poudre est complètement différente de la poudre avant l’extraction (non traitée).
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Deuxième partie

Support animal
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5.3 Description du dispositif expérimental

L’étude de l’étiologie et de la prévalence de la coccidiose chez le poulet de chair est
dans le but d’évaluer la sensibilité et/ou la résistance des espèces d’Eimeria spp. d’un pool
d’isolats, prélevé dans les différentes régions de Bejaia à des molécules bioactives extraites
des co-produits oléicoles (feuille ; pulpe ; noyau).

5.3.1 Origines des isolats

Il est important de noter que les sites d’élevages qui ont fait l’objet de l’étude sont
désignés aléatoirement. La suspension parasitaire est isolée à partir d’un pool d’isolats
d’Eimeria spp.(de terrain) et du contenu intestinal ,prélevée sur 19 cas positifs (des 35
élevages) de poulet de chair infecté naturellement, de taille variant entre 1000 et 2000
sujets et répartis sur différentes régions de la wilaya de Bejaia.

5.3.2 Matériels de laboratoire

Nous avons utilisé le matériel courant de laboratoire :
- Des tubes à essai, - une centrifugeuse, - une balance ordinaire,
- des béchers gradués : 100ml, - des passoires, - compresses de gaze,
- un microscopique optique de marque NIKON, - des lames porte-objet, - des lamelles,
- un compte-goutte, - des spatules, - des boîtes de pétri portant les coordonnées

de chaque échantillon,
- des baguettes de verre, - une trousse d’autopsie, - des plateaux,
- une solution saturée de chlorure de sodium (Nacl à 35-40%),
- un mortier et un pilon,
- des gants, des flacons de dimension identique et des sachets en plastique.

5.3.3 Echantillonnage

Les prélèvements sont réalisés suivant la disponibilité des cas infectés. L’étude est me-
née de mois février au mois décembre 2016. Les sites d’élevages ne sont pas tous prospectés
et certains échantillons sont procurés selon le diagnostic des vétérinaires sur la base d’une
mortalité anormale associée à la boiterie, diarrhée, diminution de l’ingestion d’aliments
et de poids corporel, comme le montre la figure (39).
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Figure 39 – Site de prospection et échantillonnage des sujets atteints de coccidiose.

Renseignements sur l’âge des oiseaux, l’histoire de la diarrhée et d’autres caractéris-
tiques du poulet sont recueillies auprès des éleveurs. L’âge des oiseaux sélectionnés est
compris entre 1 et 50 jours. Les échantillons de la litière et du contenu intestinal (grêle
et le caecum) sont prélevés au hasard (147 et 109, respectivement). Les matières fécales
des litières sont recueillies auprès de différents endroits dans des enclos pour assurer la
répétabilité. Ainsi que des autopsies de suspects sujets d’âge différent (5-48 jours) sont
effectués afin de récupérer les différentes parties du tube digestif qui sont emballées dans
des sacs plastiques sans aucune protection hygiénique. Tous les échantillons sont conservés
à +4 ◦C jusqu’à l’analyse.

La validation du questionnaire et l’uniformisation de la conduite de la pratique sont
nécessaires pour déterminer les conditions de travail. Lors des visites des exploitations,
une fiche est établie qui comprend (historique, bâtiment, équipement, qualité de l’eau et
des aliments, origine des animaux, méthode de prophylaxie, pathologie fréquente...).

5.3.4 Examen coprologique

Nécropsie et parasitologie sont effectuées à l’aide de méthodes standardisées au la-
boratoire Associé en Ecosystèmes Marin et Aquacole, Université Abderrahmane Mira de
Bejaia.

5.3.4.1 Examen post-mortem

Le tractus gastro-intestinal des oiseaux sacrifiés est examiné macroscopiquement à
l’aide d’une loupe à la recherche des lésions pathologiques. Les différents segments de
l’intestin grêle (duodénum, jéjunum et iléon) et du gros intestin (cæcum et colo rectum)
(figure 40) sont séparés et coupés selon le fragment à étudier.
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Les premières moitiés des segments intestinaux sont placées dans des sacs en poly-
éthylène, étiquetées et immédiatement apportées au laboratoire pour un frottis intestinal,
tandis que les autres moitiés sont placées dans des bouteilles contenant 10% de formol ,
puis apportées au laboratoire d’histopathologie du Département de Médecine, Université
A. Mira, Bejaia, pour l’examen histopathologique.

Figure 40 – Les différents segments intestinaux (A) : intestin grêle ; (B) le caecum.

5.3.4.2 Examen coprologique

5.3.4.2.1 A-Examen macroscopique Sur 109 intestins collectés, 78 cas positifs sont
sélectionnés. Une incision de la cavité abdominale est pratiquée pour récupérer les viscères
afin d’identifier et d’observer macroscopiquement les différents segments intestinaux. La
loupe est utilisée pour examiner les deux faces (interne et externe) des intestins, puis le
rinçage de ces derniers est effectué à l’eau courante du robinet pour éliminer les traces de
sang.

Après l’examination des surfaces intestinales (intestin grêle et ceacum) ; à l’aide d’une
lame de scalpel (Lobago et al., 2005) (figure 41), les intestins sont ouverts à différents
endroits (c.à.d. duodénum, moyen intestin au-dessus et au-dessous du diverticule du me-
ckel, intestin inférieur et caeca) ; la matière fécale est récupérée par grattage profond à
différents niveaux des intestins à plusieurs endroits afin d’amasser le maximum (Conway
et McKenzie., 2007).
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5.3.4.2.2 B-Diagnostic nécroscopique L’examen des raclures intestinales des seg-
ments (intestin grêle et les ceaca) confirment la présence de la parasitose en question par
les lésions caractéristiques de la coccidiose. Le score des lésions (SL) est estimé en fonc-
tion de l’échelle de (Johnson et Reid., 1970). La gravité de la lésion est évaluée comme
l’un des cinq rangs compris entre 0 (aucune lésion grossière) et 4 (lésion grossière la plus
sévère) sur diverses parties de l’intestin. La couleur épithéliale, l’accumulation du liquide
et l’aspect général (épaisseur de la paroi intestinale ; gonflement ; érosion et dilatation des
muqueuses ; présence ou absence des pétéchies ainsi que leur couleur ; etc) sont pris en
compte pour évaluer la gravité de l’infection (figure 41).

Figure 41 – Examen macroscopique des intestins (grêle et ceacum)

5.3.4.2.3 C-Examen microscopique Les raclats de chaque segment intestinal et les
matiéres fécales des litières sont immergés dans de l’eau distillée séparément et homogé-
néisés à l’aide d’un pilon.Toutes les préparations issues du contenu intestinal sont filtrées à
l’aide d’une (voire deux) compresse (s) de gaze pour éliminer les débris importants (Bow-
man., 1999). La suspension retirée de chaque endroit, à la surface et en profondeur des
segments intestinaux, est placée entre la lame et lamelle pour être observée au microscope
optique au Gx40 (Bowman., 1999) afin de confirmer la présence ou l’absence des oocystes
(figure 42). Les matiéres fécales issues des litiéres sont traitées également de la sorte.
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Figure 42 – Observation des oocystes d’Eimeria isolés à partir du jéjunum et du
caecum du poulet de chair au microscope optique G X40.

5.3.4.2.4 D-Conservation des parasites Après avoir confirmé la présence des para-
sites coccidiens d’Eimeria spp.le contenu de chaque segment intestinal est pesé et émmergé
dans du bichromate de potasium à 2,5% comme solution de conservation à un ratio de
10ml/ 2g de matiére fécale.

Les préparations sont homogénéisées sur agitateur magnétique et conservées à une
température de 4-10◦C pour des analyses ultérieures (Conway and McKenzie., 2007).

5.3.4.2.5 E-Méthode de flottaison (Analyse qualitative) Il s’agit de la méthode
coproscopique qualitative la plus utilisée. Son principe consiste en la concentration des élé-
ments parasitaires, confinés dans une petite quantité de fèces mélangée à un liquide dense
(de densité supérieure à celle de la plupart des éléments parasitaires) (Euzeby., 1981), afin
que sous l’action de la pesanteur ou de la centrifugation, les débris sédimentent (Hendrix,
1998) dans le culot, tandis que les éléments parasitaires remontent à la surface du li-
quide où ils sont recueillis puis identifiés. Cette méthode est appliquée sur les échantillons
(contenu intestinal et la litière) tout en appliquant la méthode de (Soulsby, 1986).
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Protocole
— Les échantillons sont soigneusement mélangés à l’eau propre puis homogénéisés

manuellement ;

— trituration de 5g débris (litière) et 2g (contenu intestinal) dans (175 ;70-75) ml
d’eau qui sont laissés sédimenter toute la nuit pour éliminer les gros débris (cas
de litière). Le lendemain matin, le surnageant est éliminé, puis centrifugé à 3200
tours/ 15min ;

— le culot est récupéré et additionné à un volume de 35 ml de solution saturée de
Nacl (35 à 40%), puis agité et centrifugé ;

— la préparation est laissée quelques minutes avant le comptage (2 à 3 min ;10 à 15
min sont nécessaires) pour la montée des oocystes), récupération de surnageant et
addition de 35ml d’eau distillée puis centrifugation (lavage des oocystes et élimi-
nation du NaCl) ;

— après toutes ces étapes, une partie des oocystes obtenus est conservée dans de
bichromate de potassium (2,5%) à +4◦C pour la mise en sporulation selon deux
méthodes : Bain- marie, méthode décrite par (Wegenbach et Burns., 1969) et à l’air
libre, méthode de (Al-Quraishy et al., 2009) et l’autre partie pour le dénombrement.

La quantité appropriée de filtrat est transférée à laide d’une pipette pasteur à une
lame McMaster pour le comptage des oocystes d’Eimeria (Conway et McKenzie 2007 ;
Haug et al. 2008), Le nombre d’oocystes dans chaque zone lignée, multiplié par le facteur
de dilution, représente le nombre par gramme de l’échantillon initial prélevé.

5.3.4.2.6 F-Purification et sporulation des oocystes La suspension parasitaire
d’oocystes est isolée par flottation et purifiéé par l’addition d’un antibactérien neutre
(PenicillinV, Stréptomycine) et d’un antifongique (Fluconazole) (Yvore et Coudret., 1972 ;
Remmal et al., 2011) pour prévenir l’évolution bactérienne et celle des champignons. Des
oocystes sont incubés à 29◦C dans un bain-marie agitateur (Wegenbach et Burns., 1969)
pendant 72 heures mais sans l’ajout de l’antibactérien et l’antifongique afin d’éviter toute
dénaturation et à l’air libre (Al-Quraishy et al., 2009 ; Carvalho e al., 2011) pour une
période donnée. La lecture au microscope se fait d’un temps à l’autre afin de verifier le
taux de sporulation selon les deux méthodes. Le taux de sporulation est plus important
en utilisant la méthode à l’air libre avec un pourcentage de (90,81%) et une période de
trois (3) semaines et deux (2) jours qu’avec la méthode au bain marie (figure 43).
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Figure 43 – Les différents stades de sporulation des oocystes de différentes espèces
d’Eimeria spp.

Les oocystes sporulés sont conservés dans la solution de dichromate de potassium
à 2,5%, à une température de réfrigération de l’ordre de 4◦C et ce, jusqu’au jour de
l’utilisation (environ 1 mois) (Shirley, 1995). À l’issue de l’incubation des oocystes, le
taux de sporulation est vérifié par le décompte des oocystes sporulés en procédant à trois
lectures aux grossissements (Gx 40).

5.3.4.3 Analyse quantitative par méthode McMaster

Cette méthode est facilement réalisable et elle est utilisée pour estimer le niveau d’infes-
tation sur la base d’un comptage d’œufs par gramme de fèces (OPG)(Conway et McKen-
zie., 2007 ; Haug et al., 2008). La méthode de MacMaster implique de réaliser une dilution,
sachant que la lame est composée de deux compartiments de 0,15mL de volume chacun.
Ainsi, pour réaliser le comptage, 5 et 2 grammes de fèces sont dilués au 1/15e dans une
solution salée, chlorure de sodium (Nacl) à saturation. Les matiéres fécales sont alors ho-
mogénéisées dans le volume adéquat de solution puis filtrées pour éliminer les débris de
grandes tailles. nous remplissons ensuite les deux compartiments de la lame de MacMas-
ter. La lecture se fait 2 à 3 min ; 10 à 15min après que la lame soit préparée pour permettre
aux œufs d’adhérer au plafond du compartiment. Il est à noter de ne pas interpréter une
lame préparée depuis plusieurs dizaines de minutes car il apparaît que les œufs de certains
parasites résistent mal à la pression osmotique exercée par la solution salée. La lecture de
la lame se fait au grossissement (Gx10) et doit concerner les cellules des 2 compartiments.
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5.3. Description du dispositif expérimental

Un grossissement (Gx40 et Gx100) plus important peut être utilisé pour une identi-
fication plus précise des éléments parasitaires. Dans cette étude, le (Gx10) est emprunté
pour déceler la présence parasitaire et le Gx40 pour la précision. Si la différence entre le
nombre d’œufs comptés dans chaque compartiment excède 20 %, cela signifie que l’homo-
généisation n’est pas correctement réalisée et il est préférable de recommencer le protocole.
Le nombre total d’œufs comptés par parasite doit être multiplié par un coefficient (qui
dépend de la masse de matière fécale examinée et du volume de liquide dense utilisé) pour
obtenir un nombre d’œufs par gramme de fèces selon l’équation (5.4).

OPG=nombre d’oocystes dans les 2 chambres x 50.
X = N∗100

0,15∗2 (5.4)
X : Nombre d’oocystes / ml de la suspension étudiée.

N : Nombre d’oocystes calculés dans les deux compartiments de la cellule McMaster. 100 :
Dilution de la suspension mère dans la solution saturée de NaCl.
0.15 : Volume de chaque réseau.

Remarque sur le calcul : Sachant que les fèces sont diluées au 1/15e et qu’un compar-
timent est égal à 0,15mL, le nombre d’œufs dans un compartiment équivaut au nombre
d’œufs présents dans 1/100e de gramme de fèces. On multiplie donc le nombre obtenu
pour un compartiment par 100 ou bien la moyenne obtenue pour les deux compartiments
par 50 pour obtenir le nombre d’œufs par gramme (opg) (Taylor et al., 1995).

NB : Si la charge d’oocystes est très importante, on doit procéder à des dilutions
de 1/10 ou de 1/100 dans la solution dense, puis on multiplie par le facteur de dilution
(Taylor et al., 1995).

Le taux de sporulation est calculé selon l’équation (5.5) :
X= (N oocystes sporulés x 100) / N oocystes calculés (5.5)
-N oocystes sporulés (total du quadrillage1 + total du quadrillage2) – N non sporulés

des 2 quadrillages N oocystes calculés.

5.3.4.4 Identification des espèces coccidiennes

L’identification des espèces d’Eimeria chez le poulet de chair est effectuée sur la base de
certains critères tels que : la taille, la forme, la présence ou absence de micropyle et le temps
de sporulation (Carvalho et al., 2011 ; Long et Reid 1982 ; Soulsby, 1982). La localisation
intestinale (McDougald , 2003) et l’apparence des caractéristiques macroscopiques des
lésions (Johnson et Reid, 1970) sont également prises en compte dans cette étude. La
méthode traditionnelle, la morpho-métrique où on mesure la longueur, largeur et l’index
(longueur / largeur) et faire la comparaison avec les tailles décrites par (Reid et al.,
1978) est mise en œuvre . Au moins 100 oocystes sont examinés au magnification x 40
(Waldenstedt et al., 2001) pour valider l’identification .
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5.3. Description du dispositif expérimental

Cette méthode nécéssite les outils suivants :

5.3.4.4.1 L’oculaire micrométrique : Le micromètre oculaire est un disque en verre
de grossissement commercial (×10) sur lequel est gravée une échelle comprenant 100 divi-
sions (graduations), de valeur arbitraire, c’est à dire les divisions du micromètre oculaire
sont équidistantes mais leur écartement n’est pas connu (figure 44.A). C’est un oculaire
classique dont la lentille inférieure comporte un segment gradué. Ce dernier est gradué
de 0 à 10 unités arbitraires (UA) et entre chaque repère d’UA (0, 1, 2, ...) se succèdent
des graduations espacées de 0,1 UA (figure 44.B).On utilisera donc ces graduations pour
déterminer les dimensions réelles d’un objet.

Figure 44 – (A) micromètre oculaire ; (B) Graduation de la lentille inferieur.

L’échelle du micromètre oculaire inconnue est calibrée avec un micromètre objectif
selon (OMS., 1997).

5.3.4.4.2 L’oculaire micromètrrique : Appelée encore micromètre objet, est une
lame en verre gravée et étalonnée qui donne la référence des dimensions. Divisée en frac-
tions de 0.1 mm, elle même subdivisée en fractions de 0.01 mm, elle permet d’étalonner
l’oculaire micrométrique avant d’effectuer les mesures sur des objets (figure 45). À l’oeil
nu, on ne distingue presque rien sur la plaque, l’échelle est placée dans le cercle de la lame
étalon.

Figure 45 – Lame micrométrique.
Le cercle centrale est un segment gradué de 1mm, et chaque espace de 0,1UA et entre deux graduations

0,01mm = 10µm, 100graduations= 1mm=1000µm.
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5.3. Description du dispositif expérimental

5.3.4.4.3 Protocole d’étalonnage : Etalonner l’oculaire micrométrique, consiste à
répondre à la question : « En utilisant l’objectif (x). . . du microscope, à quelle taille
réelle correspond une unité arbitraire de l’oculaire micrométrique ? » L’étalonnage doit
être réalisé pour chaque objectif du microscope.Il peut être effectué à la première séance
de microscopie. Les résultats restent valables pour les séances ultérieures sur le même
modèle de microscope. La figure (46) illustre l’étalonnage de l’oculaire micrométrique.

— Mettre en place la lame micrométrique et l’oculaire micrométrique.
— Mettre en place l’objectif choisi pour effectuer l’étalonnage.
— Effectuer la mise au point sur les graduations de la lame.
— Aligner et orienter les deux graduations de sorte que leurs origines se correspondent.
— Méthode : déplacer la lame micrométrique à l’aide du chariot du microscope et

tourner l’oculaire micrométrique.
— La lecture des deux graduations superposées permet d’établir la correspondance

entre une longueur en unités arbitraires de l’oculaire et une taille réelle en µm

Figure 46 – Superposition des graduations de l’oculaire et lame micrométrique
a : graduations de l’oculaire ; b : graduations de la lame (Gx10).
On a 5UA correspondent à 130m ; 1UA correspond à 26µm

5.3.4.4.4 Mesures :
— Choisir l’objectif approprié pour l’observation et la mesure. La précision de la

mesure sera d’autant plus grande qu’elle se fera avec un objectif de plus fort gros-
sissement.

— Effectuer la mise au point sur l’objet à mesurer.
— Déplacer la lame à l’aide du chariot guide-objet et orienter l’oculaire de sorte que

le bord de l’objet à mesurer coïncide avec la graduation 0 UA.
— Mesurer l’objet en UA.
— À l’aide des données fournies par l’étalonnage, convertir la taille mesurée en UA

en taille réelle (µm).
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5.3. Description du dispositif expérimental

À titre d’exemple
Lame présente 9,6 sous unités ; 960µm ; 1 EPU 9,6 µm. Dans ce travail, la superposition

de la lame et l’oculaire a donne l’unité réelle, càd 60 divisions = 0,96 mm, 10 divisions
= 0,16mm et donc, 1division de l’oculaire= 0,96/60= 0,016mm= 16µm. L’opération est
répétée trois fois sous l’objectif (G) x40.

5.3.4.5 Examen histopathologique

Les tissus des différents segments intestinaux sont conservés dans du formol à 10%
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO). Le traitement est réalisé selon ces étapes :

5.3.4.5.1 Fixation : Cette fixation a pour but d’éliminer le risque de rétraction et de
distorsion afin de prévenir la protection contre les attaques bactériennes. On peut résumer
que la fixation a trois buts principaux : coaguler, précipiter et insolubiliser les fragments
intestinaux. Les fragments (caecum et intestins grêle) lavés à l’eau abondante, coupés
puis immergés dans du formol à10% pendant 5 jours (Didi et Villate , 2001) pour éviter
l’apparition des altérations cadavériques. Le choix du formol comme meilleur fixateur est
lié à sa capacité de fixer des grandes pièces sans dissection et à sa pénétration rapide dans
les tissus.

5.3.4.5.2 Post fixation : Enlever les pièces fixées et les mettre sous l’eau de robinet
pendant au moins trois heures puis faire des coupes de 3 à 6 fragments selon la taille de
1,5 cm et les placer dans des cassettes d’inclusion en plastique, en mentionnant au dessus
la partie correspondante de l’intestin. Selon (Luna., 1968), les cassettes sont mises dans le
liquide de Bouin puis placées dans l’automate. À ce niveau- là, des passages successifs dans
des bains d’alcool à différentes concentrations sont effectués comme suit : -Ethanol 80% (4
heures)- Ethanol 95% (2 heures)- Ethanol 100% (1,5 heures)-Ethanol 100% (1,5 heures)-
Xylène (1 heure)-Xylène (1 heure) -Paraffine (6 heures) -Paraffine (7 heures). Le but de
ce passage dans l’automate est la déshydratation (passages dans des alcools, de degrés
différents) ; éclaircissement (xylène) et l’imprégnation (infiltration) dans la paraffine. La
durée des passages des fragments dans l’automate est de 24 heures.

5.3.4.5.3 La mise en blocs L’inclusion à la paraffine est effectuée au sein d’une etuve
réglée à 55◦ ; les pièces sont mises dans des moules en inox puis la paraffine chauffée est
versée sur ces dernières qui sont étiquetées, après le refroidissement complet, le démoulage
est effectué, et les pièces sont mises en bloc et gardées au froid indéfiniment.

5.3.4.5.4 La microtomisation et le collage des coupes sur lame : Ils permettent
d’obtenir des coupes dont l’épaisseur est de 5 à 7µ et de les mettre sur un support de
verre transparent.
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5.4. Evaluation de l’activité anticoccidienne

La procédure suivie est celle décrite par (Darboux, 1994) qui comporte les étapes
suivantes :

— L’équarrissage par l’enlèvement à l’aide d’un couteau de l’excédent de paraffine.
— Le montage du bloc sur son support ; le bloc doit rester parallèle au couteau.
— Le dégrossissage au microtome permet d’éliminer la paraffine qui se trouve en avant

du prélèvement pour obtenir une coupe entière du tissu à colorer.
— La coupe proprement dite s’obtient par passage régulier de la pièce à couper devant

le rasoir ou couteau du microtome.
— Le collage des coupes sur une lame de verre ; sur chaque lame de verre porte-objet

est gravé le numéro d’identification du bloc.
L’établissement de la coupe se fait sur une platine chauffante .La goutte d’eau gélatineuse
déposée sur la lame maintient la coupe sur la lame.

5.3.4.5.5 Séchage des lames : Il se fait à l’étuve à 60◦C pendant 24h, les coupes se
trouvent alors recouvertes d’une fine pellicule de paraffine qui les met à l’abri de l’air et
se conservent indéfiniment.

5.3.4.5.6 Coloration à l’ Hématoxyline Eosine : Pour la coloration, la méthode de
(Luna, 1968) est appliquée : -Xylène (2 minutes) - Ethanol 100 % (1 minute) -Ethanol 100
% (1 minute)- · Ethanol 95 % (1 minute)- Eau du robinet (10 minutes)- Hématoxyline (15
minutes)- Eau de robinet (lavage)- Acide Alcohool : 3 à 5 dips- Eau du robinet brièvement-
Eau ammoniacal (ammoniac waters) : 3 à 5dips- Eau de robinet (10 à 20 minutes)- Eosine
(15seconde à 2 minutes)- Ethanol 95 % (2 minutes)- Ethanol 100 % (2 minutes)- Ethanol
100% (2 minutes)-Xylène (2 minutes)- Xylène (2 minutes).

5.3.4.5.7 Lecture microscopique des lames : La lecture des lames est effectuée au
microscope optique de marque (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany). La figure
(48 ; 49) illustrent l’état histopathologique des segments intestinaux (grêle et ceaca).

5.4 Evaluation de l’activité anticoccidienne

5.4.1 Molécules testées

Les anticoccidiens de synthèse (figure 47) utilisés dans l’expérimentation sont le Sulfa-
quinoxaline sodique triméthoprime, et Algicox (Diclazuril) qui sont testés à des concentra-
tions recommandées. Les molécules bioactives issues des extraits naturels des co-produits
oléicoles sont la pièce maîtresse de cette étude en les comparant aux polyphenols de syn-
thèse (Quercetine et Oleuropéine).
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5.4. Evaluation de l’activité anticoccidienne

Figure 47 – Anticoccidiens de synthèse
A (Algicox, Diclazuril) ; B (Sulfaquionoxaline sodique).

Quercetine : Est un flavonoide qui a fait l’objet de plusieurs études portant sur les
effets antiparasitaires, en particulier les protozoaires. In vitro, les études de l’activité
antiprotozoaire des flavonoïdes se sont concentrées sur les parasites les plus pathogènes,
tels que Plasmodium (P. falciparum), Trypanosoma (T. bruceibrucei, T. brucei gambiens
et T. cruzi), leishmania (L.donovani), Cryptosporidium (C. parvum) et Toxoplasma (T.
gondii) (Kerboeuf et al., 2008).

Table 5.10 – Molécules testées

Molécules de synthèse Extraits de molécules (co-produits oléicoles)
Diclazuril (10mg/ml)
Sulfaquinoxaline sodique (0,8g/l)
Standards phénoliques : Oleuropéine et
Quercetine

Grignon solide (noyau)
Grignon pâteux (pulpe)
Feuille

5.4.2 Préparation des milieux de culture

Tous les milieux de culture sont préparés au laboratoire, fraîchement pendant la réa-
lisation des tests in vitro, dans des conditions de stérilisation adéquates.

5.4.2.1 Solution d’HBSS agar

Le milieu HBSS (Hank’sBalanced Solution without sodium bicarbonate and phenol-
red) est préparé dans 1000 ml d’eau distillée tout en respectant les proportions des consti-
tuants utilisés qui figurent dans le tableau (5.11).

150



5.4. Evaluation de l’activité anticoccidienne

Table 5.11 – Composition de la solution HBSS 9g/l

Soluté Formule
chimque

Concentration
(g/l)

Chloride de calcium (anhydre) CaCl2 0,1396
Sulfate de magnesium MgSO4 0,09767
Chloride de potassium KCl 0,4
Potassium phosphate monobasique (anhydre) KH2PO4 0,06
Chloride de sodium NaCI 8,0
Sodium phosphate dibasique Na2HPO4 0,04788
D-glucose C6H12O6 1,0

La solution est portée à l’agitation magnétique jusqu’à la solubilisation totale. Des
substrats neutres contenant un inhibiteur (streptomycine 1 mg/ml et pénicilline V 100 UI)
(Yvore et Coudret, 1972 ; Remmal, 2011 ;Alnassan et al., 2015) sont ajoutés pour prévenir
toute évolution bactérienne et du Fluconasol, 17 mg/ml est utilisé comme antifongique.

La solution de l’agar à 0,2 % est préparée en parallèle et stérilisée à l’autoclave à
une température de 120◦C pendant 30 minutes. Les deux solutions d’HBSS et agar à
volume égale (100ml) sont mélangées vigoureusement sur agitateur magnétique dans des
conditions stériles afin d’éviter toute contamination.

Pénicilline V :antibiotique biologique, produit par un micro-organisme qui, à faible
concentration, a le pouvoir d’inhiber la croissance de certaines bactéries (effet bactério-
statique) ou de détruire (effet bactéricide) (Allion, 2010) ou d’autres micro-organismes.
Les pénicillines se fixent sur plusieurs protéines et peuvent détruire les bactéries en acti-
vant leurs propres enzymes auto lytiques.

5.4.2.2 Solution tamponPBS (phosphate buffered saline)

Une solution d’un litre (1l) de PBS est préparée à partir des proportions (concentra-
tions (g/l) résumées dans le tableau (5.12).

Table 5.12 – Composition chimique de la solution tampon PBS

Solution Molarité Concentration (g/l)
NaCL 137mM 8,01
KCL 2,7 mM 0,2
Na2HPO4.2H2O 1,13
KH2PO4 1,76 mM 0,2
CaCl2 7mM 0,139

(Remmal et al., 2011)

À 100 ml de PBS, 100UI/ml de pénicilline, 1mg/ml de stréptomycine et 17mg/ml du
Fluconazol sont additionnés . Le pH est ajusté à 7,4 et la solution est ensuite stérilisée
par filtration à travers des membranes de 0,2 µm de diamètre.
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5.5. Etude de l’activité anticoccidienne des extraits de plantes

5.5 Etude de l’activité anticoccidienne des extraits
de plantes

L’effet des extraits hydroethanoliques de feuille, pulpe et noyau sur les éspéces coc-
cidiennes, est évalué selon la méthode décrite par (Remmal et al., 2011). Les différents
extraits sont dissouts dans le mélange eau/éthanol suivant la méthode d’extraction. Les
anticoccidiens synthétiques (Sulfaquinoxaline sodique et Diclazuril) et les standards phé-
noliques (Quercetine et Oleuropéine) sont dissouts dans de l’eau distillée.

5.5.1 Effets de LC50 des extraits éthanoliques et des étalons sur
la diminution du nombre d’oocystes

L’action lytique des extraits de (feuille, pulpe et noyau) et étalons (quercetine et
oleuropéine) est étudiée en mesurant l’absorbance à 273nm du contenu cellulaire libéré
par les oocystes lysés. Ce test est évalué par une incubation à différentes périodes (1 ;
2 ; 4 ; 6 ; 8 ; 24hrs) pour l’extrait de pulpe. Par par contre, la cinétique de destruction de
l’extrait de feuille et noyau , est réalisée d’un écart de 3hs à température ambiante. Dans
des épindhoffs stérilisés d’une contenance de1 ml, on a préparé un mélange de :

-100µl de la suspension parasitaire lavée contenant (1,7 -3,89 - 4,16) x 106 oocystes/ml ;
-700µl de PBS (phosphate buffer saline) à pH 7,4 ; et
-200µl de chaque extrait (feuille, pulpe et noyau) à des concentrations optimales :

44,001, 22,302 et 9,892 mgEAG/gms, respectivement.
Après incubation, les épindhoffs sont centrifugés à 3200 tours pendant 5 minutes

(trs/min). Les surnageants récupérés (500µl) sont utilisés pour la lecture des absorbances
à 273nm au spectrophotomètre UV-Vis à double faisceau (Shimadzu, model : UV 100
Japan). Le blanc correcteur est composé de tous les constituants excepté la suspension
parasitaire.

Enfin, les culots qui résultent de la centrifugation sont utilisés pour le dénombrement
des oocystes à l’aide de la cellule type Malassez. Les étalons (quercetine et oleuropéine)
sont testés parallèlement, dans les mêmes conditions à des concentrations identiques.
Quant au solvant d’extraction (Ethanol), son impact sur les oocystes est pris en consi-
dération dans les mêmes conditions d’évaluation, avec des concentrations des optimums
citées précédemment, 70% et à 99,9% (à sa pureté).

Ensuite, le pourcentage de destruction des oocystes sporulés est enregistré. La valeur
de la concentration qui inhibe à 50% les oocystes coccidiens CI50 est déduite de la courbe
de régression. Le nombre d’oocystes est compté 3 fois dans un volume de cellule de 1 l
concernant les optimums et deux fois pour les dilutions des optimums et les anticoccidiens
de synthèse (Sulfaquinoxaline et Algicox).
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5.5. Etude de l’activité anticoccidienne des extraits de plantes

Les résultats sont exprimés en variation de l’absorbance à 273nm et du nombre d’oo-
cystes en fonction des concentrations subtilisées de chaque substance testée.

5.5.2 Effet du diclazuril et sulfaquinoxaline sodique sur la dimi-
nution du nombre d’oocystes

Diclazuril® (Algicox10 mg/ml) et Coccidiopan® (Sulfaquinoxaline sodique) sont testés
en deux exemplaires selon la méthode des microplaques décrite par (Remmal et al., 2011).
Une microplaque de 96 puits est ensemencée avec le milieu de culture HBSS-Agar à raison
de :

-140l du milieu de culture par puit ,
-40µl de chaque concentration testée (0,1 ; 0,3 ; 0,5 ; 0,7 et 1mg/ml) ; et
-20l de la suspension parasitaire contenant entre (2,32 -) x106oocystes/ml).
L’opération est produite deux fois. Parallèlement, les différentes concentrations calcu-

lées à partir de l’optimum de chaque extrait, sont évaluées dans les mêmes conditions.
La plaque recouverte est placée à une température ambiante pendant 24h. L’ensemble est
sous l’agitation manuelle à des espaces de temps variable.

À la fin de l’incubation, le nombre des oocystes de chaque puit est déterminé à l’aide
d’une cellule type Malassez (deux comptages). Les résultats sont exprimés en variation du
nombre d’oocystes en fonction de la concentration de chaque extrait. CI50 est déterminée
pour chaque extrait et standard. C’est la concentration de chaque extrait qui a pour effet
de diminuer ou de détruire 50% du nombre initial des oocystes présents dans le témoin
(Remmal et al., 2011). Le nombre d’oocystes est compté 2 fois dans un volume de cellule
de 1 µl, ce qui revient à diviser la charge oocystale (X.106/ 102) pour avoir X.104 dans
les deux méthodes (microplaque et épindhoffs).

Dans cette partie, le dénombrement des oocystes présents dans l’échantillon initial (le
témoin), mais également ceux testés avec les extraits de (feuille, pulpe et noyau), ainsi que
ceux testés avec les standards et les anticoccidiens de synthèse au cours de cette étude,
est réalisé à laide de la lame hématocytomètre de type Malassez (Conway and McKenzie,
2007).

Méthode hémocytométrique :
La méthode de l’hémocytomètre permet de distinguer des oocystes sporulés et d’effec-

tuer des mesures précises des oocystes au moment du comptage (Conway et McKenzie,
2007).
Préparation des échantillons à compter à l’aide de la méthode hémocytométrique est la
même que celle utilisée pour la méthode McMaster.
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5.6. Analyse de l’étude histologique des intestins

Les particularités du comptage est la seule étape qui diffère (Conway et Mcenzie.,
2007).C’est une lame microscopique en verre épaisse contient deux chambres séparées et
quadrillées à un volume connu. La cellule comporte 100 rectangles, 25 rectangles sont
divisés en 20 petits carrés, la chambre a un volume totale de 1 mm3 = 1 µl (annexe I).

Pour effectuer un dénombrement, il faut faire adhérer la lamelle aux plateaux latéraux,
la suspension après homogénéisation est introduite par capillarité en plaçant la pointe de
la pipette inclinée prés de la lamelle. Laisser reposer la suspension quelques minutes pour
permettre aux bulles d’air de s’échapper et aux oocystes de remonter à la surface du
liquide d’enrichissement.

Vérifier la répartition homogène des oocystes au grossissement GX 10 et GX 40, en-
suite, faire le comptage dans les quatre rectangles des angles plus un rectangle au centre
pour chaque chambre. Une fois le comptage est fait, le nombre moyen des oocystes présent
est multiplié par 100 et par le facteur de dilution pour trouver le nombre des oocystes par
1 mm3 = 1 µl. Si le liquide s’échappe de la zone dans les deux abreuvoirs, la diapositive
ne doit pas être comptée, mais nettoyée et remplie à nouveau.

5.6 Analyse de l’étude histologique des intestins

Figure 48 – Observation microscopique d’une coupe histologique du jejunum du poulet
de chair(X40)

(1) : presence des coccidies d’Eimeria spp.au niveau de la lumiere intestinale, (2) : des coccidies au
niveau du mucus epithelial (3) : perte de la muqueuse intestinale

Figure 49 – Observation microscopique d’une coupe histologique du caecum infecté par
les coccidies d‘E.tenella chez le poulet de chair(GX40).
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5.7. Analyse statistique

L’examen sous microscope optique des coupes histologiques des segments intestinaux
(ceacum et grêle) prélevés d’individus symptomatiques , révèle un nombre très élevé de
coccidies dans la lumière et le mucus épithélial de ces derniers.

5.7 Analyse statistique

Les données sont analysées dans un premier temps par Microsoft Office Excel 2007
pour obtenir la prévalence des oocystes coccidiens. Une analyse statistique est réalisée à
l’aide de JMP®.Software, version 7.0 (SAS Institute Inc, 2007).

Le test t est utilisé pour comparer la prévalence d’Eimeria spp. La coccidiose est
analysée en fonction de l’âge (1-10 jours ; 11-20 jours ; 21-30 jours ; 31-40 ; 41-50 jours) en
tant que facteur de variation et l’évaluation de l’activité antioxydante et anticoccidienne
des extraits (à de différentes périodes) par le même test et leurs concentrations inhibitrices
CI50 sont définies et calculées par la courbe de régression. Les résultats sont exprimés
en moyenne ± SE. L’analyse statistique est effectuée en utilisant l’analyse de variance
(ANOVA). Les valeurs sont statistiquement significatives lorsque p < 0,05.
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Résultats 6.1. Etude du parasitisme

Dans cette partie, nous abordons l’étude du parasitisme interne, la prévalence des es-
pèces d‘Eimeria (globale et par espèce) et l’identification de ces dernières qui règnent dans
les différentes localités de la wilaya de Bejaia. L’évaluation de l’activité anticoccidienne
des extraits naturels, des standards phénoliques et des anticoccidiens de synthése a fait
la pièce maîtresse de cette étude.

6.1 Etude du parasitisme

Pathologie (lésions et scores lésionnels)
L’étude est basée sur quelques critères .Le score lésionnel établi par l’échelle décrite

par (Johnson et Reid., 1970),qui est une notation permettant de classer numériquement
les lésions macroscopiques causées par les coccidies.

De façon générale, l’état des différentes parties intestinales qui ont fait l’objet de l’étude
est visiblement détérioré par l’infection parasitaire.

Intestin grêle : hypertrophie de l’intestin (intestin ballonné), mucus parfois abondant
de consistance variable (du mou au semi solide) selon le cas et de couleur qui vire du
jaunâtre au verdâtre et les pétéchies d’une grosseur variable et de couleur plus au moins
différente.

Caecum : paroi épaissie et parfois très dilatée avec une couleur rouge-brun, des hé-
morragies et des caillots de sang envahissent la lumière caecale.( Résultats figurent dans
l’article 1)
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Introduction
In Algeria, the poultry sector represents a significant portion of the agricultural economy, with 
9.84% of animal production (Rachid 2011). In addition, poultry breeding produces annually an 
average of 340  000 tons of white meat and over 4.8 billion eggs (Alloui & Bennoune 2013). 
According to the Provincial Direction of Agricultural Services, a large part of the poultry sector is 
concentrated in the northern provinces of the country, mainly in Bejaia. It is one of the best sources 
of high biological value animal protein. In the last years, the Algerian authority has adopted a 
policy to improve the livestock production sector through intensification of poultry production to 
satisfy consumer need and ensure food security.

Avian coccidiosis is defined as an enteric parasitic pathology caused by the protozoa Eimeria 
spp. It affects the epithelial cells of birds between the ages of 3 and 18 weeks (Nematollahi, 
Moghaddam & Farshbaf Pourabad 2009; Toulah 2007). Coccidiosis is one of the major causes of 
poor performance and productivity loss in poultry and other farm animals (Bachaya et al. 2012; 
Lin, Decuypere & Johan 2006; Mujahid, Akiba & Toyomizu 2007). This disease is endemic in 
most tropical and subtropical regions. It is favoured by ecological and management conditions 
(Obasi, lfut & Offong 2006).

Coccidiosis is recognised as the parasitic disease with the greatest economic impact on poultry 
industries worldwide (Allen & Fetterer 2002). It causes important production losses and costs 
treatment or prevention (Shirley, Smith & Tomley 2005). According to Chapman (2009), coccidiosis 
may cause the US (United States) chicken industry about $127 million annually. Because of these 
huge economic losses, coccidiosis has become a major problem in poultry farms worldwide. It is 
pertinent to continually evaluate the prevalence and the management of this pathology. In Algeria, 
this disease is poorly documented (Triki-Yamani & Bachir Pacha 2010; Triki-Yamani et al. 2014). 
That is why it is difficult to assess its magnitude and impact on production costs. The objective of 
this investigation was to determine the prevalence of coccidiosis and to diagnose the Eimeria spp. 
on farms at different locations in Bejaia province, Algeria. The ultimate goal was to constitute a 
scientific basis for this disease in the country.

Materials and methods
Study area
The study was carried out in different localities of Bejaia province, Algeria (36°43’N, 5°04’W) 
(Figure 1). It has an area of 326 826 km2 with a poultry population of 3 291 050. The annual winter 

The prevalence of coccidiosis was determined and Eimeria species were identified in farms 
at different locations in the Bejaia region, Algeria. The study was conducted from February to 
December 2016. Unvaccinated birds were selected randomly. Samples from litter and faeces 
were collected randomly (147 and 109, respectively). Necropsy and parasitological 
examinations were carried out using standard methods. Of the samples examined, 93 out of 
the 147 litter samples and 78 out of the 109 intestinal content samples were infected with 
Eimeria oocysts (63.26% and 71.55%, respectively). Mixed infections with Eimeria spp. were 
observed in some of the positive farms, with an overall prevalence of 54.28%. Five species of 
Eimeria (viz. E. acervulina, E. tenella, E. maxima, E. brunetti and E. mitis) were identified with 
different indices. Eimeria acervulina followed by E. tenella were the predominant species 
infecting chickens at the farms visited (32.05% and 26.92%, respectively). The significant 
highest rate of Eimeria spp. was E. Acervulina (p < 0.05). This study demonstrated that 
coccidiosis is an omnipresent parasitic intestinal disease. It could strongly decrease production 
performance in broiler chickens.

Prevalence and aetiology of coccidiosis in broiler 
chickens in Bejaia province, Algeria
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rainfall in the region averages 680 mm. The mean maximum 
summer temperature reaches 25.3 °C (August) and the mean 
minimum winter temperature falls to 13.4 °C (March). The 
monthly rainfall and mean temperature during the period of 
the present study are presented in Table 1.

Animals and sampling
The study was conducted from February to December 2016. 
Thirty-five poultry farms were visited. Each farm has an 
average capacity of 2000 broiler chickens. The flocks were 
visited on the basis of abnormal mortality associated with 
lameness, diarrhoea, decreased feed intake and low body 
weight. Information regarding the age of birds, history of 
diarrhoea and other chicken characteristics was collected 
from farmers. The bird age selected was from 1 to 50 days 
old. Unvaccinated birds were selected randomly. Samples 
from litter and faeces were collected randomly (147 and 109, 
respectively). The faecal samples from the farms visited 
during the study period were collected from different 
locations in the pens to ensure repeatability. All samples were 
kept at +4 °C until analysis. Necropsy and parasitological 
examinations were carried out using standard methods at the 
Laboratory of Animal Biology, University of Bejaia.

Sample examination
All the intestines and caeca were examined carefully for 
the  presence of Eimeria oocysts and external lesions. The 
intestines were cut open using a scalpel blade (Lobago, 
Worku & Wossene 2005) and the gut contents were 
microscopically examined by flotation technique (Soulsby 
1986). The positive samples were kept in a 2.5% aqueous 
solution of potassium dichromate (K2Cr3O7) for sporulation 
as described by Al-Quraishy, Abdel-Baki and Dkhil (2009). 
Counting of oocysts was done using the McMaster counting 
technique and expressed as per gram of faeces (OPG [oocysts 
per gram]) (Conway & McKenzie 2007; Haug et al. 2008). The 
lesion score was based on lesion severity from 0 to 4 on 
various intestinal parts (Johnson & Reid 1970).

Identification of Eimeria species
The identification of Eimeria species in chickens was done 
on  the basis of criteria such as size, shape, presence or 

absence of micropyle and its sporulation time (Carvalho 
et al. 2011; Long & Reid 1982; Soulsby 1982). The intestine 
localisation (McDougald 2003) and the gross appearance 
and characteristics of intestinal lesions (Johnson & Reid 
1970) were also considered for this study.

Histopathological examination
The tissue samples were collected in 10% buffer formalin 
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO). The processing consisted of 
serial dehydration, clearing and impregnation with wax. 
Tissue sections 5 µm thick were cut with a microtome and 
were fixed on slides. A staining procedure was carried out 
using haematoxylin and eosin (Sigma Aldrich, St. Louis, 
MO). The slides were examined with an optical microscope 
(Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany) (Luna 1968).

Statistical analysis
The data were collected and analysed initially in Microsoft 
Office Excel 2007 to obtain the prevalence of coccidian 
oocysts. A statistical analysis was performed by using JMP® 
Software, version 7.0 (SAS Institute Inc, 2007). The t-test was 
used to compare the prevalence of Eimeria spp. The coccidiosis 
prevalence was analysed using age (1–10 days, 11–20 days, 
21–30 days, 31–40 days and 41–50 days) as a factor of 
variation. The statistical analysis was performed using 
analysis of variance (ANOVA). The values were statistically 
significant when p < 0.05.

Results
Nineteen farms out of 35 visited were infected by Eimeria 
spp. In all, 93 out of 147 litter samples and 78 out of 109 
intestinal content samples were infected with Eimeria oocysts 
(63.26% and 71.55%, respectively). Mixed infections with 
Eimeria spp. were observed in some of the positive farms, 
with an overall prevalence of 54.28%.

Species of Eimeria parasites found after examination of the 
samples are listed in Figure 2. Five species of Eimeria 
(viz. E. acervulina, E. tenella, E. maxima, E. brunetti and E. mitis) 

TABLE 1: Annual rainfall and temperature data of the Bejaia area (Algeria) during 
2016.
Month Temperature (°C) Rainfall

(mm)Mean Min Max

January 14.1 9.0 19.2 101
February 14.7 9.5 19.8 113
March 13.4 8.4 18.3 196
April 16.2 11.8 20.6 48
May 18.6 14.1 23.2 61
June 21.9 17.4 26.4 13
July 25.0 20.6 29.3 0
August 25.3 20.7 29.8 0
September 23.9 19.1 28.8 39
October 23.2 18.2 28.2 20
November 18.0 13.1 22.8 45
December 14.6 10.2 19.1 45

Source: https://www.infoclimat.fr/climatologie/annee/2016/bejaia/valeurs/60402.html
Min, minimum; Max, maximum; mm, millimetre.

ALGERIA 

Bejaia province 

Source: https://fr.wikipedia.org/wiki/Communes_de_la_wilaya_de_B%C3%A9ja%C3%AFa

FIGURE 1: Map of the study area, Bejaia (Algeria).
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were identified with different indices. Eimeria acervulina 
followed by E. tenella were the predominant species 
infecting chickens on the farms visited (32.05% and 26.92%, 
respectively). The significant highest rate of Eimeria spp. was 
E. acervulina (p < 0.05). The morphometric index values of 
the oocysts isolated are presented in Table 3.

A significant difference between the age of the chicken and 
the incidence of the coccidiosis (p < 0.05) was observed. 
Higher prevalence of coccidiosis was recorded in chickens in 
the age group 31–40 days (24.8%), followed by 21–30 days 
and 41–50 days (13.8% and 13.3%, respectively) and lower 
prevalence in the age group 11–20 days (8.3%), followed by 
1–10 days (4.6%) (Figure 3).

Out of the 78 chickens scarified by cervical dislocation, post-
mortem examination revealed a lesion of coccidiosis. We 
observed ballooning and petechiae on different intestinal 
portions. Hypertrophy of the intestine was seen in some 
portion of the intestines. Moreover, the caecal portion was 
found to be haemorrhagic. The mean OPG, sites and lesion 
scores of coccidiosis cases are shown in Table 2. The McMaster 

counting technique was used in this study to determine the 
oocyst burden in the samples. The OPG values recorded in 
the positive litter and intestinal content samples examined 
were found highest infested by Eimeria oocysts in some cases.

Microscopic lesions result in epithelial necrosis and atrophy 
of the intestinal villi. Complete destruction of the epithelium 
and villi associated with haemorrhage were also observed. 
Histopathological examination revealed various changes in 
the tissue sections of both the caeca and the small intestine 
compared to those of the non-affected birds. These changes 
included a loss of epithelial tissue and congestion of the 
blood vessels.

Discussion
The present study was conducted to evaluate the coccidiosis 
rate and to identify the species causing the parasitic disease 
in broiler chickens in Bejaia province. The results obtained 
revealed that the breeding broilers were infested by a 
variety of Eimeria species. The overall prevalence of 
coccidiosis was 54.28% (19 out of 35). In another survey 
conducted in the Blida area of northern Algeria, a similar 
prevalence of coccidiosis (55%) was reported (Triki-Yamani 
& Bachir Pacha 2010). This rate is low compared to 
investigations in Ethiopia (71.7%) (Dinka & Tolossa 2012), 
Saudi Arabia (80%) (Al-Quraishy et al. 2009) and Nigeria 
(87.4%) (Lawal et al. 2016). However, it is higher than the 
11.4% and 14.0% reported respectively by Grema et al. 
(2014) and Adamu et  al. (2009) in Nigeria. Moreover, 
Nematollahi et al. (2009) and Mwale and Masika (2011), 
Adang and Isah (2016), and Muazu et al. (2008) recorded a 
rate almost similar to the results of the present study in the 
north-west of Iran (55.9%), in South Africa (41.4%) and in 
Nigeria (42.7% and 52.9%), respectively. The variation in 
previous investigations might be attributed to different 
factors such as sampling periods, geographic area and 
climatic conditions (Lawal et al. 2016). The high prevalence 
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FIGURE 2: Prevalence of various Eimeria spp. at broiler chicken farms in the 
Bejaia area.
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FIGURE 3: Prevalence of coccidiosis by age groups.

TABLE 3: Biometric characteristics of oocysts of different species of the genus 
Eimeria isolated in Bejaia province.
Species Oocyst Morphometric 

indexLength Width

±SD µm Min Max ±SD µm Min Max

E. acervulina 18.4 ± 3.94 15.7 20.3 14.5 ± 2.4 11.2 18.9 1.27
E. tenella 22.7 ± 2.4 20.5 25.3 18.9 ± 2.9 17.1 22.3 1.20
E. maxima 30.4 ± 3.5 27.9 34.5 22.8 ± 3.9 18.6 26.4 1.33
E. brunetti 23.4 ± 2.8 20.6 26.3 18.8 ± 2.4 16.9 21.6 1.24
E. mitis 18.2 ± 2.5 16.4 21.1 15.7 ± 3.6 11.6 17.8 1.15

Min, minimum; Max, maximum; SD, standard deviation.

TABLE 2: The mean oocysts per gram, sites and lesion score of Eimeria spp. 
at broiler chicken farms in Bejaia province.
Species Intestinal site Lesion score Mean OPG (± SD) of 

positive samples 
(×103oocysts/g)

E. acervulina Duodenum and Jejunum 2–3 17.68 ± 2.70
E. tenella Caecum 1–3 8.36 ± 1.86
E. maxima Small intestine 1–2 1.88 ±2.78
E. brunetti Ileumand colon 1 12.10 ± 3.61
E. mitis Small intestine - 5.16 ± 1.52

OPG, oocysts per gram; SD, standard deviation.
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value observed in the present work could originate from poor 
management practices in broiler breeding such as leaking 
water, accumulated faeces, poor hygiene, low ventilation 
and a high population density (Guinebert & Penaud 2005).

Based on the shape, measurements, number of oocysts and 
the site of infection, five species (i.e. E. acervulina, E. tenella, 
E.  brunetti, E. maxima and E. mitis) were identified. Eimeria 
acervulina and E. tenella were the most prevalent species, with 
rates of 32.05% and 26.92%, respectively. Recently, Eimeria 
oocysts were isolated from poultry farms in north-east 
Algeria. The suspension contained E. acervulina and  
E. maxima as detected using morphometry and Polymerase 
Chain Reaction (PCR) methods (Djemai, Mekroud & Jenkins 
2016). Similar findings of high prevalence of coccidiosis in 
chickens have been reported by various researchers (Amare, 
Mengistu & Nazir 2012a; Adang & Isah 2016; Adhikari, 
Gupta & Pant 2008; Agishi, Luga & Rabo 2016; Gadelhaq, 
Rafa & Aboelhadid 2014; Gharekhani, Dehkordi & 
Mohammadali 2014; Hadipour et al. 2011; Kaboudi, Umar & 
Munir 2016; Kumar et al. 2015; Sharma et  al. 2015). Our 
results support reports from the literature in various countries 
that the identified species of Eimeria are widespread in broiler 
chickens.

Highly pathogenic species of Eimeria are responsible for the 
death of the chicken through haemorrhagic lesions that 
lead  to blood loss and electrolyte balance (Adhikari et al. 
2008; McDougald 2008; Williams et al. 2009). According to 
McDougald and Fitz-Coy (2008), E. acervulina is the most 
frequently encountered subclinical coccidiosis agent in 
commercial poultry. The two Eimeria species (viz. E. acervulina 
and E. tenella) observed in the present study have the highest 
reproductive potential (Williams et al. 2009). This considerable 
rate of Eimeria oocysts indicates that the failure to control the 
parasitic disease using chemoprophylaxis might be because of 
misuse of coccidiostat, which could induce the development 
of long-term resistance to anti-coccidial drugs (Hadipour 
et  al. 2011; Zhang et al. 2013). The  existence of genetic 
variation in resistance to coccidiosis infection among breeds 
and strains was also reported (Ashenafi et al. 2004).

The age of the chickens is considered as a major factor in 
the  prevalence of coccidiosis infection. Eimeria spp. can 
cause  infection in all ages (Badran & Lukesouna 2006; 
Sharma  et al. 2015). Higher prevalence of coccidiosis at the 
age of 32–46 days might be associated with the presence of 
another  immunosuppressive disease, such as Gumboro 
(Hachimi  et al. 2008; Lanckriert et al. 2010; McDougald & 
Steve 2008). However, the results of this study showed that 
the age group of chickens 32–46 days was more alarming than 
the age group of 5–28 days. Many investigations have reported 
that younger chicks are more susceptible to natural infections 
than older ones (Ahmed et al. 2003; Al-Quraishy et al. 2009; 
Amare, Worku & Negussie et al. 2012b). Bachaya et al. (2012) 
observed that the prevalence of infection increased among 
younger chicks (60%) compared with older chickens (37%). 
Note that three steps are necessary for coccidian infestation in 

the litter of the farms, including a growth phase (21–28 days), 
an infestation peak (28–35 days) and a disintegration phase 
over 35 days.

Coccidiosis affects the host in several ways, depending on 
the tissue preference of the parasite involved and the number 
of oocysts ingested in the initial infection (Conway & 
McKenzie 2007; Smith & Sherman 2009). In this study, the 
infection intensity, measured as the total number of oocysts 
per gram of litter (14.96%) and intestinal contents (32.05%), 
had a high infection level (> 15 × 103 oocysts). This is in 
agreement with a previous literature report (Lunden et al. 
2000). De Gussem (2007) reported that the OPG count in 
faeces or litter has a poor relation to the impact of the parasite 
on the performance of a flock. The high number of OPG 
could be related to the resistance of Eimeria species in 
chicken. Intensive breeding is an additional factor that 
favours propagation of the coccidiosis disease (Badran & 
Lukešová 2006). Therefore, coccidiosis severity is positively 
correlated with the charge of ingested oocysts. The 
pathogenicity of coccidia depends on the species involved, 
the number of oocysts ingested and the host’s immune 
competence (Dakpogan et al. 2012).

Avian coccidiosis is classified into intestinal and caecal 
forms. These intestinal pathologies are the cause of the 
reduction in the absorption function of the mucosa affecting 
the small intestine by Eimeria species. In case of severe 
infections, caecal coccidians, namely E. tenella or E. necatrix, 
cause massive haemorrhages and anaemia (Conway & 
McKenzie 2007; Zhou et al. 2006). In the current study, the 
microscopic examinations of the affected caeca and small 
intestines showed severe tissue damage, which resulted in a 
histological lesion characterised by the disappearance of the 
surface epithelium and necrosis of the villi in some samples. 
Histopathology changes were indicative of the inflammation 
reaction brought on by parasitic infection with the Eimeria 
species, which has irritating effects on the intestines. 
Moreover, we noticed atrophy of the enterocytes lining the 
intestinal villi of the mucosa because of the presence of 
Eimeria spp. on site (Yakhchali & Tehrani 2007). Adamu and 
colleagues (2013) recorded a change in the histopathology 
of broilers caused by E. tenella and E. brunetti. The findings 
of this study are similar to those reported by Adamu et al. 
(2013) and Kawahara et al. (2014), who also recorded 
irregularity of the intestinal architecture affected by 
coccidiosis in chickens. The protozoan parasites of the 
genus  Eimeria multiply in the intestinal tract and cause 
tissue  damage, which results in mortality, interruption of 
digestive processes or nutrient absorption, reduction of 
weight gain  and increased susceptibility to other disease 
agents (Yegani & Korver 2008).

Conclusion
This is a first report on the prevalence of Eimeria species 
in  broiler farms in Bejaia province, Algeria based on 
conventional methods. Our findings showed that five 
pathogenic Eimeria species in chickens occurred in Bejaia 
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province, with E. tenella and E. acervulina being the most 
abundant. This study demonstrated that the coccidiosis is an 
omnipresent parasitic intestinal disease. It could strongly 
decrease the production performance in broiler chickens. 
Coccidiosis may be an important factor in the economic 
losses of the poultry farms in this region.
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Abstract
Aim  The objective of the present study was to investigate in vitro anticoccidial effect of olive pulp (Olea europaea L var. 
Chemlal) extract on the destruction of Eimeria spp. oocysts isolated from infected chickens naturally.
Materials and methods  The olive pulp (OP) powder was stirred manually in aqueous ethanol in preparation for extraction 
using the microwave-assisted extraction system. The identification of the phenolic compounds was obtained by ultra-high-
performance liquid chromatography–mass spectrometry with electrospray ionisation (HPLC–ESI–MS). The treatment of 
Eimeria oocyst with OP extract and standard compounds (quercetin and oleuropein) leads to their lysis as shown by the 
release of substances absorbing at 273 nm.
Results  Our results showed that the maximum number of reduced oocysts was recorded after 8 h of incubation of optimum 
OP extract, quercetin and oleuropein for different periods of time. Also, the number of Eimeria oocysts decreased consider-
ably with increase concentrations after adding the optimum of OP extract in concentration ranging from 0.023 to 0.371 mg/
ml. Positive correlation between the optimum OP extract concentrations and the number of Eimeria oocysts reduced was 
R2 = 0.959. From this in vitro experiment, it can be concluded that the OP extract possesses an anti-Eimeria spp activity.
Conclusion  To our knowledge, this is the first time that quercetin and oleuropein were tested to evaluate their anticoccidial 
activity. The findings of this study showed that phenolic compound of OP extract tested separately possesses anti-Eimeria 
spp. effect. Further studies should be carried out to test its in vivo efficacy of the OP bioactive compounds in broiler chickens.

Keywords  Olea europea L. var. Chemlal · Co-products · Anticoccidial activity · Chickens · In vitro

Introduction

Coccidiosis is one of the most important diseases of poul-
try worldwide caused by protozoan parasites of the genus 
Eimeria. This infection causes an extensive destruction of 
the enterocytes [1] which results in reduced feed efficiency, 

body weight gain, and a temporary reduction in egg produc-
tion [2]. The worldwide annual losses due to Eimeria infec-
tion were estimated to more than $3 billion [3].

It is very necessary to intensify control, especially in 
the current intensive farming conditions; because Eimeria 
oocysts are ubiquitous, easily disseminated in the broil-
ers houses and their large reproduction potential [4]. Sev-
eral factors can facilitate the disease development such as 
Eimeria virulence, high oocyst challenge, poor ventilation, 
high stocking density, low immune status of the host, bacte-
rial enteritis, high humidity in litter and a lack of effective-
ness of anticoccidial drugs. [5].

Since 60 years, anticoccidial drugs in feed of chickens 
have been used to control the coccidiosis [5, 6]. How-
ever, the main problem associated with their ineffective 
response is the development of resistance in Eimeria spe-
cies of all synthetic available molecules [7–9]. In addition, 
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the anticoccidial drugs in broiler meat may be potentially 
harmful to both the consumers and the environment [10, 11].

This situation encourages the use of herbal remedies in 
poultry diets instead of synthetic drugs. Some herbal extracts 
stimulate the immune system, enhance growth performance 
and can supply as well the anticoccidial effects [7]. Many 
studies have been carried out on medicinal plants and for-
ages as alternative strategies to controlling avian coccidiosis 
and improving poultry performance worldwide [12, 13]. In 
Algeria, the olive trees represent a significant portion of the 
agricultural economy (32,300,000 trees) with production of 
6,844,606 quintals of olive oil as the production is variable 
from 1 year to another [14]. According to the Provincial 
Direction of Agricultural Services, a large part of the olive 
production is concentrated in Bejaia province (600,551 quin-
tals, 5,212,000 olive trees) which generated a huge quan-
tity of residues called pomace. Pomace is a very promis-
ing source of valuable substances, as they contain a large 
number of bioactive compounds [15, 16]. These co-products 
become more and more usable in different fields, as animal 
feed, energy source and vegetation fertiliser [17–20]. How-
ever, to our knowledge, the anticoccidial activity of pomace 
olive has never been reported. The objective of the present 
study was to investigate in vitro anticoccidial effect of olive 
pulp (OP) extract on the destruction of Eimeria oocysts iso-
lated from naturally infected chickens.

Materials and Methods

Plant Materials

The olive pulp (Olea europaea L., var. Chemlal) was col-
lected in the traditional mill immediately after the olive 
pressing operation in the area of Bejaia (Algeria). Samples 
were dried for 17 days in the shade at room temperature 
until constant weight was obtained, and then crushed using a 
traditional grinder. The resulting powder was passed through 
a standard 250 μm sieve. Only the fraction with particle size 
≤ 250 μm was collected, stored at + 4°C in amber bottles and 
sterilised until used.

Extraction and Optimization of Total Phenolic 
Compounds (TPC)

Microwave‑Assisted Extraction (MAE)

A domestic microwave oven (2450 MHz, Samsung Model 
NN-S674MF, Kuala Lumpur, Malaysia) was modified to 
extract the phenolic compounds from the olive pulp powder 
[21]. One gram of olive pulp powder was stirred manually 
in aqueous ethanol in preparation for extraction using the 
MAE system. The MAE parameters were microwave power 

(300–700 W), extraction time (30–120 s), liquid–solid ratio 
(10–50 ml/g) and ethanol proportion (20–50%). After that, 
the extract was filtered through a Buchner funnel lined with 
Whatman No 3 filter paper and the supernatant was collected 
in a volumetric flask. The extract was stored at + 4 °C until 
used.

Determination of Total Phenolic Content

The content of the total phenolics of the OP extract was 
determined according to the Folin–Ciocalteu test [22]. The 
absorbance of the extract was compared to a calibration 
curve of gallic acid to estimate the concentration of total 
phenolic (TPC) in the sample. PTC was expressed as mg 
Gallic Acid Equivalents (GAE) per gram of powder on a 
dry weight (DW) basis.

Determination of Flavonoids Contents

Aluminium chloride colorimetric method was used for 
flavonoids determination [23]. Briefly, 1 ml of hydroetha-
nolic extract solution was added to 1 ml of 2% methanolic 
AlCl3_6H2O solution. The absorbance was measured with 
a spectrophotometer (UV–Vis SpectroScan 50) at 415 nm 
length wave after 10 min of equilibrium and then compared 
to a quercetin standard curve for the determination of the 
concentration of total flavonoids in the samples. The results 
were expressed in mg Quercetin/g Equivalent/g of powder 
on dry weight basis (mg QE/g DW).

Determination of Condensed Tannin (Proanthocyanidins) 
Contents

The method based on butanol/HCl dosage was performed 
with small modifications [24]. Two hundred and fifty micro-
liters of extract were mixed with 2.5 ml of an acid solution 
of ferrous sulphate (77 mg of ferric ammonium sulphate 
(Fe2 (SO4)3) dissolved in 500 mL of (3:2 n-butanol:HCl)). 
After mixing and incubating at 95 °C for 50 min, the absorb-
ance at 550 nm length wave was measured against a blank. 
Condensed tannins content (CTC) was calculated using the 
following formula:

where DF is the dilution factor; MW is the molecular weight 
of the cyanidin (287 g/mol), ε is the molecular extinction 
coefficient (34,700 l/mol/cm) and L is the spectrophotometer 
cell thickness (1 cm). The condensed tannin concentrations 
(mg/ml) were expressed as mg of cyanidin (CE) equivalents 
per g of extract dry weight (DW).

CTC = A550 nm ×DF × MW
�L

,
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Determination of the Antioxidant Activity

Scavenging Activity Against the ABTS•+ Radical

The method of Re et al. [25] was adopted for the evalua-
tion of the antioxidant activity of pulp olive extract. Briefly, 
a radical solution (7-mM ABTS and 2.45-mM potassium 
persulfate) was prepared in an ethanolic solution and left to 
stand in the dark at room temperature (27 °C) for 12–16 h 
before performing in the assay. This solution was then 
diluted with ethanol to get an absorbance of 0.700 ± 0.02 
and equilibrated at 30 °C. The antioxidant activity (AOX) 
was calculated as the percentage of inhibition of absorbance 
at 734 nm length wave and the IC50 (µg/ml) was determined 
as follows.

where Acontrol is the absorbance of the blank control (ABTS+· 
solution without test sample) and Asample is the absorbance 
of the test sample.

Scavenging Activity Against the DPPH· Radical

The OP extract was tested for the scavenging effect on the 
DPPH· (1,1-diphényl-2-picryl-hydrazyl) radical using a col-
orimetric method [26]. 50 μl of hydroethanolic extract at dif-
ferent concentrations was added to 2 ml of DPPH stock solu-
tion (0.004%; w/v) and the reaction mixture was thoroughly 
mixed and incubated for 30 min at 37 °C. The absorbance of 
the resulting solution was measured at 517 nm length wave 
with a spectrophotometer. As a positive control, a synthetic 
gallic acid antioxidant was used and the IC50 was deter-
mined. The DPPH radical scavenging activity (S %) was 
calculated using the following formula

where Acontrol is the absorbance of the blank control (contain-
ing all reagents except the extract solution) and Asample is the 
absorbance of the sample.

Measurement of the Ferric Reducing Power (FRAP)

The ferric reducing power was determined as described by 
Oyaizu [27]. Briefly, 120 μl of OP extract solution at dif-
ferent concentrations was mixed with 2.5 ml of phosphate 
buffer (0.2 M, pH 7.4) and 2.5 ml of potassium ferricya-
nide (1%). After an incubation of the mixture at 50 °C for 
20 min, 2.5 ml of trichloroacetic acid (10%; w/v) was added, 
and the mixture was centrifuged at 3000 rpm for 10 min. 
A 2.5-ml aliquot of the supernatant was mixed with 2.5 ml 

AOX% =
(

Acontrol−Asample

/

Acontrol

)

× 100,

S% = 100 × Acontrol−Asample

/
Acontrol,

of distilled water and 0.5 ml of ferric chloride (0.1%; w/v); 
then, the absorbance was measured at 700 nm wave length. 
The higher the absorbance value, the stronger the reducing 
power.

High‑Performance Liquid Chromatography–Mass 
Spectrometry (HPLC–ESI–MS) Analysis of Phenolic 
Compounds

The identification of phenolic compounds of OP extract 
was obtained by ultra-high-performance liquid chroma-
tography–mass spectrometry with electrospray ionisation 
(UPLC–ESI–MS) and quadrupole-time of flight detector 
(QTOF). The equipment was Xevo G2 mass spectrometer 
consisting of a hexapole, a collision cell and a time of flight 
analyser (QTOF) supplied by Waters (Milford, MA, USA). 
The electrospray probe was used in positive (ESI+) and neg-
ative (ESI−) modes as well as sensitivity analyser mode. The 
mass range considered was from 10 to 1000 Da. The corona 
voltage was 2.5 kV for (ESI+) and 0.5 kV for (ESI−). The 
sampling cone voltage was optimised between 20 and 50 V. 
Finally, 30 V was selected for the screening because more 
peaks were detected. Other MS parameters were as follows: 
the source temperature was 150 °C, the desolvation gas tem-
perature 450 °C and the desolvation gas flow 650 l/h. MSE 
mode was selected for the acquisition, and collision ramp 
energy from 5 to 40 V was used. Mass Lynx v.4.1 software 
(Waters, Milford MA, USA) was used to analyse the samples 
and Croma Lynx (Waters, Milford MA, USA) was used to 
deconvolve the spectra. Quantitative data for pulp phenolic 
compounds were obtained by calibration curves obtained 
from known standards.

Determination of the Anticoccidial Activity

Eimeria Oocysts Isolation and Purification

Oocysts sample of Eimeria spp. was isolated from fresh 
faeces of broilers suffering from coccidiosis in Bejaia area 
(Algeria). The oocysts were sporulated by incubation in 
2.5% K2Cr2O7 solution in the presence of suitable humidity 
and temperature [28]. Sporulated oocysts were washed and 
counted using Malassez chamber. Mean number of oocysts 
per millilitre of sample was calculated. The identification 
of Eimeria species in chickens was made on the basis of 
some standard parasitological techniques [28]. The oocysts 
were identified according to size, shape, presence or absence 
of micropyle, time of sporulation, intestinal location and 
appearance and coarse characteristics of intestinal lesions. 
The percentage of each species in the mixed suspension was 
approximately 32.05% E. acervulina, 26.92% E. tenella, 
15.35% E. mitis, 14.10% E. brunetti and 11.53% E. maxima.
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The purification of the oocysts was carried out from one-
litre phosphate-buffered saline (PBS, containing 8 g/l NaCl, 
0.2 g/l KCl, 1.13 g/l Na2HPO4, 2H2O and 0.2 g/l KH2PO4) 
with some modifications [29]. Neutral substrates containing 
antibiotics (Streptomycin 1 mg/ml and penicillin V 100 IU) 
were added to prevent any bacterial evolution and Flucona-
zole (17 mg/ml) was added as antifungal agent. The pH was 
adjusted to 7.4 and the solution was sterilised by membrane 
filtration through a 0.2-μm filter. The HBSS (Hanks’ Bal-
anced Salt Solution) medium was prepared in the labora-
tory (NaCI, 8.0; KCl 0,4; CaCl2, 0.139; D-glugose, 1.0; 
Na2HPO4, 0,0478; KH2PO4, 0.06 and MgSO4, 0.097 g/l in 
1 l of distilled water). The solution was sterilised as well as 
that of the 0.2% agar.

Effects of the Pulp Extract and Standard Compounds 
on the Decrease of Oocysts Number

The activity of olive pulp extract and standard compounds 
(quercetin and oleuropein) (Fisher scientific, Fair Lawn, NJ, 
USA) was determined in triplicate by incubation at ambient 
temperature for 24 h [30]. The suspension solution was incu-
bated at different periods of time: 0, 1, 2, 4, 6, 8 and 24 h. 
One millilitre suspension contains: 100 µl of washed suspen-
sion of Eimeria oocysts at 4.16 × 106 oocysts/ml; 700 μl of 
PBS; 200 μl of the optimum olive pulp extract. After incu-
bation, the samples were centrifuged at 320g for 5 min and 
the absorbance of the supernatant was measured at 273 nm 
by spectrophotometer (Shimadzu, model: UV 100 Japan). 
Then, the percentage of destruction of sporulated oocysts 
was estimated. The LC50 value was then inferred from the 
regression curve. The number of oocysts was counted three 
times in a cell volume of 1 μl amounts to 4.16 × 104. The 
ethanol solvent was also used as a negative control.

Effect of the Diclazuril, Sulfaquinoxaline Sodium 
on the Decrease of the Oocysts Number

Diclazuril (Diclosol®, Avico, Arab Industry Veterinary 
Co, Amman, Jordanie) and Sulfaquinoxaline sodium 
(Coccidiopan®, Avico, Arab Industry Veterinary Co, 
Amman, Jordanie) were tested in triplicate (0.1, 0.3, 0.5, 
0.7 and 1 mg/ml) using the microplate method described 
by Remmal et al. [31]. The number of oocysts was counted 
twice in a cell volume of 1 μl amounts to 2.32 × 104.

Statistical Analysis

A statistical analysis was performed using JMP® Software, 
version 7.0 (SAS Institute Inc, 2007). The results were 
expressed in mean ± SE. The values were statistically sig-
nificant when the P value was ≤ 0.05. Inoculums suspension 
taken on time 0, 1, 2, 4, 6, 8 and 24 h on oocysts number was 

examined by the Student’s t test. The lethal concentration is 
defined as the concentration that reduces the initial number 
of sporulated oocysts to 50%.

Results

The optimum of OP (Olea europaea L., var. Chemlal) con-
centration (22.30 mg/g; 0.743 mg/ml and 03 min) and the 
optimised parameters of the extract of OP are illustrated 
in Fig. 1. The identification of the phenolic compounds of 
the OP extract by ultra-high-performance liquid chroma-
tography–mass spectrometry with electrospray ionisation 
(HPLC–ESI–MS) revealed the presence of biophenol mol-
ecules (Fig. 2). The quantitative data for the phenolic com-
pounds of the extract were obtained by calibration curves 
from known standards.

The antioxidant capacities of the OP extract at different 
dilutions (1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64 and 1/128) and the 
standard compounds (quercetin, oleuropein) at different 
concentrations (0.05, 0.1, 0.3, 0.5, 0.7 and 1 mg/ml) were 
evaluated by DPPH, ABTS+• and FRAP tests (Table 1). The 
IC50 determination shows a significant difference (P < 0.05) 
between the OP extract and the used standards. Quercetin 
has a pronounced antioxidant activity (0.102 ± 0.014 mg/ml) 
compared to oleuropein and OP extract (0.276 ± 0.037 and 
0.509 ± 0.047 mg/ml, respectively).

According to our results, the OP extract and the stand-
ards compound tested at different concentrations (0.743 
and 0.139 mg/ml, respectively) showed that the number of 
oocysts decreases after the treatment. However, the querce-
tin was most effective (45.38%), followed by oleuropein 
and the OP extracts (33.25% and 25.36%), respectively, 
after 8-h treatment. The lethal concentration LC50 of OP 
extract and diclazuril were 14.44 ± 1.206 and 0.5 ± 7711 
mg/ml, respectively. The ethanol-treated Eimeria suspen-
sion (negative control) was significantly (P ≤ 0.05) higher 
than the tested concentration of OP extract and the standards 
compound. The result of two anticoccidial effects (diclazuril 
and sulfaquinoxaline sodium) on the number of oocysts at 
0.5 mg/ml concentration is shown in Fig. 5.

Figure  3a–c showed that a rate of 25.36, 45.38 and 
33.25% of the oocysts number reduced has been recorded 
after 8 h of incubation with 0.745 mg/ml of the optimum 
OP extract, quercetin and oleuropein for different periods of 
time, respectively. This decrease in the number of oocysts 
causes a considerable release of 273 nm absorbing material 
from Eimeria oocysts that this depends on the concentration 
of the optimum OP extract, quercetin and oleuropein.

Figure 4 shows the number of Eimeria oocysts decreases 
considerably with increase in concent rations of OP 
extract in concentration ranging from 0.023 to 0.371 mg/
ml. Positive correlation between the optimum OP extract 
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concentrations and the number of Eimeria oocysts reduced 
was R2 = 0.959. The result of two anticoccidial effects (dicla-
zuril and sulfaquinoxaline sodium) on the number of oocysts 
at 0.5 mg/mL concentration is shown in Fig. 5.  

Discussion

The use of plant extracts as remedy can attenuate the resist-
ance of coccidia to medications and their impact on con-
sumer’s health, because they are not only natural products, 
but also include new therapeutic molecules for which no 
resistance has never been reported [32, 33]. This work was 
carried out to find a phytotherapic substance to help the con-
trol of Eimeria parasites in broiler chicken and to provide an 
alternative use of a plant extracts. To our knowledge, this is 
the first study to evaluate the effect of anticoccidial of the OP 
optimum (Olea europaea L., var. Chemlal) extract and their 
phenolic compounds directly on the viability of Eimeria 
oocysts collected from broiler chicken parasites in vitro. 
The results of this investigation have demonstrated that the 
OP extracts have a noticeably destructive effect on Eimeria 
parasite. Previous investigations have used in vitro test to 

screen the anticoccidial effect of some plant compounds in 
broiler chickens [34–38].

The study carried out by Hady and Zaki [12] demon-
strated that Artemisia annua extract decreases the bloody 
diarrhoea in broilers experimentally infected by E. tenella 
compared to the infected control group. Other researchers 
reported that Artemisia annua and Foeniculum vulgare have 
an anticoccidial activity in chickens infected by E. tenella, 
and a significant reduction in faecal oocysts was recorded 
[39]. Likewise, Artemisia herba-alba anticoccidial activity 
was relied on decreasing excretion of E. tenella oocyst and 
bloody diarrhoea as reported by Messai et al. [40].

As described before in several studies, the phenolic 
components (flavonoids, flavonoids, phenolic acid, tan-
nins, etc.) revealed a wide range of biological properties 
such as antibacterial, antiviral, anticancer, anti-proliferative 
and anti-inflammatory [41–45]. These compounds or sec-
ondary metabolites particularly possess also anti-protozoan 
activities, especially against Plasmodium, Leishmania and 
Trypanosoma spp. [46–50]. Then, the phenolic compounds 
are good candidate molecules due to a relatively low or no 
toxicity and because the presence of some flavonoids limits 
the resistance of protozoan to other drugs [51]. Moreover, 
the polyphenols from Palmae (Cocos nucifera L.) fibres 

Fig. 1   Optimization of param-
eters of extraction of olive pulp 
(Olea europaea L., var. Chem-
lal) by microwave
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showed antiproliferative activity against Leishmania ama-
zonensis [52].

In the present study, the OP extract used as natural antico-
ccidial product is very interesting because the results of the 
characterization by HPLC show that the OP extract contains 
large concentrations of polyphenolic compounds or biophe-
noles (Caffeoylputrescine, apigenin 7-O-glucoside, oleuro-
pein aglycone, quercetin 3,7,-O-glucoside, 3,4-DHPEA-EA, 

quercetin-3-O-rutinoside, diligustilide, ferulic acid gluco-
side, 4-p-coumaroylquinic acid, deacetoxyoleuropein agly-
con). In addition, the major compounds of OP extract are 
flavonoids called again bioflavonoid. It should be noted that 
these flavonoids are recognised archetypal antioxidants such 
as oleuropein (OE), hydroxytyrosol (HT), tyrosol (T), cou-
maric acid, ferulic acid, caffeic acid, quercetin, etc. and had 
interesting biological activities [53]. In addition, Ghanbari 
et al. [54] confirmed that the different parts of olives and 
their by-products have a valuable bioactive profile as well 
as medicinal and functional proprieties.

The OP extract at different concentrations showed a sig-
nificant antioxidant activity in agreement with those reported 
by Morelló et al. [55] and Moudache et al. [56, 57]. The 
results of present study correspond also with those published 
previously, which demonstrated that the antioxidant activity 
of plant extracts contains quercetin and oleuropein [58–63]. 
Antioxidant activity is often accompanied by antiviral and 
antibacterial activities of the phenolics compounds. In addi-
tion, it was shown that the antioxidant activity of flavonoids 
is determined by the presence of free hydroxyl groups and 
their mutual location [64].

The results of DPPH, ABTS+• and FRAP tests of 
the optimum and the standard compounds (quercetin, 

5- Oleuropein aglycone, C17H20O6

6 -Isohamnetin, C16H12O7

8- Quercetin-3-O-rutinoside, C27H30O16

9- Ferulic acid glucoside, C16H20O9

Intensity (%)

Retention time (min)

Fig. 2   HPLC–ESI–MS chromatograms of the phenolic profile of the olive pulp extract (Olea europaea L., var. Chemlal)

Table 1   DPPH, ABTS+• and FRAP tests of phenolic compounds of 
the olive pulp extract (Olea europaea L., var. Chemlal), quercetin and 
oleuropein

IC50 inhibitory concentration 50, SD standard deviation, OD optical 
density, DPPH 1,1-diphényl-2-picryl-hydrazyl, ABTS 2,2′-azino-bis 
(3-éthylbenzothiazoline-6-sulphonique

Compounds IC50 Concentration (mg/
ml, ± SD)

Inhibition (%) FRAP 
(OD, 
1 mg/
ml)DPPH ABTS DPPH ABTS

Quercetin 0.10 ± 0.01 0.12 ± 0.03 76.52 65.64 2.08
Oleuropein 0.23 ± 0.01 0.28 ± 0.0 59.2 58.72 1.18
Hydroetha-

nolic extract 
of pulp

0.51 ± 0.05 0.54 ± 0.05 25.36 23.54 1.76
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oleuropein) were revealed by the antioxidant capacities. 
However, the difference of quercetin, oleuropein and the 
optimum of OP extract values could be attributed to a 
polar character which can contribute to the potentialisation 

of power to reduce the free radicals [44, 65]. According 
to Miguel [66], some flavonoids having multiple hydroxyl 
(OH) groups act as pro-oxidants. Several studies have 
shown that the reducing power of phenolic compounds 
can be considered as an indicator potential antioxidant 
effect [67, 68]. The results of this study correspond also 
with those published previously, which demonstrated the 
antioxidant activity of the olive oil co-product [69]. This 
effect could due attributed to the hydrogen donor ability 
to form stable free radicals, thus preventing the oxidation 
and their propagation. In addition, the mixtures of different 
phenolic compounds present in the olive oil co-product 
extracts have greater antioxidant activity than the indi-
vidual compounds because of their synergy [70].
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Fig. 3   Kinetics of the decrease of the oocysts number and 273  nm 
wave length absorbing material release from Eimeria oocysts treated 
by optimum of olive pulp extract (Olea europaea L., var. Chemlal) 
(a), quercetin (b) and oleuropein (c)
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Fig. 4   The correlation between the optimum of olive pulp extracts 
(Olea europaea L., var. Chemlal) concentrations and the number of 
Eimeria oocysts
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To test the decrease potential of the OP extract on Eimeria 
parasite in broiler chicken, the extract optimal concentration 
(22.3024 mg/g GAE of dry matter: 0.743 mg/ml) was used 
to define the time necessary for the oocysts maximum reduc-
tion. The results of anticoccidial effect have been evaluated 
from the lysed oocysts number after treatment depending 
on time. This observation is based on the alteration state of 
oocysts treated surfaces and the cells fragmentation. Note 
that the positive control is also taken into account which 
gives a strong support for the tested extract. The data of 
this study showed a correlation of OP extract concentrations 
with the reduced oocysts numbers. This destructive effect 
of oocysts is a result of intracellular content release such as 
aromatic amino acids and nucleotides that are expressed by 
UV absorption substances after treatment [31]. The results 
of this study also correspond to those previously published, 
which showed that the increase in the concentration of plant 
extracts leads to an increase in anticoccidial activity [30, 31]. 
Regarding the concentration of extraction solvent at 45.97% 
ethanol (Fig. 1) of optimum extract, neither destruction of 
oocysts nor deleterious effect were recorded. In contrast, 
Gadelhaq et al. [71] reported that a significant effect of inhi-
bition of sporulation and oocysts deterioration occurred at 
high ethanolic concentrations (50 and 70%).

This anticoccidial activity could be attributed to an indi-
vidual or a combined effect of the bioactive compounds 
[72]. These constituents could play many beneficial-asso-
ciated properties such as antioxidant and anti-inflammatory 
effects associated with compounds rich in bioactive elements 
(e.g., polyphenolic) [73, 74]. Our in vitro results could be 
explained by the in vivo positive effects of the olive pulp 
extract on the chicken production reported by Sayehban et al. 
[20]. The results of this study correspond to those previously 
published, which demonstrated that the anticoccidial activity 
might be due to the bioactivity constituents such as ascorbic 
acid, flavonoids, phenol compounds and carotenoids [75, 
76].

Many investigations have established relationships 
between the activity, the chemical structure and the mode 
of action of flavonoids as well as the absorption level and 
their bioavailability [5, 77–79]. In this research, it may be 
assumed that the different proportions of OP extract, querce-
tin and oleuropein are related to factors cited previously. 
In addition, the hydrophilic and hydrophobic nature of 
bioactive (quercetin and oleuropein, respectively) may be 
the major cause of anticoccidial activity. According to Tas-
demir et al. [80], quercetin showed an in vitro leishmanicidal 
activity with IC 50 of 1.0 μg/ml. The insertion of two OH 
functions improved considerably the leishmanicidal in vivo 
activity with 15.3% of inhibiting infection, while other fla-
vonoids were completely inactive.

It has been demonstrated that the olive pulp of the family 
Oleaceae has higher antioxidant activity, mainly residing in 

the hydrophilic nature [55], in contrary to oleuropein. This 
could be explained by the fact that oleuropein is to some 
extent polar and thus, it would rapidly diffuse through the 
bilayer of the intestinal epithelial cell membrane [81]. On 
the other hand, Gourama and Bullerman [82] showed that 
oleuropein has an influence on the development and sporula-
tion of Aspergillus parasiticus. It is important to underline 
that those natural antioxidants containing soluble lipid seem 
to be more effective due to their penetration into the cell, 
which could affect the intracellular of Eimeria [83].

In the present investigation, the difference in proportions 
(oocysts destroyed) could be explained by the difference of 
polarity and the hydrophilic or lipophilic nature. Also, other 
studies showed the beneficial effect of plant extracts against 
multiple or monospecific infections with either E. tenella 
or E. acervulina [84, 85]. This is supported by Allen and 
Danforth [86], who demonstrated that the antioxidant com-
pounds are well known to have a cellular protective action 
against oxidative stress and reduce the severity of E. tenella 
infections by altering the degree of intestinal lipid.

According to Peek and Landman [87], the use of Dicla-
zuril (0.5 mg/ml) showed a significant reductive efficiency 
on sporulated Eimeria oocysts after 24 h of incubation com-
pared to our results, while the sulfaquinoxaline showed a 
slight reduced oocysts number. Indeed, in agreement with 
our observations, many investigations demonstrated that the 
in vitro anticoccidial effect of diclazuril is high [88, 89]. 
This difference may be attributed necessarily to pharma-
cological properties of drugs and their action on coccidia 
development. Diclazuril lethal effect against both asexual 
and sexual stages of E. tenella, E. necatrix and E. acer-
vulina, the gametocytes of E. brunetti, and the zygote of E. 
maxima was documented [90].

Conclusion

From this in vitro experiment, it can be concluded that the 
OP (Olea europaea L., var. Chemlal) extract possesses the 
ability to destroy Eimeria spp. collected from naturally 
infected broiler chickens. To our knowledge, this is the first 
time that quercetin and oleuropein are tested to evaluate their 
anticoccidial activity. The findings of this study showed that 
phenolic compound of OP extract tested separately possesses 
anti-Eimeria effect. Further studies should be carried out to 
test the in vivo efficiency of the OP bioactive compounds in 
broiler chickens.
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In vitro anticoccidial effects of Olive Leaf (Olea europaea 
L. var. Chemlal) extract against broiler chickens Eimeria oocysts
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Abstract. The aim of the present study was to evaluate in vitro the anticoccidial activity of olive 
leaves (OL) on the destruction of Eimeria oocysts isolated from naturally infected chickens. The identi-
fication of phenolic compounds was obtained by ultra-high-performance liquid chromatography-mass 
spectrometry with electrospray ionization. The treatment of Eimeria oocyst with the OL extract and 
standard compounds (quercetin and oleuropein) leads to their lysis as shown by the release of sub-
stances absorbing at 273 nm. The results indicated that the optimum OL extract and the standard com-
pound showed that the number of oocysts decreased after treatment. The OL extract at a concentration 
of 1.46 mg/mL recorded a decrease rate of 5.89% of Eimeria oocysts after 7-h treatment. On the other 
hand, quercetin was most effective (48.57%) followed by oleuropein (27.53%) after 7-h treatment. The 
ethanol treated Eimeria suspension was significantly (P ≤ 0.05) higher than the tested concentration of 
the OL extract and the standard compound. The findings of the present study showed that it could be 
concluded that the OL extract possesses the ability to destroy Eimeria spp. In future, in vivo investiga-
tions are required to assess the efficiency of the OL bioactive compounds in broiler chickens.
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Introduction
Coccidiosis is defined as an enteric parasitic pa-

thology of birds between the ages of 3 and 18 weeks 
caused by the protozoa Eimeria spp. belonging to the 
genus Eimeria (Metwaly et al., 2012). It is one of the 
most common and important diseases that has a nega-
tive impact on the growth of poultry industry, result-
ing in about $1.5 billion losses in poultry industry 
annually worldwide (Arabkhazaeli et al., 2014). This 
infection causes reduced feed efficiency, body weight 
gain, and temporary reduction in egg production.

Anticoccidial drugs in feed and water of chickens 
have a considerable success. The major problem 
observed of the commonly available anticoccidial 
drugs is development of resistance in Eimeria species, 
huge residual effects of anticoccidial drugs in meat 
and toxic effects of disinfectants. There is an intense 
need to establish new successful treatments to control 
coccidiosis in poultry farms and to search for alternative 
environmentally friendly anti-Eimeria agents. Surveys 
have been published that some botanicals have been 
reported for their promising results as anticoccidials 
and improving poultry performance worldwide in 
broiler chickens (Abbaset al., 2013).

In Algeria, Olea europea L. (var. Chemlal) is the 
most dominant olive variety, representing nearly 45% 
of the national oil production. Olive tree pruning 
produces a huge quantity of olive leaves (~25 kg/
tree). It has been estimated that approximately 100 g 
of leaves are present for every kilogram of olives used 
in oil extraction. It has been shown that dried leaves 

of the leaf olive (Olea europea L.) plant have been 
used in traditional Algerian medicine for thousands 
of years. 

Many deep studies have shown that the beneficial 
properties of olive leaves are due to valuable bipheno-
lic compounds. Likewise, the use of whole olive leaves 
and olive leaf extracts has increased considerably in 
the pharmaceutical and food industries as food ad-
ditives. Moreover, they are used for antioxidant (Bu-
lotta et al., 2011), antimicrobial (Pereira et al., 2007), 
lipid-low (Lee and Lee, 2010), and anticoccidial activ-
ity (De Pablo et al., 2010). In addition, other investi-
gations have demonstrated the potential role of anti-
proliferative and apoptotic effects of olive leaves (Han 
et al., 2009). However, to the author’s knowledge, the 
anticoccidial activity of olive leaves (Olea europeaL., 
var. Chemlal) has never been reported. The aim of 
the present study was to evaluate in vitro the anticoc-
cidial activity of olive leaves (OL) growing in Algeria 
(area of Bejaia) on the destruction of Eimeria oocysts 
isolated from naturally infected chickens.

Materials and methods

Ethics committee approval
Ethics committee approval was received for 

this study from the scientific committee of Faculty 
of Nature and Life Sciences, University of Bejaia, 
Algeria.

Plant materials
The leaves of olive (Olea europea L. var.Chemlal) 

were collected from Soummam Velley, Bejaia pro
vince (Algeria), during March and June 2018. Sam-
ples were dried in the shade at room temperature until 
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constant weight was obtained, and then crushed using 
a traditional grinder. The resulting powder was passed 
through sieves of a standard 125 μm. Only the frac-
tion with a particle size of ≤ 125 μm was collected, 
stored at +4°C in amber bottles and sterilized until 
used.

Extraction and optimization of total 
phenolic compounds (TPC) by microwave 
assisted extraction (MAE)
A domestic microwave oven (2450 MHz, Samsung 

model NN-S674MF, Kuala Lumpur, Malaysia) was 
modified in order to extract phenolic compounds 
from the OL powder. Olive pulp powder (1 g) was 
stirred manually in aqueous ethanol in preparation for 
extraction using the MAE system. The MAE para
meters were microwave power (700–900 W), extraction 
time (45–75 s), liquid-solid ratio (20–40 mL/g) and 
ethanol proportion (20–60%). After that, the extract 
was centrifuged at 10,000 rpm and filtered through a 
Buchner funnel lined with Whatman No 3-filter paper, 
and the supernatant was collected in a volumetric 
flask. The extract was stored at +4°C until used.

High-performance liquid 
chromatography-mass spectrometry 
(HPLC–ESI-MS) analysis
The identification of phenolic compounds of the 

OL extract was obtained by ultra-high-performance 
liquid chromatography–mass spectrometry with 
electrospray ionization (UPLC–ESI-MS) and quad-
rupole-time of flight detector (QTOF). The equip-
ment was Xevo G2 mass spectrometer consisting of 
an hexapole, a collision cell and time of flight analy-
ser (QTOF) supplied by Waters (Milford, MA, USA). 
The electrospray probe was used in the positive (ESI+) 
and negative (ESI−) modes as well as the sensitivity 
analyzer mode. The mass range considered was from 
10 to 1,000 Da. The corona voltage was 2.5 kV for 
(ESI+) and 0.5 kV for (ESI−). The sampling cone volt-
age was optimized between 20 and 50 V. Finally, 30 V 
was selected for the screening because more peaks 
were detected. Other MS parameters were as follows: 
the source temperature was 150°C, the desolvation 
gas temperature was 450°C and the desolvation gas 
flow was 650 Lh−1. The MSE mode was selected for 
the acquisition, and collision ramp energy from 5 to 
40 V was used. MassLynx v.4.1 software (Waters, Mil-
ford MA, USA) was used to analyze the samples, and 
CromaLynx (Waters, Milford MA, USA) was used to 
deconvolve the spectra.

Evaluation of anticoccidial activity
Eimeria oocysts isolation and purification
An oocysts sample of Eimeria spp. was isolated 

from fresh feces of broilers suffering from coccidiosis 
in Bejaia area (Algeria). Oocysts were sporulated by 
placing in 2.5% K2Cr2O7solution in the presence of 

suitable humidity (> 70%) and temperature (28°C). 
Sporulated oocysts were cleaned and counted using 
Malassez chamber. The mean number of oocysts per 
milliliter of the sample was calculated. The identifi-
cation of Eimeria species in chickens was made on 
the basis of some criteria such as size, shape, pres-
ence or absence of micropyle, time of sporulation, 
intestinal location and appearance and coarse charac-
teristics of intestinal lesions (Carvalho et al., 2011). 
The percentage of each species in the mixed suspen-
sion was approximately 32% E. acervulina, 27% E. 
tenella, 15% E. mitis, 14% E. brunetti and 12% E. 
maxima. 

The purification of oocysts was carried out from 1 
L phosphate buffered saline (PBS, containing 8 g/L 
NaCl, 0.2 g/L KCl, 1.13 g/L Na2 HPO4, 2H2O and 
0.2  g/L KH2PO4). Neutral substrates containing an 
inhibitor (streptomycin 1 mg/mL and penicillin V 
100 IU) were added to prevent any bacterial evolution, 
and fluconazole, 17 mg/mL, was used as antifungal. 
The pH was adjusted to 7.4 and the solution was 
sterilized by membrane filtration through a 0.2 μm 
filter. The HBSS (Hanks balanced salt solution) 
medium was carried out in the laboratory (NaCI, 
8.0, KCl 0,4; CaCl2, 0,139; D-glucose, 1,0; Na2HPO4, 
0,0478; KH2PO4, 0, 06 and MgSO4, 0,097 g/L in 1000 
mL of distilled water). The solution was sterilized as 
well as that of the 0.2% agar.

Effects of the leaf extract and standard 
compounds on the decrease of oocysts number
The activity of the OL extract and standard 

compounds (quercetin and oleuropein) (Fisher 
scientific, Fair Lawn, NJ, USA) was determined 
at a concentration of 18.8 mg/mL in triplicate by 
incubation at ambient temperature (25ºC) for 24 h 
(Debbou-Iouknane et al., 2019). The suspension was 
incubated at different periods of time: 0, 1, 3, 5, 7, 
and 24 h. One milliliter of the suspension contained 
100 µL of washed suspension of Eimeria oocysts at 
4,006x106 oocysts/mL, 700 μL of PBS, and 200 μL 
of the optimum OL extract. 

After incubation, the samples were centrifuged at 
320 g for 5 min and the absorbance of the supernatant 
was measured at 273 nm by spectrophotometer 
(Shimadzu, model: UV 100 Japan). Then, the 
percentage of destruction sporulated oocysts was 
recorded. The LC50 value was then inferred from 
the regression curve. The number of destructions of 
sporulated oocysts was estimated three times in a cell 
volume of 1 μL amounts to 4.006×104. The ethanol 
solvent was also used as a negative control.

Effect of the diclazuril sodium on the decrease 
of the oocysts number
Diclazuril (Algicox10 mg/mL), molecular formula 

C17H8Cl3N4NaO2 and anticoccidiosis (Diclosol®, Avico, 
Arab Industry Veterinary Co, Amman, Jordanie) were 
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tested in triplicate (0.1, 0.3, 0.5, 0.7 and 1 mg/mL) 
using the microplate method. The number of oocysts 
was counted twice in a cell volume of 1 μL amounts 
to 3.98×10⁴oocysts/mL.

Statistical analysis
A statistical analysis was performed by using JMP® 

Software, version 7.0 (SAS Institute Inc, 2007). The 
results were expressed in means ± SE. The values 
were statistically significant when the P value was 
≤ 0.05. Inoculums suspension taken at 0, 1, 3, 5, 7 
and 24 h on oocysts number was examined by the 
Student t test. The lethal concentration is defined as 
the concentration that reduces the initial number of 
sporulated oocysts to 50%.

Results
Fig. 1 represents the chromatogram of the phe-

nolic profile of the OL extract by ultra-high-perfor-
mance liquid chromatography-mass spectro  metry 
with electrospray ionization (HPLC-ESI-MS). The 
molecular analysis of molecules revealed the presence 
of several biophenol classes (Table 1) viz. flavonols 
(luteoline-7-O-glucoside, quercetin, quercetin-3-O-
rutinoside, quercetino-O-O-(O-galloyl)-hexoside, 
phenolic acids (chlorogenic acid), secoiridoids (oleu-
ropein, phenolic alcohol (tyrosol/p-hydroxyphenyl 
ethanol/p-HPEA), isohamnetinneobavaisoflavone, 2, 
3-dihydro-amentoflavone, quercetin-3-O-rutinoside, 
chlorogenic acid, isorhamnetin 3-O-(6”-O-feruloyl)-
glucoside) and diligustilide.

Fig. 1. HPLC–ESI-MS chromatogram ofthe phenolic profile of olive leaves

FormulaNameµg/gM-HTR
C21H20O11Cynarosid/luteolin-7-O-glucoside400,1204470.891
C8H10O2Tyrosol8261,9991370.922

C25H32O13Oleuropein75477,5435394.263
C15H10O7Quercetin2023,1873016.554
C16H12O7Isohamnetin4155,1473156.635
C20H18O4Neobavaisoflavone11056,9973216.896
C30H20O102, 3-dihydro-amentoflavone36946,0345397.387
C27H30O16Quercetin-3-O-rutinoside7692,3086097.468
C16H18O9Chlorogenicacid3140,9427067.769
C32H30O15Isorhamnetin 3-O-(6”-O-feruloyl-glucoside)90257,4476887.8710
C24H28O4Diligustilide13853,7763798.1911
C28H24O16Quercetin-o-(o-galloyl)-hexoside32845,6346158.5812

Table 1. Prediction profilephenolic for the optimal conditions obtained by CCD model
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Fig. 2. Kinetics of the decrease of the oocysts number and 273 nm wave length absorbing material release 
from Eimeria oocysts treated by optimum olive leaf extract (Olea europaea L., var. Chemlal) (A), 

quercetin (B), and oleuropein (C)

The results indicated that the optimum OL extract 
and the standard compound, tested at respective 
concentrations of 44.001 and 18.771 mg/g, showed 
that the number of oocysts decreased after treatment. 
The OL extract at a concentration of 1.46 mg/mL 
recorded a decrease rate of 5.87% of Eimeria oocysts 
after 7-h treatment. On the other hand, quercetin 

was most effective (56.5%), followed by oleuropein 
(35.1%) after 7-h treatment. The lethal concentration 
LC50 of the OL extract, quercetin and oleuropein was 
recorded to be the concentration of 194.92, 14.88 
and 173.93  mg/mL, respectively (Fig. 2A, B and 
C, respectively). Anticoccidial effects of diclazuril 
were shown as a diminution of the oocysts number 
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Fig. 4. The correlation between quercetin (A) and oleuropein (B) concentrations 
and the number of Eimeria oocysts

Fig. 3. Effect of diclazuril concentrations on the oocysts number

of 44.3% at 0.5 mg/mL concentration (Fig. 3). The 
ethanol treated Eimeria suspension (negative control) 
was significantly (P ≤ 0.05) higher than the tested 
concentration of the OL extract and the standard 
compound.

According to our results, the OL extract, quercetin 
and oleuropein were recorded to reduce the oocysts 
number after7 h for different periods of time (5.89, 

48.57 and 27.53%, respectively). This decrease in the 
number of oocysts causes a considerable release of 273 
nm of absorbing material from Eimeria oocysts that is 
depending concentration of the OL extract, quercetin 
and oleuropein. Fig. 4 (A, B) illustrates a considerable 
decrease in the number of Eimeria oocysts with an 
increase in the concentration of quercetin and oleuro
pein ranging from 0.1 to 1 mg/mL.
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Discussion
Due to the emergence of resistance and drug 

residues, the use of plant extracts with biological 
activity has become particularly important to restrict 
the use of synthetic compounds against coccidial 
infections (Abbas et al., 2012). Therefore, the use of 
co-products as an anticoccidial remedy is promising 
as an alternative for controlling coccidiosis in poultry. 
Recently, one study has demonstrated the effect of 
phytochemicals of plant extracts on suppression of 
Eimeria species (Muthamilselvan et al., 2016). The 
present study work was carried out in order to find a 
phytobiotic alternative based on an olive co-product 
to help minimize gastrointestinal disorders caused by 
Eimeria coccidial infection in broiler chickens. To the 
author’s knowledge, this present study is the first to 
assess in vitro anticoccidial activity of the OL (Olea 
europaea L., var. Chemlal) extract and its phenolic 
compounds directly on the viability of Eimeria oocysts 
collected in broiler chickens.

It is known that the leaf is the main site of plant 
metabolism and can be considered as a potential 
source of bioactive compounds (Tsimidou and Papoti, 
2010). Based on an oocyst wall alteration of Eimeria, 
this study showed that the OL extract (Olea europaea) 
had a destructive effect of sporulated oocysts. This 
anti-Eimeria activity may be attributed to bioactive 
molecules of OL extracts individually or a synergistic 
interaction of bioactive compounds. It would be more 
effective to control or treat coccidiosis by the use of 
a multiple compound, which requires a combination 
of immunostimulators that induce a good response 
of essential oils and other natural compounds from 
medicinal plant extracts that can destroy the Eimeria 
oocyst or interfere with the life cycle (Quiroz-
Castañeda, 2018).

In the present study, the characterization by 
HPLC of the OL extract shows the presence of 
large concentrations of polyphenolic or biophenols 
(cynarosid/luteolin-7-O-glucoside; tyrosololeuropein 
quercetinisohamnetin; neobavaisoflavone 2, 
3-dihydro-amentoflavone quercetin-3-O-rutinoside
chlorogenic acid, isorhamnetin 3-O-(6”-O-feruloyl)-
glucoside), diligustilide quercetin-o-(o-galloyl)-
hexoside) that can be used as natural anticoccidial 
products. Previous investigations have studied that 
the polyphenol content of olive leaves is richer 
in bioactive phenolic compounds than fruits and 
olive oil (Lalas et al., 2011). In addition, one other 
study has demonstrated the efficacy of plants and 
plant extracts against mixed or Eimeria individual 
infections (Udo and Abba, 2018). The results of the 
present study correspond also with those published 
previously, which showed that maslinic acid (2-α, 
3-β-dihydroxiolean-12-en-28-oic acid), an active 
compound in the leaves and fruits of the olive tree 
(Olea europaea), has an anticoccidial effect against 
E. tenella oocysts and also increases the weight in 
chicks treated (De Pablos et al., 2010). In addition, 

the active compound of Olea europea has been shown 
to affect Toxoplasma gondii parasites, which may be 
by inhibiting the serine proteases of the protozoan 
protein, that is a mechanism necessary for the entry 
of tachyzoites into the cytoplasm of the host cell 
(Aladedunye et al., 2008). Therefore, this activity, as 
well as anti-inflammatory (Aladedunye et al., 2008) 
and antioxidant properties (Montilla et al., 2003), 
may be responsible for the anticoccidial properties. 
Moreover, it has been shown that the use of natural 
antioxidants such as polyphenols of olive by-products 
is safer than synthetic polyphenols in chicken diets 
in order to reduce lipid oxidation (Starćevic´ et al., 
2015). Also, Varmaghany et al. (2013) have shown 
that an olive leaf supplementation diet (oleuropein 
content, 72.63 mg/g) has an anti-hypertensive effect 
and reduces the incidence of ascites without affecting 
the performance of broilers.

Khalafalla and Daugschies (2011) have demons
trated that curcumin, natural polyphenolic component 
derived from Curcuma longa, inhibited the cell 
invasions of E. tenella sporozoites in vitro and in vivo. 
Thus, anticoccidial activity of M. oleifera, including 
anti-inflammatory and antioxidant properties, was 
attributed to the biological constituents, including 
ascorbic acid, flavonoids, phenolics and carotenoid 
(Abdel-Latif et al., 2017). In other contexts, anti
microbial effects of phenolic compounds are targeted 
against the bacterial cell wall affecting the cell wall 
structure (Botta et al., 2005). This is supported by 
Molan et al. (2009) who explained that condensed 
tannins could penetrate the wall of the oocyst and cause 
damage to the cytoplasm by inactivating endogenous 
enzymes responsible for the sporulation process. 
Our results in vitro showed the low destruction rate 
of Eimeria oocysts that could be explained by the 
difference in oocyst resistance. This can be attributed 
to the impermeability of the inner phospholipid 
membrane to hydrophilic substances.

In the current study, the OL extract showed low 
activity with an LC50 of 192.94 mg/mL for a reduction 
rate of 19.4% compared with allicin hydraulic extract 
with an LC50 of 180 mg/mL for an inhibition per-
centage of 99.9% (Alnassan et al., 2015). In another 
study, the aqueous extract of T. sanguine containing 
phenolic components at a concentration of 2.5 mg/
mL significantly inhibited (P < 0.05) the capacity of 
the sporozoites E. tenella and E. necatrix (Konan et 
al., 2012). It is important to underline that our obser-
vations regarding the concentration of the extraction 
solvent at 60% ethanol of the OL extract are divergent 
with those reported by Gadelhaq et al.(2018), where 
a significant effect of inhibition of sporulation and 
oocyst deterioration occurred at ethanolic concentra-
tions of 50–70%. In this study, the low destruction 
rate of oocysts could be explained by the difference in 
oocyst resistance. This can be attributed to the pres-
ence of internal phospholipid membrane, known for 
its impermeability to lipophilic compounds. This dif-
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ference between the reduction rates of oocysts can 
be attributed to the molecular structure, nature (li-
pophilic or hydrophilic), the mode of action of these 
synthetic phenolic compounds, molecular weight and 
the chemical composition of the oocyst wall. The 
anticoccidial potential effect of A. annua is generally 
known to have a multitude of antioxidants (vitamin 
A, C and E) including flavonoids such as quercetin 
(Bohorun et al., 2004). It has been confirmed that 
phenols interact with cytoplasmic membranes and 
change their cation permeability leading to impair-
ment of crucial processes in coccidia cells and finally 
leading to their death (Sikkema et al., 1995). Our 
results are in agreement with those of Abuakkada 
and Ellakany (2008) who reported that diclazuril was 
more effective in decreasing the oocyst output of iso-
lates of E. tenella.

Conclusion
The findings of the present study showed that it 

could be concluded that the OL (Olea europaea L., 
var. Chemlal) extract possesses the ability to destroy 
Eimeria spp. collected from naturally infected broiler 
chickens. In addition, quercetin and oleuropein were 
tested to evaluate separately in vitro anticoccidial 

activity against Eimeria oocysts for the first time. From 
this in vitro experiment, our observations showed 
that the phenolic compound of the OL extract tested 
separately possesses an anti-Eimeria effect. In future, in 
vivo investigations are required to assess the efficiency 
of the OL bioactive compounds in broiler chickens.
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Discussion générale

L’utilisation des extraits végétaux comme remède peut atténuer la résistance des coc-
cidies aux médicaments et leur impact sur la santé des consommateurs, car ce ne sont pas
seulement des produits naturels, mais aussi de nouvelles molécules thérapeutiques pour
lesquelles aucune résistance n’a encore été développée (Ola-Fadunsin et Ademola, 2013).

Dans un premier temps, nous dressons un inventaire des coccidies récoltés de 19 cas
positifs sur 35 fermes avicoles de type poulet de chair avec une prévalence globale de
54,28%. De même, une autre investigation, le taux d’infestation similaire est enregistré
(55%) dans la région de Blida (Triki et Pacha, 2010). Contrairement, Lawal et son équipe
(2016) notent une forte prévalence de l’ordre de 87,4% et (Grema et al., 2014) un taux
faible de 11.4% en Nigeria. Ces variations peuvent être liées à une multitude de facteurs
tels que la zone géographique, la période d’échantillonnage et les conditions climatiques
(Lawal et al., 2016). Dans la présente étude, 71,55% des intestins examinés après autopsie
sont parasités quel que soit l’âge des individus. La valeur de prévalence élevée observée
peut provenir de mauvaises pratiques de gestion dans les élevages de poulets de chair telles
que les fuites d’eau, les fèces accumulées, une mauvaise hygiène, une faible ventilation et
une forte densité de population (Guinebert et Penaud, 2005). Nous constatons qu’il y a
une différence significative des prévalences entre les groupes d’âges (P < 0,05). Le groupe
d’âge 32-46 jours se montre plus alarmant dans cette enquête. De nombreuses études
montrent que les poussins plus jeunes sont plus sensibles aux infections naturelles que les
plus âgés (Ahmed et al., 2003 ; Al-Quraishy et al., 2009 ; Amare et al., 2012b).

Nos résultats révélent la présence de cinq espèces identifiées par la méthode convention-
nelle à savoir : E. acervulina, E. tenella, E. brunetti, E. maxima et E.mitis. E. acervulina
et E. tenella dont les deux derniéres sont les plus répandues avec des taux respectifs
de 32,05 % et 26,92 %, qui sont connues pour leur potentiel élevé reproductif (Williams
et al., 2009). Ce taux considérable d’oocystes d’Eimeria explique probablement l’échec
de la lutte contre la maladie parasitaire par chimio prophylaxie qui peut être dû à une
mauvaise utilisation des coccidiostatiques induisant un développement de la résistance
aux anticoccidiens (Hadipour et al., 2011 ; Zhang et al., 2013). Récemment, des oocystes
d E. acervulina et E. maxima sont isolés au Nord-Est de l’Algérie (Jijel) en utilisant la
technique de réaction en chaîne par polymérase (PCR) et la morphométrie (Djemai et al.,
2016).
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Discussion générale

Des résultats similaires de prévalence élevée de la coccidiose chez le poulet de chair
sont signalés par plusieurs équipes de chercheurs (Adhikari et al.,2008 ; Hadipour et al.,
2011 ; Amare et al., 2012a ; Gadelhaq et al., 2014 ; Kumar et al., 2015 ; Adang et Isah,
2016). Nos résultats étayent les rapports tirés de la littérature dans divers pays que les
espèces d’Eimeria identifiées sont largement répandues dans les élevages de poulets de
chair.

Le second volet de cette thèse consiste à trouver une alternative pyhtobiotique à
base des molécules bioactives issues des co-produits oléicoles de l’olivier (Olea europea
L. var. Chemlal) à savoir la pulpe et la feuille pour aider à minimiser les troubles gastro-
intestinaux causés par les protozoaires coccidiens d’Eimeria chez le poulet de chair. Les
tests in-vitro sont effectués pour évaluer l’activité anticoccidienne des extraits de ces der-
niers sur la réduction des oocystes chez le poulet de chair. Nos résultats démontrent un
effet potentiel notable de l’activité de la pulpe épuisée et également un effet modéré de
l’extrait de feuille d’olivier vis-à-vis des espèces coccidiennes.

Ces co-produits naturels sont dotés de métabolites bioactifs (flavonoïdes, acide phé-
nolique, tanins, etc. . . ) tels décrits précédemment par plusieurs études (Japan-Lujan et
al., 2006 ; Morelloä et al., 2008 ; Lalas et al., 2011 ; ; Moudache et al.,2016 ; Moudache
et al.,2017). Ce sont de bonnes molécules candidates en raison d’une toxicité relative-
ment faible ou nulle de certains flavonoïdes qui limitent la résistance des protozoaires aux
autres médicaments (Kerboeuf et al., 2008). Il est à noter que l’activité anticoccidienne
des plantes qui contiennent des substances phytochimiques telles que, les polyphenols,
les tanins, les flavonoïdes et les saponines peut être corrélée à un composé bioactif ou
à un effet synergique entre les composés fonctionnels (Muthamilselvan et al., 2016). Les
résultats de cette étude montrent que les extraits éthanoliques de la pulpe épuisée et de la
feuille réduisent l’activité coccidienne significativement (P<0,05) avec des taux respectifs
de 25,36 et 5, 89%. Ces dernières sont en accord avec les résultats de (De Pablos et al.,
2010) qui révélent que les feuilles et la pulpe d’Olea europea contenant le principe actif (2-,
3--dihydroxiolean-12-en-28-oic acid) réduisent le parasitisme chez les poussins de Gallus
domesticus infectés par E.tenella, et augmentent parallèlement le poids des oiseaux trai-
tés. Dans notre étude, l’optimum de l’extrait de feuille (OEF) hydro-éthanolique montre
une très faible activité avec une CI50 de 192,94 mg/ml pour un taux de réduction de 5,89
% comparé à l’extrait aqueux d’allicine avec une CI50 de 180 mg/ml pour un pourcentage
d’inhibition de 99,9% (Alnassan et al., 2015). Dans une autre expérimentation, l’extrait
aqueux de T. sanguine contenant des composants phénoliques inhibe significativement
(P< 0,05) la capacité des sporozoites d’E.tenella et E.necatrix à une concentration de
2,5 mg/ml (Konan et al., 2012). Ces différences de résultats peuvent être liées au profil
phénolique des extraits utilisés ainsi qu’à la bioactivité des principes actifs. Il est clair que
le mode d’action des polyphenols n’est pas clair.
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Cependant, (Molan, et al., 2009) suggérent que le mécanisme d’action des tanins
condensés peut être leur pénétration dans la paroi de l’oocyste qui cause l’endomma-
gement du cytoplasme puisque les tanins peuvent inactiver des enzymes endogènes res-
ponsables du processus de sporulation. Ceci est renforcé par l’apparition de sporocystes
anormaux dans les oocystes.

Dans la présente étude, nous utilisons les contrôles positifs et négatifs afin de rendre
l’évaluation plus tangible. La quercetine, considérée comme flavonoïde, à une concentra-
tion de (0.139 mg/ml) note un taux de réduction des oocystes de 45,38 et 48,12% avec
l’EP et l’EF, respectivement. Une observation similaire concernant l’effet des flavonoïdes
est rapportée par (Kerbouf et al., 2008) qui signalent une inhibition de 15,3% de l’activité
leishmanicide in-vivo.Quant aux contrôles positifs, Diclazuril (10mg/ml) réduit considé-
rablement les oocystes d’Eimeria (51,25%) en comparaison avec Sulfaquinoxaline sodique
(29,74%), (Peek et Landman., 2010), l’utilisation de Diclazuril (0,5 mg/ml) montre une
efficacité de réduction significative sur les oocystes sporulés d’Eimeria après incubation
de 24 heures comparable à nos résultats, tandis que la sulfaquinoxaline montre une légère
réduction du nombre d’oocystes. En effet, nos observations sont en accord avec de nom-
breuses études qui démontrent que l’idéal anticoccidien avec un potentiel élevé in-vitro
est le Diclazuril (Verheyen et al., 1989 ; El-Banna et al., 2005 ; Ruiz et al., 2012). Cette
différence peut être attribuée probablement aux propriétés pharmacologiques des médi-
caments et à leur spectre d’action sur les stades de développement des parasites. Il est
important de souligner que les antioxydants naturels qui contiennent des lipides solubles,
semblent être plus efficaces en raison de leur pénétration dans la cellule qui peut affecter
l’intracellulaire d’Eimeria (Atawodi et al., 2013). D’autres études également montrent
l’effet bénéfique des extraits de plantes contre des infections multiples ou mono spéci-
fiques avec E.tenella ou E.acervulina (Kurkure , 2006 ; Chandrakesan , 2009). De même,
(Allen et al., 1998) démontrent que les composés antioxydants ont une action protec-
trice cellulaire bien connue contre le stress oxydatif et réduisent la gravité des infections
à E.tenella en modifiant le degré de lipides intestinaux. Dans cette étude, les résultats
montrent que la forte concentration n’est pas liée obligatoirement à l’augmentation du
taux de réduction des oocystes, ceci suggére que la qualité des molécules en question peut
être à l’origine de cette destruction. En outre, les molécules standards à savoir la querce-
tine enregistré presque le même taux de réduction à une faible et forte concentration. Le
Diclazuril se montre également efficace par rapport aux extraits de feuille et de pulpe et
aux polyphenols synthétiques (quercetine et oleuropéine).
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Discussion générale

Il est clair que le Diclazuril montre effet potentiel sur la réduction du nombre d’oo-
cystes en raison de son mode d’action, car il décompose tous les stades du développement
intracellulaire des cycles de reproduction asexuée et sexuée d’E.tenella (Brander et al.,
1991), des schizontes asexués d’E.acervulina et agit contre le zygote sexuel d’E.maxima
et des gamétocytes d’E.brunetti. Conway et al. (2001) suggèrent que le mode d’action
du Diclazuril est différent de celui des autres produits chimiques et ionophore. Zhou et
al.(2010) , démontrent que le Diclazuril induit des changements ultra structuraux chez
les mérozoïtes et perturbe le potentiel transmembranaire des mitochondries.
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Conclusion générale et perspectives

Au cours de ce travail, une nouvelle investigation sur la coccidiose intestinale chez le
poulet de chair à base de métabolites secondaires des co-produits oléicoles (Olea europea L.
var. Chemlal) comme alternative phytothérapeutique est menée dans la région de Bejaia.

La première étude a permis :
— D’estimer la prévalence de la coccidiose dans les élevages de poulet de chair dans

la wilaya de Bejaia.
— D’identifier les espèces d’Eimeria par les méthodes conventionnelles, dont E. tenella

et E. acervulina sont les plus répandues dans les élevages de poulet de chair.
— De démontrer que la coccidiose est une pathologie intestinale parasitaire omnipré-

sente dans les élevages de poulet de chair.
— De conclure que cette pathologie parasitaire peut fortement réduire les perfor-

mances de production des poulets de chair.
— De signaler que la coccidiose peut être un facteur important à l’origine des pertes

économiques des exploitations avicoles de la région d’étude.
— De suggérer une identification génétique des espèces Eimeria par la technique PCR

et d’estimer les pertes économiques causées par la coccidiose chez le poulet de chair.
La deuxième et la troisième étuds ont permis :

— D’effectuer l’extraction assistée par micro-ondes et optimiser les conditions liées
à cette dernière de la teneur des composés phénoliques totaux de la pulpe, de la
feuille et noyau de l’olivier (Olea europea L. var. Chemlal).

— D’identifier les composés phénoliques de ces extraits par la technique HPLC–ESI–MS,
et de déterminer leur activité antioxydante.

— De tester in-vitro l’effet anticoccidien de la pulpe et de la feuille de l’olivier (Olea
europea L. var. Chemlal) sur les oocystes Eimeria collectés chez le poulet de chair.

— D’évaluer pour la première fois l’effet anti-Eimeria de la quercétine et l’oleuropéine
séparément.

— De conclure que l’extrait de la pulpe et de la feuille de l’olivier possède une activité
antioxydante et la capacité de détruire Eimeria spp.

— De suggérer que d’autres études devraient être menées pour tester l’efficacité in-
vivo des composés bioactifs de la pulpe de l’olivier chez le poulet de chair.
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Annexe A

Première annexe

Figure 50 – Annexe A – Ultrastructure d’Eimeria tenella

Schéma de la structure d’un sporozoïte et photographie en microscopie électronique d’un pôle apical
d’E. tenella. Sur la figure sont indiqués le conoïde (C), les micronèmes (Mi), la membrane (Mb) et les
granules lipidiques (Gl) (Gaillard et al., 1991).
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Annexe B

Deuxième annexe

Figure 51 – Annexe B – Classification des lésions caractéristiques de la coccidiose
selon la méthode de Johnson et Reid

(Conway et McKenzie, 2007)
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Annexe C

Troisième annexe

Table C.1 – Autorisations de coccidiostatiques en tant qu’additifs pour l’alimentation
animale dans la législation communautaire (2008).

Nom des pro-
duits

Titulaire
de l’autori-
sation

Date de
l’autori-
sation

Fin de la
période de
l’autorisa-
tion

Espèces
cibles

DA L.M.R

Decoquinate
(Deccox)

Alpharma AS 2004 17/07/2014 Poulets
d’engrais-
sement

3jours

Monensin-
sodium
(Flancoban)

Eli Lily
and Com-
pany
Limited

2004 30/
07/2014

Poulets,
poulettes
distinées à
la ponte, et
dinde < 16
semaines

3jours 25µg/Kg :
Peau et grai-
sse 8µg/Kg :
foie, rein et
muscl

Monensin-
sodium
(Coxidin)

Huvepharm
NV Bel-
gium

2007 06/02/2017 Poulets
et dindes
< 16
semaines

3jours 25µg/Kg :
Peau et grai-
sse 8µg/Kg :
foie, rein et
muscle

Chlorhydrate
de Ro-
bénidine
(Cycostat)

Alpharma
(Belgium)
BVBA

2004 29/10/2014 Poulets,
dindes et
lapins

5jours

Lasalocide
Asodium
(Avatec)

Alpharma
(Belgium)
BVBA

2004 20/08/2014 Poulets et
poulettes
destinées à
la ponte<
16se-
maines

5jours 20µg/Kg :
Muscle
100µg/Kg :
Peau, graisse
et foie
50µg/Kg :
Rein
150µg/Kg :
Oeufs

1999 30/09/2009 Dindes
< 12
semaines
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Salinomycine
sodium (Sa-
cox)

Huvepharma
NV

2004 21/08/2014 Poulets
d’engrais-
sement

1jour

2003 11/11/2013 Poulettes
disti-
nées à la
ponte< 12
semaines

2001 31 /05/2011 Poulets
d’engrais-
sement

5jours 5µg/Kg :
Tous les
tissus

Maduramicine
Ammo-
num(Cygro)

Alpharma
AS

1999 30/09/2009 Poulets
d’engrais-
sement

5jours

2001 15/12/2011 Dindes<
16 se-
maines

Diclazuril
(Clinacox)

Janssen
Animal
Health
BVBA

2003 20/01/2013 Poulettes
desti-
nées à la
ponte< 16
semaines

2001 28/02/2011 Dindes
< 16
semaines

1999 30/09/2009 Poulets
d’engrais-
sement

Salinomycine
sodium (Sali-
nomax)

Alpharma
(Belgium)

2005 22/04/2015 Poulets
d’engrais-
sement

1jour 5µg/Kg :
Tous les
tissus

Narasin Ni-
carbasine
(Maxiban)

Eli Lily
and Com-
pany Edt

1999 30/09/2009 Poulets
d’engrais-
sement
et dindes
d’engrais-
sement

5jours

Semduramicine
sodium
(Aviax)

Phibro
Animal
Health

2006 20/10/2016 Poulets
d’engrais-
sement

5jours
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Annexe D

Quatrième annexe

Table D.1 – Réactifs et produits chimiques utilisés.

Produit chimique Marque Provenance
Carbonate de sodium (Na2CO3) Prolabo France
Folin-Ciocalteu Prolabo France
Chlorure d’aluminium (AlCl3) Prolabo France
Chlorure de sodium (NaCl) Prolabo France
Chlorure de potassium (KCL) Prolabo France
Chlorure de calcium (CaCl2) Prolabo France
1,1 diphényle-2-picrylhydrazy
(Na2HPO4DPPH)

Prolabo France

2´-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid (ABTS)

Prolabo France

Acide gallique Biochem-
chemopharma

UK

Acide ascorbique Biochem-
chemopharma

UK

Chlorure ferrique (FeCl3)
Ferricyanure de potassium [K3Fe(CN)6] Biochem-

chemopharma
UK

Acide trichloroacétique (TCA) Biochem-
chemopharma

UK

Dihydrogénophosphate de sodium
(NaH2PO4)

Biochem-
chemopharma

UK

Dihydrogénophosphate de potassium
(KH2PO4)

Biochem-
chemopharma

UK

Sulfate de magnésium (MgSO4) Biochem-
chemopharma

UK

Sulfate d’ammonium ferrique : Fe2+ (SO4) Biochem-
chemopharma

UK
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D-glucose (C6H12O6) Biochem-
chemopharma

UK

Oleuropein, Quercetine
MDA (malondialdehyde)
TBA (acide 2-thiobarbiturique)
Tris (hydroxyméthyl)
Diclazuril (Algicox) et Sulfaquinoxaline so-
dique
Penecilline V, Streptomycine et Flucanasol
Bichromate de potassium (K2CR

2O7)
Butanol, Mrthanol et Ethanol

Fisher scientific USA
Cabinet
vérérinaire
Pharmacie
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Annexe E

Cinquième annexe

Figure 52 – Annexe E – Courbe d’étalonnage des polyphénols totaux (Acide gallique).
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Annexe F

Sixième annexe

Table F.1 – Central-Composite Design avec les réponses expérimentales et les valeurs
prédites de la teneur en composés phénoliques totaux (CPT) par l’EAM de la pulpe.

Conentration
de l’etha-
nol (v/v)
%

Puissance
W

Temps
d‘irradiation
(s)

Ratio (Li-
quide/Solide
ml/g)

Rendendement des
(CPTmg GAE/g)
Ve Vp

60 700 180 50 16,06 18,47
40 300 120 40 17,72 16,91
40 500 180 40 19,66 19, 24
60 300 180 50 11,45 11,50
40 700 120 40 17,11 18, 41
40 500 120 40 19,41 17,14
20 500 120 40 13,62 14,78
20 300 180 30 15,95 22,11
20 700 60 30 17,04 16,94
20 500 120 40 18,35 17,14
40 300 60 50 17,89 16,08
40 500 120 50 17,81 14,84
40 500 120 40 17,41 17,14
60 500 120 40 15,82 13,24
20 300 180 50 12,19 13,96
60 300 60 30 16,02 15,88
40 500 120 40 16,47 17,14
20 300 60 50 15,89 15,41
60 700 60 30 14,23 12,24
60 700 60 50 13,77 14,56
40 500 120 40 16,89 17,14
60 700 180 30 18,64 19,08
40 500 120 40 16,06 17,14
40 500 60 40 16,57 16,58
40 300 180 30 16,38 16,15
60 700 180 50 15,64 14,74
20 300 60 30 20,19 20,69
20 500 120 30 17,22 17,78
40 700 60 50 17,05 15,69
20 700 180 30 18,09 18,82
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Table F.2 – Annexe F.2 – Central-Composite Design avec les réponses expérimentales
et prédites pour le rendement total en composés phénoliques (CPT) de l’EF (Extrait de

Feuille) par l’EAM.

Conentration
de l’etha-
nol (v/v)
%

Puissance
W

Temps
d‘irradiation
(s)

Ratio (Li-
quide/Solide
ml/g)

Rendendement des
(CPTmg GAE/g)
Ve Vp

20 900 45 30 38,88 37,23
40 800 60 20 30,16 31,29
20 800 60 20 39,25 35,06
60 900 75 30 22,91 22,45
40 800 60 30 31,83 34,05
20 700 75 30 27,58 26,60
60 700 75 30 41,33 38,49
20 900 75 10 36,75 36,35
40 800 60 10 34,08 31,33
40 800 60 20 30,33 31,29
20 900 45 10 31,25 34,28
60 700 45 10 29,64 28,10
40 800 60 20 30,41 31,29
20 700 75 10 25,5 25,80
40 800 75 20 24,33 26,91
60 900 45 10 18 18,91
60 900 75 10 29,41 27,87
20 700 45 30 33,91 35,66
40 800 45 20 30,08 26,96
20 900 75 30 27,5 29,23
40 900 60 20 30,33 28,80
40 800 60 20 31,41 31,29
60 800 60 20 29,66 33,32
40 700 60 20 31,08 32,08
40 800 60 20 32,75 31,29
60 900 45 30 23,66 23,56
60 700 45 30 40,33 40,66
60 700 75 10 34,41 36,00
40 700 60 20 31,08 31,29
20 800 45 10 24,41 24,80
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Table F.3 – Annexe F.3 – Central-Composite Design avec les réponses expérimentales
et prédites pour le rendement total en composés phénoliques (CPT) du noyau par MAE.

Conentration
de l’etha-
nol (v/v)
%

Puissance
W

Temps
d‘irradiation
(s)

Ratio (Li-
quide/Solide
ml/g)

Rendendement des
(CPTmg GAE/g)
Ve Vp

20 900 60 20 6,4416 5,9158
20 300 120 40 8,1361 8,825
20 300 60 20 6,6222 7,721
50 600 90 30 8,055 7,721
50 600 90 40 7,8194 7,517
20 900 60 40 2,9222 3,545
50 600 90 30 7,1 7,721
80 300 120 20 2,725 3,0037
20 300 60 40 7,05 6,918
80 900 60 40 7,4511 6,879
80 300 120 40 6,0388 5,189
20 900 120 40 8,8916 8,601
50 900 90 30 10,075 9,651
80 300 60 40 6,9444 7,089
50 600 90 20 7,3166 7,610
50 600 60 30 5,41388 5,781
20 900 120 20 8,83611 9,168
80 300 60 20 8,03888 8,829
80 900 120 20 7,04166 6,706
80 900 120 20 8,2638 8,020
80 600 90 20 7,8861 8,573
50 600 900 30 7,463 6,9404
50 600 900 30 7,1138 7,7216
50 600 900 30 8,07222 7,7216
50 600 900 30 7,8333 7,7216
20 600 900 30 6,91388 7,4291
20 300 120 20 8,11944 7,3158
50 900 30 7,0861 7,7216
50 600 120 30 6,8333 6,4578
80 900 120 40 7,8444 8,1305

Ve :valeurs expérimentales ; Vp : valeurs prédites ; W : puissance ; s : seconde ; v/v : volume/ volume ;
mg EAG : milligramme équivalent d’acide gallique.
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Table G.1 – Mesures (en µm) de la longueur, largeur, et de l’index (longueur/largeur)
des coccidies dans la suspension parasitaire.

N◦
Coc-
ci-
die

Longeur E.type Largeur E.type Index N◦
Cocci

Long E.type Larg E.
type

Index

1 19,883 1,074 14,183 0,1037 1,40 53 22,656 3,846 19,796 1,801 1,14
2 17,89 0,968 12,853 2,077 1,39 54 18,13 1,105 13,37 1,164 1,35
3 11,073 0,956 14,82 0,631 0,75 55 33,593 2,493 21,6 1,162 1,55
4 19,183 0,973 16 1,1 1,20 56 18,613 1,682 13,023 1,413 1,42
5 18,396 1,432 15,517 1,117 1,18 57 18,5 0,843 14,855 0,823 1,24
6 18,24 2,514 15,78 3,617 1,15 58 17,89 2,5234 15,036 1,056 1,18
7 16,557 0,849 14,735 1,147 1,12 59 18,699 0,853 14,194 0,890 1,31
8 18,746 1,190 14,46 0,440 1,29 60 29,866 2,444 18,666 0,923 1,60
9 18,14 0,945 12,443 2,504 1,45 61 20,32 0,291 17,07 0,072 1,19
10 15,666 0,886 15,383 0,285 0,98 62 23,466 2,830 19,123 1,947 1,22
11 23,466 2,830 18,8 2,499 1,24 63 18,29 0,391 15,996 0,660 1,14
12 31,466 5,143 17,76 4,419 1,77 64 15,28 1,111 13,066 1,618 1,16
13 22,08 2,153 16,2133 1,303 1,36 65 19,623 2,237 16,216 2,101 1,21
14 22,08 1,623 19,84 4,778 1,11 66 19,473 0,959 15,272 1,080 1,27
15 20,113 3,059 19,626 4,0170 1,02 67 17,843 3,028 13,773 0,688 1,25
16 33,593 2,493 21,6 1,1629 1,55 68 21,42 0,058 19,86 4,778 1,07
17 21,5467 3,296 15,52 3,538 1,38 69 18,443 1,497 16,446 0,515 1,29
18 18,4733 3,9412 14,513 2,409 1,27 70 17,88 2,065 13,786 0,570 1,29
19 19,36 5,202 14,6133 2,407 1,32 71 22,72 3,509 14,56 2,164 1,56
20 22,7667 2,4106 18,92 2,963 1,20 72 20,373 0,9257 16,85 2,301 1,25
21 16,96 2,308 13,3867 1,848 1,26 73 25,586 5,622 17,44 3,477 1,46
22 18,9867 4,509 17,12 0,554 1,10 74 22,8267 2,491 19,3067 2,480 1,18
23 30,7733 2,270 18,72 6,599 1,64 75 18,3 1,350 17,35 0,964 1,05
24 19,0933 0,562 18,5067 0,821 1,03 76 17,88 3,107 14,82 3,271 1,20
25 16,4800 2,790 16,8533 1,520 0,97 77 12,1067 3,841 16,3200 1,120 0,74
26 11,4667 5,384 16,4800 2,257 1,43 78 19,2267 1,975 15,95 2,651 1,21
27 14,3467 2,013 17,6267 6,595 0,81 79 36,4933 2,765 31,9700 1,508 1,14
28 15,6268 2,298 13,28 2,268 1,17 80 20,8 3,204 17,92 2,997 1,16
29 16,65 2,414 16,25 2,979 1,02 81 28,9033 1,952 29,5933 1,915 0,97
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30 19,0093 0,311 16,47 0,854 1,15 82 29,1333 3,903 22,0003 4,875 1,32
31 18,5 1,361 14,9733 5,586 1,23 83 19,7167 4,709 13,45 0,527 1,46
32 18,15 1,825 15,2533 2,766 1,18 84 25,6067 3,415 24,5333 3,892 1,04
33 14,5067 2,511 19,1466 4,720 0,76 85 14,9333 6,629 13,1733 1,935 1,13
34 18,3466 2,562 16,8134 2,740 1,09 86 15,36 3,763 18,8 1,126 0,81
35 19,55 0,879 12,9067 1,895 1,51 87 17,5 0,709 14,53 1,314 1,20
36 15,8934 2,572 18,72 0 0,84 88 22,08 1,623 19,84 4,7709 1,11
37 22,6668 2,973 17,92 2,997 1,26 89 33,12 3,741 28,3667 1,180 1,16
38 17,7 1,132 15,8 1,212 1,12 90 30,3600 1,626 28,2403 1,497 1,07
39 20,4 0,984 15,5166 4,265 1,31 91 35,1900 1,301 25,9200 3,220 1,35
40 10,5600 4,266 7,413 6,592 1,42 92 18,1500 1,825 12,2234 1,304 1,48
41 21,3 2,329 14,5 2,134 1,46 93 25,3500 0,955 23,12 1,434 1,09
42 19,36 7,5251 17,0667 1,361 1,13 94 21,3867 1,603 13,5467 1,611 1,57
43 15,5733 4,538 10,2933 3,901 1,51 95 23,24 1,218 21,7067 0,805 1,07
44 26,6667 4,353 16,7467 1,784 1,59 96 21,3867 1,603 13,5467 1,611 1,58
45 22,6667 4,663 15,6267 3,579 1,45 97 25,44 2,200 20 1,270 1,27
46 19,946 4,814 17,9967 1,087 1,10 98 22,72 3,883 19,1266 2,811 1,18
47 21,9733 1,379 14,08 2,893 1,56 99 24,48 4,556 20,32 2,416 1,20
48 26,44 3,531 16,0233 1,406 1,64 100 23,7867 2,423 16,8 3,603 1,41
49 21,5467 3,296 15,52 3,538 1,38 101 18,1867 4,971 19,36 1,782 0,93
50 21,8667 4,270 14,7733 3,477 1,48 102 17,7067 2,088 16,48 2,257 1,07
51 18,6133 1,642 15,4667 2,320 1,20 103 21,6 3,538 19,68 2,933 1,09
52 23,2533 0,910 17,0667 2,480 1,36 104 26,1333 4,481 15,7867 7,041 1,65
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Table H.1 – Les composés phinoliques de pulpe identifiés par HPLC–ESI-MS

TR M-H µg/g Name Formula
1 0.92 249 11762,079 N-Caffeoylputrescine C13H18N2O3
2 2.85 431 24185,696 apigenin 7-o-glucoside C21H20O10
3 5.69 625 56666,960 Quercetin 3,7,-O-glucoside C27H30O17
4 6.49 337 8293,608 4-p-coumaroylquinic acid C16H18O8
5 6.80 319 43978,824 oleuropein aglycone C17H20O6
6 6.81 315 31020,824 Isohamnetin C16H12O7
7 7.44 377 11053,496 3,4-DHPEA-EA C19H22O8
8 7.46 609 14064,219 quercetin-3-O-rutinoside C27H30O16
9 7.73 355 40166,610 Ferulic acid glucoside C16H20O9
10 8.19 379 15759,448 Diligustilide C24H28O4
11 9.04

9.06
639 49508,433 deacetoxyoleuropeinaglycon C25H32O13

Table H.2 – Les composés phinoliques de feuille identifiés par HPLC–ESI-MS

TR M-H µg/g Name Formula
1 0.89 447 400,120 Cynarosid=luteolin-7-O-

glucoside
C21H20O11

2 0.92 137 8261,999 Tyrosol C8H10O2
3 4.26 539 75477,543 Oleuropein C25H32O13
4 6.55 301 2023,187 Quercetin C15H10O7
5 6.63 315 4155,147 Isohamnetin C16H12O7
6 6.89 321 11056,997 Neobavaisoflavone C20H18O4
7 7.38 539 36946,034 2, 3-dihydro-amentoflavone C30H20O10
8 7.46 609 7692,308 quercetin-3-O-rutinoside C27H30O16
9 7.76 706 3140,942 Chlorogenicacid C16H18O9
10 7.87 688 90257,447 Isorhamnetin 3-O-(6"-O-

feruloyl)-glucoside)
C32H30O15

11 8.19 379 13853,776 Diligustilide C24H28O4
12 8.58 615 32845,634 Quercetin-O-(O-galloyl)-

hexoside
C28H24O16
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Table H.3 – Les composés phinoliques de noyau identifiés par HPLC–ESI-MS

TR M-H µg/g Name Formula
1 6.49 153 795,408 Protocathechicacid C7H6O4
2 6.50 337 1734,823 4-p-coumaroylquinic acid C16H18O8
3 6.76 315 4926,218 Isohamnetin C16H12O7
4 6.97 319 7372,820 oleuropein aglycone C17H20O6
5 7.39 539 5185,52033 2, 3-dihydro-amentoflavone C30H20O10
6 7.44 377 6330,331 3,4-DHPEA-EA C19H22O8
7 7.72

7.73
7.74

355 28670,544 Ferulic acid glucoside C16H20O9

8 8.59 615 6668,624 Quercetin-O-(O-galloyl)-
hexoside

C28H24O16

9 9.06 639 2623,062 Deacetoxyoleuropeinaglycon C25H32O13
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Figure 53 – Annexe I – lame MALASSEZ
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Résumé

Résumé :

Une prévalence globale de 54,28% a été enregistrée dans 19/35 fermes.93 sur 147 échantillons de litière
et 78 des 109 du contenu intestinal sont infectés par les oocystes d’Eimeria mixte, soit un taux de
63,26% et 71,55%, respectivement. L’identification des coccidies a mis en évidence cinq espèces
d’Eimeria : E.maxima, E. brunetti , E.mitis, E.maxima, E.acervulina et E.tenella dont les deux
dernières sont les prédominantes avec des taux respectifs de 32,05 % et 26,92 %, (p < 0, 05).
HPLC-ESI-MS, MEB et le statut antioxyant des extraits de feuille, pulpe et noyau sont étudiés afin de
tester l’activité anticoccidienne in- vitro. L’extrait de pulpe impactait positivement l’infection
parasitaire en détruisant les oocystes d’Eimeria. spp, à un taux de 25,36% par rapport au contrôle (p <
0,05). Contrairement à la feuille, qui s’est révélé moins coccidiocide (5,89), Quant à l’extrait du noyau,
il s’est manifesté négativement vis-à-vis des espèces coccidiennes.

Mots clés : Coccidiose aviaire - Eimeria spp - activité anticoccidienne - co-produits oléicoles (Olea
europea L, var Chamlal) - Activité antioxydante.

Abstract :

An overall prevalence of 54.28% was recorded in 19/35 farms.93 Out of 147 litter samples and 78 out of
109 intestinal contents were infected with mixed Eimeria oocysts, a rate of 63.26% and 71.55%,
respectively. Identification of coccidia revealed five species of Eimeria : E.maxima, E. brunetti , E.mitis,
E.maxima, E.acervulina and E.tenella, of which the last two were the predominant ones with rates of
32.05% and 26.92%, respectively (p < 0.05). HPLC-ESI-MS, SEM and the antioxidant status of leaf,
pulp and kernel extracts were studied to test the in vitro anticoccidial activity. The pulp extract
positively impacted the parasitic infection by destroying Eimeria spp. oocysts at a rate of 25.36%
compared to the control (p < 0.05). In contrast to the leaf, which was found to be less coccidiocidal
(5.89), the core extract was negatively affected by the coccidian species.

Keywords : Avian coccidiosis - Eimeria spp - Anticoccidial activity - Olive co-products (Olea europea L,
var Chamlal) - Antioxidant activity.
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