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Introduction   

Il existe une grande diversité d'espèces naturelles cultivées en Algérie dont les avantages 

économiques, alimentaires et curatifs sont peu connus.  

Les plantes sont utilisées à des fins thérapeutiques depuis l'Antiquité. Elles sont 

employées dans le traitement de diverses maladies (Gourguillon et al, 2016).   

Les métabolites secondaires des plantes jouent le rôle de principes actifs, du fait des apports 

qu'elles contiennent. Ces molécules biologiquement actives, en particulier les polyphénols, sont 

largement utilisées en thérapie comme vaso-protecteurs, agents anti-inflammatoires, inhibiteurs 

d'enzymes, antioxydants et agents anti-radicalaires dont l'évaluation de ces activités demeure 

une tâche très intéressante (Chanwitheesuk et al., 2005).   

Actuellement, le développement de la résistance microbienne aux antibiotiques et la 

toxicité des antioxydants synthétiques utilisés comme additifs alimentaires incitent à rechercher 

des substances naturelles possédant des propriétés antibactériennes et antioxydantes sans 

provoquer d'effets irritants ou toxiques.  

L'Algérie possède un potentiel végétal médicinal vaste qui comprend des milliers 

d’espèces d’intérêt et fait l’objet de recherches scientifiques, notamment dans le domaine des 

substances naturelles de la famille des Rosacées des régions tempérées de l’hémisphère Nord, 

dont l’aubépine (Dobignard, 2009).  

Elle est considérée comme une plante médicinale souvent utilisée en médecine 

traditionnelle comme traitement des douleurs des systèmes digestif et urinaire, la régulation de 

la fréquence cardiaque, la circulation sanguine, l'hypertension artérielle et calme le système 

nerveux. Il a plusieurs effets thérapeutiques, notamment des effets antispasmodiques, 

astringents, diurétiques, antipyrétiques, antihypertenseurs et sédatifs (Bahorun et al., 1994).  

  

C’est dans ce contexte que notre étude est réalisée dont le but est d’optimiser les 

conditions d’extraction des composés bioactifs du fruit de Crataegus azarolus avec la méthode 

de l’extraction assistée par ultrasons. L’optimisation est effectuée en utilisant un plan 

d'expérience (Box-Behnken) constitué de trois variables indépendantes qui sont le temps 

d'extraction (2 ; 4,5 et 7 min), l’amplitude (20 ; 60 et 100 %) et la concentration du solvant (0,  
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50 et 100%) et de trois réponses (la teneur en polyphénols totaux, test DPPH et test ABTS). La 

deuxième partie de ce travail consiste à faire une étude comparative de la teneur en polyphénols 

totaux et l’activité antioxydante de l’extrait obtenu par ultrasons dans les conditions optimales 

et des extraits obtenus par deux techniques d’extraction conventionnelles la macération et le 

Soxhlet.   

Ce mémoire est divisé en deux parties distinctes qui sont la partie bibliographique et la 

partie expérimentale.  

 La partie bibliographique se compose de deux chapitres :  

• Chapitre I : Généralités sur la plante Crataegus azarolus,  

• Chapitre II : Techniques d’extraction des composés bioactifs.  

                La partie expérimentale est divisée en deux chapitres :  

 Chapitre III : Matériel et méthodes,  

• Il résume les différentes méthodes utilisées dans la réalisation de 

ce travail.  

 Chapitre IV : Résultats et discussion,  

Il regroupe les résultats obtenus de chaque expérience et en finir avec une  

                                 conclusion et des perspectives.     
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CHAPITRE I : Généralités sur la plante Crataegus azarolus   

1 Présentation du genre Crataegus et de l'espèce C. azarolus   

Les espèces de Crataegus (famille des Rosaceae), appelés « aubépines », sont des arbustes 

généralement épineux ou peu épineux, dont environ 200 espèces sont communément réparties dans 

les régions tempérées du nord (Máthé et Turgut, 2023).  

Crataegus azarolus est un arbuste traditionnel non fructueux très courant en Afrique, 

notamment en Algérie. Leurs fruits sont traditionnellement utilisés comme source de vitamines et 

de minéraux, qui peuvent constituer des ingrédients importants dans les aliments. Ces fruits peuvent 

être consommés frais ou séchés. (Boudraa et al.,2010)   

1.1   Étymologie  

Crataegus, nom générique des aubépines (rosacées), désignant en latin "Crataegon" ou 

"Cratægus" et en grec ("ќρα τα ιγος ou ќρα τα ιγου"), l'azérolier (Crataegus azarolus L.) ; peut-être 

du grec " ќρα ιος " par allusion à la dureté du bois. Le nom botanique des aubépines est dérivé d'un 

terme qui, chez Théophraste, désignait l'azerolier. Le genre Crataegus comprend plus de 600 

espèces. Ce nombre varient selon les auteurs (Boudraa et al., 2010)  

Crataegus azarolus est commun dans les haies, en bordure des chemins de toutes les régions 

tempérées d'Europe, de l'Asie occidentale et de l'Afrique du Nord. L'azérolier est naturalisé en 

Amérique du Nord et cultivé en région méditerranéenne (Grieve, 1971).   

1.2   Classification botanique   

La classification botanique de l’espèce C. azarolus selon di̇rli̇k et Eser, 2021.  

• Règne : Plantes,   

• Sous règne : Plantes vasculaires,  

•  Embranchement : Spermaphytes,   

• Sous-embranchement : Angiospermes,   

  

• Classe : Dicotylédones,  

  

• Sous classe : Rosidae,   
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• Ordre : Rosales,  

• Famille : Rosaceae,  

• Genre : Crataegus,   

• Espèce : Crataegus azarolus  

 

 

1.3 Conditions de l’espèce 

 

L'aubépine est un arbuste très résistant qui peut supporter tous les climats rigoureux, 

notamment la sécheresse, le froid, les vents violents et les pluies torrentielles (Yves-Marie, 1988).  

L’azérolier préfère les climats chauds et les zones ensoleillées, et les sols secs, lourds et 

argileux comme il peut pousser sur des sols alcalins ou calcaires et tolérer la pollution de l'air 

(Koyuncu et al, 2007).  

1.4  Utilisation de C. Azarolus  

1.4.1 Utilisation pharmacologique de C. Azarolus  

En Algérie, l'azerolier est utilisé depuis longtemps pour divers traitements (Abdelguerfi et 

al., 2003).  

Du fait de l’influence de la médecine traditionnelle arabe, les extraits de feuilles et de fruits 

d'aubépine sont utilisés, entre autres, pour traiter la faiblesse sexuelle, le cancer et le diabète (Said 

et al., 2002).  

En médecine chinoise, l'aubépine est utilisée depuis environ 650 ans avant J.C, notamment 

pour le traitement des maladies cardiovasculaires (Croxton et Sparks, 2002).  

Vers la fin du XIX siècle, les médecins Européens ont commencé à expérimenter l’aubépine 

comme médicament contre les maladies cardiovasculaires. Cette plante présente de grands bienfaits 

et utilisée dans plus de 200 médicaments (Lacoste, 2006).  

 

Figure 01 : Crataegus azarolus (Aubépine)  
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(Svedström et al., 2006). Longtemps, chez les anciennes civilisations, l’aubépine a eu la 

réputation d’accroître la fertilité.  

Les extraits de feuilles, de fleurs et de fruits de Crataegus sont couramment utilisés pour traiter 

les maladies du cœur, du système digestif, du système urinaire et du système nerveux.  

1.4.2  Utilité alimentaire  

 Les feuilles et les sommités fleuries sont utilisées pour la préparation d’infusions, et leurs 

fleurs pour l’aromatisation et la décoration des sirops, du dessert et des salades (Lust, 2014). 

Beaucoup de produits sont obtenus à partir de la pulpe du fruit ; les confitures, les marmelades, les 

gelées, les sirops, les jus, les boissons alcooliques et la farine, comme il rentre dans la préparation 

du vinaigre.   

1.5  Composition Biochimique  

L’aubépine possède un potentiel énergétique et nutritionnel non négligeable confirmé par les 

travaux de plusieurs chercheurs, ceux (Özcan et al., 2005) sur des espèces Turque de Crataegus, a 

achevé aux résultats présentés dans le Tableau I.   

Tableau I : Potentiel énergétique et nutritionnel du fruit de C. azarolus (Özcan et al., 2005)  

Fraction  Teneur  

Humidité  64,26%  

Protéines  2,48%  

Lipides  0,87%  

Cellulose   4,67%  

Cendres  2,28%  

Energie   34,02 (Kcal/g)  

Tableau I : Potentiel énergétique et nutritionnel de Crataegus azarolus  
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1.5.1 Composition en métabolites primaires  

Les fruits de l’azérolier contiennent 15,9 % des sucres totaux, des oses simples majoritaires 

comme le fructose, le glucose et le rhamnose (Dzhangaliev, 2002).  Ces fruits sont aussi riches en 

polysaccharides tels que la cellulose et la pectine (Baba Aissa, 1999).   

Les sucres solubles de l’azérole algérien sont d’une teneur en moyenne de 9,86% du total de 

la matière sèche, où 3,03% présentent des sucres réducteurs et 6,83% en saccharose. Concernant les 

polysaccharides, cette espèce renferme 6,86% de pectine et 11,97% de cellulose, de la matière 

fraîche du fruit. Son apport énergétique est de 37,98 Kcal/g (Saadoudi, 2008).  

Les résultats des métabolites primaires de l’azérole algérien provenant de la région de Mila 

sont regroupés dans le Tableau II.    

Tableau II : Résultats des métabolites primaires de l’azérole algérien (Saadouni, 2008).   

  

Fraction  Teneur  

Sucres réducteurs  3,03%  

Saccharose  6,83%  

Pectines   6,86%   

Cellulose  11,96%  

Apport énergétique  37,98 Kcal/g  

Acides aminés  3 à 6%  

Lipides  Traces  

 

Le contenu des fruits secs d’azérolier en aminoacides totaux varie entre 3 à 6%, caractérisé 

par des acides aminés aromatiques (Chang et al., 2006). Les lipides sont présents sous forme de 
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traces (Bruneton, 1999). Par ailleurs, Ferhat, 2008 rapporte une teneur de 0,67% en matière grasse 

dans son étude sur l’azérole de la région de N’gaous (Algérie).   

 

 

1.5.2 Composition en métabolites secondaires  

• Composés phénoliques  

Les composés phénoliques tels que l'acide chlorogénique, la vitexine, la quercétine-3-

Ogalactoside, la quercétine-3-O-glucoside, l'acétylvitexine 2''-O-rhamnoside ont des teneurs élevés 

dans les feuilles d'aubépine par rapport aux écorces (Włoch et al., 2013).   

La quercétine a été rapporté comme étant un composé important dans le ralentissement de la 

progression de la maladie du Covid-19 (Di Pierro et al., 2021).   

• Huiles essentielles  

Comme les composés phénoliques, les composés volatils sont des métabolites secondaires des 

plantes. Les huiles essentielles des feuilles et des fleurs des espèces de Crataegus azarolus tel que 

les acides linoléique, stéarique et palmitique ainsi que des alcanes et des alcens autres l’exadecane, 

le tricosane et l’hexacosane ont été déjà étudiés (Lakache et al., 2014).   

1.6    Toxicité  

Chez l’homme, une consommation excessive d’aubépine peut provoquer des problèmes 

cardiaques et respiratoires (dépression), de légers problèmes digestifs et de légères allergies 

cutanées.  

D’autres part une consommation élevée de fruits d’aubépine chez les jeunes enfants peut 

provoquer une hypotension sévère. C’est aussi une plante allergisante de par son pollen (Girre, 

2000).  

2  Activité antioxydante  

Les radicaux libres et les antioxydants sont de plus en plus courants parmi les professionnels 

de la santé ainsi que dans le grand public. Mais ces idées ne sont pas nouvelles. Il ne faut pas oublier 

que les deux biologistes R.Gershman et D.Hartmann discutaient déjà au milieu des années 1950 
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de la théorie de la toxicité de l'oxygène et des radicaux libres pour expliquer le processus de 

vieillissement ainsi que la Protection contre les effets néfastes des radicaux (Harman, 1992; 

Gerschman, 1981).  

2.1  Radicaux libres   

2.2  Définition  

Les radicaux libres et les oxydants peuvent être nocifs comme ils peuvent être bénéfiques pour 

l’organisme, ils jouent donc un double rôle de composés toxiques et bénéfiques (Favier, 2003).   

Ils sont produits par le métabolisme cellulaire normal in situ ou par des sources externes 

(pollution, fumée de cigarette, rayonnements, médicaments).  

Si la surcharge de radicaux libres ne peut être détruite progressivement, l’accumulation de 

radicaux libres dans l’organisme provoque un phénomène appelé stress oxydatif.  

Ce processus joue un rôle important dans le développement de maladies dégénératives 

chroniques telles que le cancer, les maladies auto-immunes, le vieillissement, la cataracte, la 

polyarthrite rhumatoïde, les maladies cardiovasculaires et les maladies neurodégénératives.  

Le corps humain dispose de plusieurs mécanismes pour lutter contre le stress oxydatif en 

produisant des antioxydants qui sont naturellement produits localement ou fournis de manière 

externe par le biais d’aliments et de suppléments. (Pham-Huy, C., Pham Huy, B., 2022)  

2.2.1  Principaux radicaux libres   

• Anion superoxyde (O2•) : Lorsqu'une molécule d'oxygène entre en contact avec une 

énergie suffisante, elle peut accepter un électron supplémentaire et former un anion 

superoxyde. Cet anion agit comme agent oxydant dans de nombreuses réactions.  

• Radical hydroxyle (OH•) : Très réactif envers les structures organiques et 

responsable du déclenchement de l'autoxydation des lipides.  

• Peroxyde radicalaire (ROO•) : est un radical secondaire généré par l'oxydation de 

substances organiques provoquée par l'oxygène singulet ou des radicaux hydroxyles.  

• Oxygène singulet (O2) : est la forme excitée de la molécule d'oxygène et est souvent 

comparée aux radicaux libres en raison de sa forte réactivité. ((Benaggoune et al., 

2018) ; (Pincemail et al., 2007)).  
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2.3  Les antioxydants   

L'oxydation fait partie d'une réaction redox dans laquelle des électrons sont transférés d'une 

substance à un agent oxydant. Cette réaction peut générer des radicaux libres qui provoquent des 

réactions en chaîne destructrices. Les antioxydants peuvent arrêter ou ralentir ces réactions en chaîne 

en se réduisant grâce aux radicaux libres et en annulant leurs effets (Tahri et al., 2013).  

2.3.1  Définition  

Les antioxydants sont des composés qui inhibent l’oxydation d’autres molécules et protègent 

l’organisme des effets des radicaux libres.  

De nombreux antioxydants sont présents naturellement, tandis que d’autres sont obtenus sous 

forme synthétique et réduisent le stress oxydatif des organismes vivants. (Rahaman et al., 2023)  

2.3.2 Classification des antioxydants  

Les antioxydants sont classés en antioxydants naturels ou synthétiques selon leur origine, et 

en antioxydants primaires ou secondaires selon leur mode d'action (Thomas., 2016)  

• Antioxydants synthétiques   

Dans l'industrie alimentaire, les antioxydants synthétiques tels que le butylhydroxyanisole 

(BHA), le butylhydroxytoluène (BHT), le gallate de propyle (PG) et le tétrabutylhydroquinone 

(TBHQ) ont été utilisés grâce à leur efficacité.   

• Antioxydants naturels.  

 Substances peuvent agir comme antioxydants in vivo.  Très controversée car ils nécessitent 

des recherches sur des matériaux alternatifs (Lisu et al., 2003).  

• Antioxydants primaires   

Ceux-ci Ils agissent sur les produits d'oxydation des lipides (L•, LOO•, LO•) en les 

convertissant en produits plus stables (LH, LOOH, LOH) grâce à leurs propriétés actives de donneur 

de protons. Ils contiennent des composés qui interfèrent avec l'oxydation des lipides (Kim et Lee., 

2004).  

• Antioxydants secondaires   

Selon Gordon (1990), les antioxydants secondaires sont des composés qui retardent 

l'oxydation des lipides par divers mécanismes d'action.  
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• Absorption de la lumière ultraviolette,  

• Inactivation de l’oxygène singulier,  

• Chélation des métaux,  

• Décomposition des hydroperoxydes.  

2.4  Méthodes d’évaluation de l’activité antioxydante  

Le contrôle de l'oxydation est important pour gérer la complexité évolutive des systèmes 

biologiques, en particulier dans le cas des aliments, dont la dégradation peut avoir un impact sur la 

sécurité alimentaire (Marc et al., 2004). Les méthodes d'évaluation de l'activité antioxydante 

peuvent être qualitatives ou quantitatives.  

Les méthodes qualitatives permettant d'identifier l'activité antioxydante des composés 

relativement nombreux et impliquent généralement la coloration ou la décoloration de certains 

réactifs en présence d'un antioxydant.  

Une méthode de détection des antioxydants est la chromatographie sur couche mince (CCM), 

qui provoque une réaction colorée en présence de tels composés (Li et al., 1999).  

Concernant l’évaluation quantitative de l’activité antioxydante, de nombreuses méthodes 

peuvent être appliquées pour estimer directement l’activité antioxydante. Parmi ces méthodes on 

peut citer :   

- La méthode ORAC (capacité d'absorption des radicaux oxygénés) (Cao et al., 1993),  

- La méthode du radical cationique ABTS (piégeage du radical 2,2-azino-bis-

3éthylbenzothiazoline-6-acide sulphonique) (Maamri., 2008),  

éthode du radical DPPH (piégeage du radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) (Uchiyama et al., 

1968),  

- La méthode de DMPD (piégeage du radical N, N-diméthyl-p-phénylènediamine 

dihydrochloride) (Li et al., 1994).   
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3  Chapitre II : Méthode d’extraction assistée par ultrasons    

L'extraction assistée par ultrasons est la technique privilégiée pour isoler les composés 

bioactifs des plantes. (Saklar Ayyildiz et al., 2018) En utilisant la sonication, il est possible 

d'obtenir une extraction complète, ce qui entraîne des rendements d'extraction plus élevés dans un 

temps d'extraction très court (Petigny et al., 2013). L'extraction par ultrasons, en tant que méthode 

d'extraction si performante, permet de réaliser des économies de temps et d'argent tout en produisant 

des extraits de qualité supérieure, qui sont employés dans les aliments, les compléments alimentaires 

et les produits pharmaceutiques (Sitthiya et al., 2017).  

L’extraction par ultrasons est employée afin de libérer des composés bioactifs tels que des 

vitamines, des polyphénols, des polysaccharides et d'autres substances phytochimiques naturelles 

(Dogan et al., 2019).  

3.1   Définition   

Les ultrasons représentent des ondes mécaniques vibrationnelles de 20 à 100 kHz qui sont 

employées pour extraire des composés bioactifs possédant une diffusion dans les matériaux 

solides, liquides et gazeux. Dans un environnement liquide, la transmission des ondes provoquera 

des cycles de compression (pression élevée) et de raréfaction (pression faible) (Figure 2) 

(Ghitescu et al., 2015).  

3.2  Principe   

La technique d'extraction par ultrasons consiste à combiner des ondes ultrasoniques de grande 

puissance et de basse fréquence avec une boue contenant de la matière végétale dans un solvant. La 

suspension est soumise à des ondes ultrasoniques de grande puissance grâce à un processeur 

ultrasonique à sonde. Le phénomène de cavitation acoustique est causé par le déplacement des ondes 

ultrasonores très énergétiques dans le liquide, créant ainsi des cycles alternatifs de haute et basse 

pression. Des températures, des pressions, des taux de chauffage/refroidissement élevés, des 

différentiels de pression et des forces de cisaillement élevées sont générées localement par la 

cavitation acoustique ou ultrasonique. En cas d'implosion des bulles de cavitation à la surface de 

solides (par exemple, des particules, des cellules végétales, des tissus, etc.), le décollement de la 

surface, l'érosion, l'éclatement des particules, la sonoporation et la dislocation des cellules sont des 

effets des micro-jets et des collisions intermoléculaires. De plus, lorsque les bulles de cavitation se 

dissocient dans les milieux liquides, cela entraîne la formation de macro-turbulences et de micro-



Chapitre II                                              chapitre II : Méthode d’extraction assistée par ultrasons    

  

13  

  

mélanges. Les processus de transfert de masse peuvent être améliorés grâce à l'irradiation 

ultrasonique (Hielscher Ultrasonics., 2013).  

  
Figure 02 : Extraction par ultrasons basée sur la cavitation acoustique et ses forces de cisaillement 

hydrodynamiques (Hielscher Ultrasonics., 2013).  

3.3 Paramètres influents l’extraction assistée par ultrasons  

3.3.1 Fréquence ultrasonore   

La fréquence de sonication joue un rôle crucial. La fréquence détermine l'amplitude de la 

dépression nécessaire pour atteindre le seuil de cavitation. À mesure que la fréquence du son 

augmente, la durée de la dépression diminue. Il est possible qu'elle soit trop courte pour créer une 

cavité. Selon des recherches menées par Boucher en 1970, il a été démontré que l'intensité du seuil 

de cavitation augmente en fonction de la fréquence. Cela implique que la cavitation à basse 

fréquence est plus simple à produire. Dans cette situation, le rayon critique est élevé de  

160 μm à 20 kHz et le temps de vie des bulles est assez long qui est de 10 μs. Les fréquences les 

plus élevées compliquent la cavitation. Les fréquences les plus utilisées sont entre 20 et 40 kHz 

(Leighton, 1994).  

3.3.2 Puissance acoustique  

La puissance de l'ultrason joue également un rôle dans le rendement de l'extraction dans le 

procédé d’extraction assistée par ultrasons (EAU). Le rendement de l'extraction est amélioré lorsque 

la puissance de l’ultrasonication de l'EAU est augmentée. On utilise fréquemment la sonication pour 

extraire différents composés du matériel végétal et créer des bulles microscopiques.   

L'intensité des ondes ultrasoniques qui traversent le solvant est positivement liée au type et au 

nombre de bulles formées. Ainsi, plus l'intensité des ondes ultrasoniques traversant le solvant 
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d'extraction est élevée, plus il y a de bulles et plus l'effondrement est élevé. Une onde de choc 

violente et un jet à grande vitesse peuvent être produits pour perturber le processus et la formation 

de bulles de cavitation et l'explosion violente de ces bulles à la surface des cellules peuvent 

provoquer une perturbation des parois cellulaires, ce qui entraîne une augmentation du rendement. 

Ainsi, le solvant d'extraction pénètre plus efficacement dans les cellules, ce qui entraîne une 

libération accrue des composants cibles des cellules dans le milieu de masse (Tian et al., 2013 ; 

Yang et al., 2017).  

3.3.3 Nature du solvant  

Selon Giacometti et al. (2018) le choix du solvant est essentiel dans l'EAU, car il a un impact 

important sur l'efficacité de la cavitation et le transfert de l'énergie acoustique vers les réactifs. La 

cavitation commence dans un liquide lorsque la pression négative est exercée pendant le cycle de 

raréfaction afin de contrer les forces de cohésion entre les molécules qui le composent. Ces 

interactions moléculaires augmentent lorsque la viscosité augmente, ce qui entraîne une 

augmentation significative du seuil de cavitation.   

En raison de la viscosité élevée, les échantillons présenteront une amplitude élevée dans ces 

conditions, car la résistance de l'échantillon au mouvement de l'appareil à ultrasons augmente 

également en fonction du niveau de viscosité de l'échantillon. Il est recommandé d'utiliser une 

pression de vapeur faible dans l’EAU car cela entraînera un effondrement plus agressif de la bulle 

de cavitation. Toutefois, le niveau de vapeur varie en fonction de la température du liquide (Chemat 

et al., 2017). De plus, la performance de l'extraction diminue à mesure que la polarité du solvant 

augmentera, ce qui signifie que la polarité la plus faible donnera des résultats positifs en termes de 

performance (Mohd. F et Mat. D., 2016).  

L'éthanol est couramment employé dans l'industrie pétrolière en raison de sa sécurité 

environnementale et humaine, et il est également largement utilisé dans l'industrie alimentaire 

(Zhou et al., 2017).  

De nombreuses extractions ont été effectuées à l'aide de n-hexane (Abdullah et Koc,  

2012 ; Jakobe et al, 2015 ; Mohd. F et Mat. D., 2016 ; Altemimi et al., 2016 ; Yousuf et al.,  

2018), de méthanol (Kim et al., 2019) et le solvant le plus utilisé était l'éthanol (Abdullah et  

Koc ., 2012 ; Charpe et Rathod ., 2014 ; Prommajak et al., 2014 ; Jing et al., 2015 ;  

Tuncay., 2015 ; Hadiyanto., 2016 ; Yang et al., 2017 ; Zhou et al., 2017) ; Cássia et al., 2018 ; 

Kim et al, 2019).  
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3.3.4 Influence de la température  

La température joue un rôle essentiel dans le processus de l’EAU. Ce paramètre a été utilisé 

comme facteur de production d'un meilleur rendement d'extraction dans de nombreuses études. La 

majorité des études suggèrent que la température idéale est comprise entre 30°C et 50°C afin 

d'obtenir un meilleur rendement (Tian et al., 2013 ; Mohd. F et Mat. D., 2016 ; Yang et al., 2017 

; Buddin et al., 2018 ;). Les matériaux utilisés pour l'extraction influencent la température. Lorsque 

la température d'extraction est plus élevée, le rendement de l'extraction augmente. Selon Zhou et 

al., (2017). Une augmentation de la température d’ultrasonication pourrait entraîner une 

augmentation du coefficient de diffusion des composés désirés et améliorer la solubilité des 

composés dans le solvant.   

De plus, une augmentation des températures entraînerait une augmentation de la vitesse 

d'effondrement des bulles dans le solvant, ce qui faciliterait la pénétration du solvant dans le tissu 

cellulaire et accélérerait la libération du contenu cellulaire dans la solution d'extraction (Li et al., 

2016). D'un autre côté, une hausse de température supplémentaire entraîne une diminution du 

rendement en raison de l'effet d'amortissement, c'est-à-dire que la pression de vapeur à des 

températures élevées favorise la formation de bulles remplies de vapeur et que, par conséquent, 

l'implosion de ces bulles diminue.   

Selon Buddin et al. (2018), l'effet de cavitation serait moins efficace à une température 

d'extraction élevée, ce qui a entraîné une diminution significative du rendement.   

Avec l'augmentation de la température, la viscosité et la densité du solvant diminuent, ce qui 

accélère le processus d’extraction, or les extraits peuvent parfois être dégradés par une 

température trop élevée, ce qui réduit le rendement de l'antioxydant (Zhou et al., 2017).  

3.3.5 Temps d’extraction  

Pendant le processus d'extraction, le solvant est introduit en contact avec les échantillons. Le 

temps d'interaction entre les deux phases joue donc un rôle dans l'efficacité de l'extraction.  

L'étape de lavage et l’étape d’extraction lente sont distinctes. Dans les 10 à 20 premières minutes 

de l'extraction, la phase de lavage est utilisée pour nettoyer la surface de la matrice contenant les 

composants solubles dissous. Environ 90 % de l'extraction peut être effectuée à ce stade, ce qui 

correspond à un taux d'extraction rapide. La phase suivante est connue sous le nom d'extraction 

lente, où la diffusion se produit dans une période de 60 à 100 minutes lorsque le soluté de la matrice 

se déplace dans le solvant (Medina-torres et al., 2017).  
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D'après les recherches antérieures, de nombreux chercheurs ont conclu que le temps 

d'extraction pendant le processus de l’EAU est d'environ 30 minutes (Ghafoor et al., 2009 ; Ofori‐

Boateng et Lee, 2013 ; Samaram et al., 2013 ; Tian et al., 2013 ; Teng et al., 2016 ;   Liu et al., 

2017 ; Yang et al., 2017).    

D’autres études ont permis d'atteindre une durée d'extraction optimale supérieure à 30 minutes 

(Zhang et al., 2009 ; Tang et al., 2010 ; Li et al., 2016 ; Zhou et al., 2017).  

3.4 Avantages et inconvénients de l’extraction assistée par ultrasons  

L'utilisation de l'EAU est bénéfique pour extraire divers composés d'intérêt à partir de matrices 

végétales et permet d'obtenir des rendements d'extraction considérablement plus élevés avec un 

temps d’extraction court. L'utilisation de cette méthode est considérée comme une forme de "chimie 

verte" car elle permet de diminuer la consommation de ressources, comme les solvants et l'énergie. 

En revanche, en ce qui concerne les désavantages, cette méthode ne permet pas de renouveler le 

solvant pendant l'extraction d'une part, et l'impact néfaste de l'énergie ultrasonique sur les 

composants actifs des plantes médicinales, entraînant la formation de radicaux libres et des 

modifications indésirables dans les molécules médicamenteuses (Carreira-Casais et al., 2021).  
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Matériel et méthodes 

  

1 Matériel végétal   

 Cette étude a été réalisée sur les fruits de la plante nommée C. azarolus, appartenant à la 

famille des rosacées (Figure 03).    

 

Figure 03 : Fruits de C. azarolus   

  

1.1 Récolte   

Le fruit de C. azarolus a été récolté au mois d’octobre 2023 à Kendira (Semta), Wilaya 

de Béjaïa. Les caractéristiques écologiques du lieu de récolte sont comme suit :  une latitude de 

36°30'30.3"N, une longitude de 5°04'23.8"E et une altitude de 1100 mètres. 

1.2   Lavage et séchage   

Les fruits de C. azarolus ont été débarrassés des mauvaises herbes après la récolte, puis 

lavés avec de l'eau du robinet pour éliminer toute poussière. Les fruits ont été séchés à une 

température de 40 °C dans une étuve ventilée (BINDER, Allemagne) pendant 3 à 4 jours, jusqu'à 

stabilisation de leur poids.   

1.3 Broyage et tamisage  

 Un broyeur domestique (Moulinex, France) a été utilisé pour réduire en poudre les fruits 

secs de C. azarolus. Après le broyage, les particules sont tamisées à l'aide de tamiseurs manuels 

avec des diamètres d'ouverture de 250 μm à 500 μm, dans le but d'obtenir des poudres fines et 

homogènes. La poudre obtenue est stockée dans une boîte en verre hermétique dans un lieu sec 

et à l'abri de la lumière.   
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2 Analyses phytochimiques  

2.1 Détermination de l’humidité  

La teneur en eau du fruit de C. azarolus est établie par le processus de séchage d’après la 

méthode de N ’Guessan et al. (2019). 2 g de fruit frais ont été placés dans une étuve à une 

température de 105 °C ± 2 °C jusqu’à stabilisation du poids. Le test a été effectué à 3 reprises. 

Le taux d’humidité (H%) a été déterminé selon la formule suivante : 

 

 

H% : Taux d’humidité exprimé en pourcentage.  

P0 : Poids de la boîte de pétri vide en gramme.  

P1 : Poids de l’échantillon en gramme avant séchage.  

P2 : Poids de la boîte de pétri et de l’échantillon après séchage en gramme.   

2.2 Taux de cendres   

Ce test repose sur l'élimination des composés organiques d'un échantillon en le calcinant à 

une température spécifique pendant une période spécifique. Il représente le pourcentage de la 

masse du résidu obtenu après calcination par rapport à la masse initiale de l'échantillon 

(Ngargueudedjim et al., 2015).   

Le taux de cendres a été déterminé en utilisant la méthode décrite par Leterme et al. (2006). 

1g de poudre sèche de C. azarolus a été placée dans un creuset préalablement taré. La 

combinaison creuset et échantillon a été exposée à une température de 450 °C dans un four à 

moufle (NABERTHERM, Allemagne) pendant une durée de 6 heures. Après 6 heures 

d’incinération l'ensemble est retiré du four et placé dans un dessiccateur (Duran, États-Unis) 

pour le refroidissement, puis la pesée est réalisée. Le test a été effectué à 3 reprises.  

Le taux de cendres est donné par la formule suivante :     

TC ; où 

TC (%) : Taux de cendres exprimé en pourcentage.   

M0 : Masse du creuset vide en gramme.  
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M1 : Masse de l’échantillon avant la calcination en gramme.  

M2 : Masse finale du creuset et du résidu de l’échantillon calciné en gramme.  

2.3 Dosage des caroténoïdes  

Le dosage des caroténoïdes du fruit étudié a été réalisé selon la méthode décrite par 

SassKiss Et al. (2005). 1 g de poudre de C. azarolus été introduit dans un bécher de 50 ml 

couvert d’aluminium contenant un volume de 20 ml du mélange n-hexane/acétone/éthanol (2 

:1 :1) (v/v/v). Le mélange (solvant, poudre) est soumis à une agitation à l'abri de la lumière 

pendant 10 minutes. Après, les deux phases ont été séparées et la même procédure a été 

effectuée sur le résidu. Les surnageants obtenus ont été additionnés. Après filtration, les extraits 

obtenus ont été mis dans une ampoule à décanter. Puis le mélange a été lavé avec un volume de 

30 ml d’eau distillée. La phase hexanique de couleur jaune a été récupérée et son absorbance a 

été déterminée à 450 nm.  

Une courbe d’étalonnage a été préparée avec le β-carotène afin de déterminer la teneur en 

caroténoïdes (Annexe 01 (a)). Les résultats sont exprimés en mg équivalent β-carotène/gramme 

de matière sèche (mg E β-carotène/g MS).   

2.4 Teneurs en pectines  

Le fruit de C. azarolus s'avère être riche en pectines. De ce fait, une étude a été menée sur 

l’effet de trois différents solvants à savoir l’eau, l'acide chlorhydrique et l'acide citrique à pH de 

7, 2 et 2, respectivement sur le rendement d’extraction en pectine.   

2.4.1 Mode opératoire   

1 g de poudre de fruit de C. azarolus a été mélangé avec 20 ml du solvant en question 

dans un erlenmeyer. Le mélange est mis au bain-marie sous agitation à 80 °C pendant une 

période d’une heure et demi. Après refroidissement de l’extrait, ce dernier est filtré. 70 ml 

d'éthanol pur ont été ajoutés au filtrat afin de précipiter les pectines. Mélanger avec une tige à 

verre et laissé reposer le mélange pendant une nuit, en suite une centrifugation à 4000 rpm 

pendant 20 minutes a été appliquée. Ensuite les pectines obtenues ont été séchées dans une étuve 

à 40 °C jusqu'à stabilisation de leur poids (Li et al., 2022).    Le rendement d’extraction en 

pectine a été calculé selon la loi ci-dessous  

                                                 RP (%) =      où :   
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RP (%) : Rendement d’extraction en pectine exprimé en pourcentage.  

M0 : Masse initiale de la poudre de C. azarolus en gramme.     

M1 : Masse de tube vide.   

M2 : Masse de tube vide et de la pectine extraite après séchage.  

2.5 Dosage des sucres totaux   

 La détermination de la teneur en sucres totaux du fruit de C. azarolus a été réalisée par la 

méthode de l’anthrone décrite par Osborne et Voogt (1978). L’hydrolyse acide de l’échantillon 

a été réalisé en mélangeant 0,5 grammes de poudre de C. azarolus prétraité avec 15 ml de l’acide 

perchlorique (HClO4) à 52%, et laissé agir pendant 18h à l'ombre. Par la suite, un volume d’eau 

distillée a été ajouté au mélange, suivi d’une filtration et ajuster le volume du filtrat jusqu’à 100 

ml avec de l’eau distillée. La solution a été diluée à un dixième (1/10). 1 ml d’anthrone à 0,1 % 

préparé avec de l’acide sulfurique (H2SO4) pur a été ajouté à 500 µl du filtrat dilué obtenu au 

préalable. Le mélange a été porté à ébullition dans un bain marie pendant  

12 minutes. Un complexe de couleur verte apparait suite à l’interaction de l’anthrone avec les 

sucres totaux disponibles dans l’échantillon. L’absorbance de ce complexe a été mesurée à une 

longueur d’onde de 630 nm à l’aide d’un spectrophotomètre UV-Vis. Le dosage a été tripliqué.   

Une courbe d’étalonnage a été préparée à l’aide du glucose comme standard avec une 

série de dilutions de 10 à 200 µg/ml (Annexe 01 (b)). La teneur en sucre du fruit a été 

déterminée en g de glucose/100 g de fruit.   

2.6 Extraction des composés phénoliques   

 L’extraction des composés phénoliques à partir de fruit de C. azarolus a été réalisée avec trois 

méthodes différentes, qui sont l’extraction assistée par ultrasons (UAE), l’extraction par la 

macération et par le Soxhlet. La méthode d’extraction assistée par ultrasons (UAE) a été utilisée 

afin d’optimiser les conditions d’extraction des composés phénoliques du fruit de C. azarolus 

suivant un plan d’expérience. Les résultats obtenus seront comparés à ceux des deux autres 

techniques conventionnelles.  

2.6.1 Extraction des composés phénoliques par ultrasons   

2.6.1.1 Principe   

Les ultrasons entraînent des cycles d'expansion et de compression des cellules dans un milieu 

liquide, créant ainsi des bulles microscopiques près des parois cellulaires. Cela entraîne une 
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augmentation de la température et de la pression, par conséquent la destruction des parois 

cellulaires (Wang et al., 2006).  

2.6.1.2 Mode opératoire  

1 g de poudre séchée de fruit de C. azarolus a été placé dans un petit flacon contenant 20 

ml de solvant d'extraction adéquat (voir le plan d’expérience). On a procédé à une extraction 

par ultrasons du mélange obtenu à l'aide d'un sonicateur (Sonics Materials TM, USA) (Figure  

04, 05 et 06), en respectant les conditions définies (temps d’extraction, concentration en éthanol 

et l’amplitude) dans le plan d'expérience regroupé dans le Tableau III. Le mélange est ensuite 

filtré et centrifugé à une vitesse de 4000 rpm pendant 15 minutes. Le surnageant est conservé 

dans des flacons étiquetés, fermés et conservés dans un congélateur pour des analyses 

ultérieures. Les analyses effectuées sur les extraits obtenus par l’extraction assistée par ultrasons 

sont la teneur en polyphénols totaux et l’activité antioxydante (test DPPH et test ABTS). Par 

ailleurs, les résultats de l’extrait issu à partir des conditions optimales avec l’utilisation des 

ultrasons ont été comparés à ceux obtenus par les techniques conventionnelles.   Les Figures 

04, 05 et 06 représentent le dispositif d’extraction assistée par ultrasons.   

 

Figure 04                                                         Figure 05                                   Figure 06  

3 Optimisation des conditions d’extraction des composés phénoliques par ultrasons  

3.1 Modèle expérimental   

Afin de déterminer les conditions optimales d'extraction des composés phénoliques et 

l'activité antioxydante des extraits du fruit de C. azarolus récolté à Semta (Kendira, wilaya de 

Béjaïa) un plan d'expérience à 15 tests avec trois points centraux a été élaboré à l'aide d'un 

logiciel Statgraphics Centurion XVI (Statpoint Technologies, États-Unis). Trois facteurs 

indépendants ont été analysés : le temps d'extraction (2 ; 4,5 et 7 min), l'amplitude de la sonde 

à ultrasons (20, 60 et 100 %) et la concentration en solvant (% en éthanol) (0, 50 et 100 %). 
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Ainsi que, trois réponses ont été identifiées, à savoir la teneur en polyphénols totaux (TPT) (mg 

EAG/g MS), le piégeage du radical libre DPPH (μg EAG/ml) et le piégeage du radical 

cationique ABTS (mmol ET/g MS) (Tableau III).  

Le Tableau III représente les différentes conditions expérimentales utilisées pour la 

réalisation du plan d’expérience.   

Tableau III : Plan d’expérience utilisé pour l’extraction des composés bioactifs de C. azarolus.  

  

Test  Amplitude 

(%)  

Temps 

(min)  

EtOH 

(%) 

1*  60  4,5  50  

2  20  2  50  

3  100  7  50  

4  100  4,5  100  

5  60  2  0  

6*  60  4,5  50  

7  20  4,5  100  

8  60  7  100  

9*  60  4,5  50  

10  100  4,5  0  

11  100  2  50  

12  20  7  50  

13  20  4,5  0  

14  60  2  100  

15  60  7  0  

  

* : Points centraux du plan d’expériences  
  

3.1.1  Extraction des composés phénoliques par la macération  

Un gramme de poudre de C. azarolus a été introduit dans un erlenmeyer contenant 40 mL 

d’éthanol à 50%, l’erlenmeyer a été incorporé dans un bain agitateur pendant une heure à 60°C. 
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un deuxième extrait a été préparé dans les même conditions qu’auparavant à l’exception du 

temps d’extraction qui est de 2 heures.  

Les analyses phytochimiques réalisés sur les extraits obtenus par la macération sont les 

dosages de TPT, des flavonoïdes, des tannins condensés et la détermination de l’activité 

antioxydante par trois tests (DPPH, ABTS et le pouvoir réducteur).    

3.2  Extraction des composés phénoliques par le Soxhlet  

3 g de poudre du fruit de C. azarolus ont été mises dans une cartouche à papier, cette 

dernière a été couverte d’un coton cardé. 180 ml d’éthanol 50 % ont été versés dans un ballon 

à col rodé. L’extraction des composés phénoliques du fruit de C. azarolus a été réalisée avec le 

système de reflux avec l’utilisation du Soxhlet.  Une température d’ébullition de 80°C et un 

temps d’extraction de 150 minutes ont été utilisés.    

Les analyses phytochimiques réalisés sur l’extrait obtenu par le Soxhlet sont les dosages 

de TPT, des flavonoïdes, des tannins condensés et la détermination de l’activité antioxydante 

par trois tests (DPPH, ABTS et le pouvoir réducteur).  

3.3 Dosage des polyphénols totaux  

3.3.1 Principe  

Le Folin- Ciocalteu est un réactif composé d'un mélange d'acide phosphotungstique  

(H3PW12O40) et d'acide phosphomolybdique (H3PMO12O40). Lors de l'oxydation des phénols, 

il est transformé en un mélange d'oxydes bleu de tungstène et de molybdène. La coloration 

produite est liée à la quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux (Jeganathan 

et al., 2014).  

3.3.2 Mode opératoire   

 Le réactif du Folin-Ciocalteu a été employé afin d'évaluer la teneur en polyphénols, 

conformément à la méthode décrite par Nabet et al. (2019). 30 μl de chaque extrait ont été 

additionnés à 1800 μl d'eau distillée et 150 μl du réactif du Folin-Ciocalteu. Après avoir agité 

pendant une minute, 450 μl de la solution de carbonate de sodium (Na2CO3) à 20% et 570 μl 

d'eau distillée ont été ajoutés. Incuber le mélange pendant 2 heures à l'obscurité et à température 

ambiante. Les absorbances ont été mesurées à une longueur d'onde de 760 nm en utilisant un 

spectrophotomètre UV-Vis (UV-1800 SHIMADZU, Japon).   
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Une courbe d'étalonnage a été réalisée avec l'acide gallique afin de mesurer la quantité en 

polyphénols totaux (Annexe 02 (a)). Les teneurs en polyphénols totaux sont exprimés en mg 

EAG/g MS).  

3.4 Dosage des flavonoïdes   

  

3.4.1 Principe  

Lors de l'incorporation du chlorure d'aluminium, un complexe jaunâtre se forme en raison 

de la fixation des ions Al3+ sur les atomes d'oxygène, situés sur les carbones 4 et 5 des 

flavonoïdes (Riberau-Gayon, 1968).   

Cela signifie que deux électrons sont perdus par le métal (Al+3) pour s'unir à deux atomes 

d'oxygène de la molécule phénolique qui jouent le rôle d’accepteur d'électrons (Bahorun et al., 

1996).  

3.4.2 Mode opératoire  

Les teneurs en flavonoïdes présents dans les extraits des fruits de C. azarolus obtenus 

avec les différentes méthodes d’extraction ont été déterminée selon la méthode décrite par  

Djeridane et al. (2006). 500 μl de la solution de chlorure d'aluminium (AlCl3) à 2 % (2 g de 

chlorure d'aluminium dissous dans 100 ml de méthanol) ont été ajoutés à l’extrait. Après un 

temps de contact de 15 minutes à température ambiante, l'absorbance a été mesurée à une 

longueur d'onde de 430 nm.  

En utilisant la quercétine comme standard, une courbe d'étalonnage a été établie pour 

évaluer la concentration en flavonoïdes (Annexe 02(b)). La teneur en flavonoïdes a été 

exprimée en mg EQ/g MS.    

3.5 Dosage des tannins condensés  

3.5.1 Principe   

Les proanthocyanidines, également connues sous le nom de tannins condensés, sont des 

polymères de flavanols. Plusieurs groupes hydroxy phénoliques sont présents, ce qui entraîne 

la formation de complexes avec des protéines, des ions métalliques et d'autres grandes 

molécules (Schofield et al., 2001). En présence de sels ferriques les tannins hydrolysables 

donnent des précipités bleu noirs et les tannins condensés des précipités bruns verdâtres 

(Bruneton, 1999).  
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3.5.2 Mode opératoire  

La teneur en tannins condensés des extraits des fruits de C. azarolus a été déterminée 

selon la méthode proposée par Vermerris et Nicholson (2006). Une solution de sulfate ferrique 

acide Fe2(SO4)3 a été préparée avec la dissolution de 77 mg de sulfate d'ammonium ferrique 

NH4Fe (SO4)2 dans 500 mL de n-Butanol/HCl (3 :2) (v/v). 2,5 ml de la solution ferrique ont été 

mélangés avec 250 µL de l'extrait. Après incubation à 95 °C pendant 50 minutes, l'absorbance 

a été mesurée à 530 nm au spectrophotomètre UV-Vis (UV-1800 SHIMADZU, Japon).  

Les résultats sont déterminés à l’aide de la formule ci-dessous en utilisant la cyanidine 

comme standard.  

                                             TC      Où :   

TC : Teneur en tannins condensés en mg EC/g MS ;  

FD : Facteur de dilution ;   

MM : Masse molaire de la cyanidine égale à 287,24 g/mol ;   

ε : Coefficient d’extinction molaire de la cyanidine égale à 34700 L/mol/cm ; L 

: Largeur de la cuve (1cm).  

Les teneurs en tannins sont exprimées en mg équivalent de cyanidine par g de matière 

sèche (mg EC/ g MS).  

4 Détermination de l’activité antioxydante  

L’évaluation de l’activité antioxydante des extraits de fruits de C. azarolus a été réalisée 

avec l’utilisation de trois méthodes différentes à savoir le test DPPH, le test d’ABTS et le 

pouvoir réducteur.   

4.1 Test de piégeage des radicaux libres DPPH•+  

4.1.1 Principe  

Le test DPPH mesure l’activité antioxydante des composés capables de transférer des 

atomes d’hydrogène. Le composé (DPPH•+) est un cation radical coloré, de couleur pourpre et 

stable qui montre un maximum d’absorbance à 517 nm. Les composés antioxydants, qui sont 

capables de transférer un électron à DPPH•+, provoquent une décoloration de la solution (DPPH-
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H). Cette réaction est rapide et proportionnelle à la capacité antioxydante de l’échantillon 

(Sanchez-Moreno, 2002).   

4.1.2 Mode opératoire   

L’effet du piégeage du radicale libre DPPH des extraits de C. azarolus a été déterminé 

selon la méthode rapportée par Brand-Williams (1995). Un volume de 1450 μl de DPPH 

préparé avec du méthanol à une concentration de 6.10-5 mM est additionné à 50 μl de l’extrait à 

tester (dilué à 1/10). Le mélange est incubé à l’abri de la lumière pendant 30 min à température 

ambiante. La lecture est réalisée à l’aide d’un spectrophotomètre UV-Vis (UV-1800 

SHIMADZU, Japon) à 517 nm.   

Le pourcentage d’inhibition (I%) des radicaux libres DPPH a été calculé selon la formule  

suivante :                                   I %=   

Avec :  

Abs blanc : Absorbance du contrôle à T= 0 min  

Abs éch : Absorbance de l’échantillon à T= 30 min.  

Une courbe d’étalonnage a été préparée avec l’utilisation d’acide gallique (Annexe 

03(a)). Les résultats obtenus ont été exprimés en µg équivalent acide gallique / ml (µg EAG 

/ml).  

4.2 Test de piégeage des radicaux cationiques ABTS•+  

La méthode de piégeage du radical cationique ABTS•+ est parmi les méthodes les plus 

couramment employées pour évaluer l'activité antioxydante.   

4.2.1 Principe  

Cette méthode repose sur la neutralisation d'un radical cationique (Jiri et al.,2010). Ce 

dernier est formé en oxydant le persulfate de potassium (K2S2O8), ce qui donne une solution 

colorée en vert-bleu. En ajoutant un antioxydant à la solution radicalaire d'ABTS+, ce radical 

est réduit et l'absorbance de la solution radicalaire diminue (Prouillac, 2006).   

4.2.2 Mode opératoire    

La méthode décrite par Re et al. (1999) a été utilisée pour évaluer l'activité antioxydante 

des extraits de C. azarolus. Une solution d'ABTS de 7 mM en utilisant de l'eau distillée a été 

préparée. Le mélange de la solution d'ABTS avec la solution de persulfate de potassium 
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(K2S2O8) a permis d'obtenir les radicaux cationiques ABTS•+. Le mélange a été incubé à l'ombre 

et à une température ambiante pendant 12 à 16 heures. La solution radicalaire d'ABTS•+ a été 

diluée avec une solution tampon de phosphate de sodium à 5 mM et à pH de 7,4 afin d'obtenir 

une absorbance comprise entre 0,68 et 0,72 à 734 nm. 2 ml de la solution radicalaire d'ABTS•+ 

ont été ajoutés à 20 μL de l'échantillon. Après une incubation de 45 minutes à température 

ambiante, une analyse des absorbances à 734 nm a été effectuée.  

Une courbe d’étalonnage a été préparée avec l’utilisation du Trolox. Des concentrations de 

0,25 jusqu’à 2 mmol ont été utilisées pour la préparation de cette courbe (Annexe 03 (b)). Les 

résultats ont été exprimés en mmol équivalent Trolox /g de matière sèche (mmol ET/g MS).  

4.3 Test du pouvoir réducteur   

4.3.1 Principe   

Le test du pouvoir réducteur est basée sur la réduction de fer ferrique (Fe3+) en fer ferreux  

(Fe2+) par les antioxydants présents dans l’échantillon   

4.3.2 Mode opératoire   

Le pouvoir réducteur des extraits du fruit de C. azarolus a été déterminé selon la méthode 

décrite par Oyaizu, 1986. 500 µL d’extrait ont été mélangées à 1250 µL de tampon de phosphate 

de sodium (0,2 M, pH 6) et de 1250 µL de [K3Fe (CN)6] à 1 %. Le mélange a été incubé à 50 

°C pendant 20 minutes. 1250 µL d’acide trichloroacétique (TCA) à 10 % ont été ajoutés puis le 

tout a été centrifugé à 1500 rpm pendant 10 minutes. 1250 µL du surnageant ont été mélangés 

avec 1250 µL d’eau distillée et 0,25 ml de chlorure ferrique (FeCl3) à 0,1 %, l'absorbance a été 

mesurée à 700 nm à l’aide d’un spectrophotomètre UV-Vis (UV-1800 SHIMADZU, Japon) 

L’analyse a été tripliquée pour tous les échantillons.  

Une courbe d’étalonnage a été préparée avec l’utilisation d’acide gallique afin de 

déterminer le pouvoir réducteur des extraits. Des concentrations de 10 jusqu’à 200 µg/ml ont 

été utilisées pour la préparation de cette courbe (Annexe 02(c)). Les résultats ont été exprimés 

en mg équivalent acide gallique / g de matière sèche (mg EAG /g MS).  

5 Analyse statistique   

Toutes les analyses réalisées au niveau de cette étude ont été répétés trois fois, afin de 

déterminer la moyenne et l’écart type pour chaque test à l’aide de l’Excel (version 2016). 

L’analyse statistique est réalisée avec le logiciel Statistica version 12. Le test de l’analyse de 
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la variance à un seul facteur (Anova-Tukey) a été utilisé pour déterminer la différence 

significative la plus faible (LSD) à une valeur de p ≤ 0,05.   
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  Résultats et discussion 

  

1 Taux d’humidité  

  
La teneur en humidité du fruit de C. azarolus est représentée ci-dessous  

  

  
Figure 07 : Teneur en humidité de C. azarolus  

  

Le test d'humidité est utilisé afin d'évaluer la teneur en eau des fruits de C. azarolus.  

Néanmoins la suppression de l’humidité est nécessaire pour assurer une bonne conservation  

des échantillons et cela sans changer les caractéristiques physico-chimiques de la matrice végétale.  

  

Le taux d’humidité de fruit de C. azarolus étudié est de 70,83 ±1,89 %. Il en résulte que 29,17 

% correspond au pourcentage de matière sèche.   

  

Les taux d’humidité des fruits de C. monogyna et C. azarolus, cueillis en octobre dans 

la Daïra de N'Gaous, (Batna) sont de 35,52 ± 8,06 % et 70,22 ± 3,40%, respectivement 

(Boudraa et al., 2010).  
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2 Taux de cendres  

  La teneur en cendres de fruit de C. azarolus étudié est représentée ci-dessous.  

  

 
   

Figure 08 : Taux de cendres de fruits de C. azarolus   

Le taux de cendre du fruit de C. azarolus récolté à Semta (Béjaia) est de 3,67 ± 1,15 %.  

Boudraa et al. (2010) rapportent dans leur étude, des taux de cendres de 4,10 ± 0,1% et 5,00 

± 0,07% pour les fruits de C. monogyna et C. azarolus, respectivement.   

Le taux de cendres du fruit de C. azarolus rapporté par Boudraa et al. (2010) est 

supérieur à celui trouvé dans notre étude. Selon Boudraa et al. (2010), cette différence peut 

être attribuée à des variations dans certains critères tels que l'espèce en question, la partie de 

la plante étudiée, la période de récolte, ainsi que des facteurs environnementaux.  

3 Teneur en caroténoïdes  

La teneur en caroténoïdes du fruit de de C. azarolus est représentée ci-dessous.   

Le fruit de C. azarolus étudié présente une faible teneur en caroténoïdes qui est de 1,06 ±  

0,17 mg β-carotène /g MS.   

  

Les fruits de C. mexicana provenant du Mexique contiennent une teneur en caroténoïdes 

de 26,4 ± 0,02 mg β-carotène /g de poids frais (Banderas et Cervantes, 2015)   
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Lainez et al. (2019) ont montré dans leur étude menée sur 24 génotypes de fruits de 

crataegus prélevées au Mexique de septembre à octobre en 2016 et 2017, que les teneurs en 

caroténoïdes déterminées au niveau du mésocarpe et l’exocarpe des fruits étudiés varient de 

3,95 jusqu’à 42,35 μg β-carotène/g de matière fraiche.   
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Figure 09 : Teneur en caroténoïdes du fruit de C. azarolus    

  

La variation des teneurs en caroténoïdes pourrait être expliquée par l’impact des facteurs 

environnementaux (Banderas et Cervantes, 2015 ; Lainez et al., 2019).  

4 Teneur en pectines   

Les teneurs en pectines de fruit de C. azarolus obtenues à partir d’extrait aqueux, d’acide 

chlorhydrique et d’acide citrique sont regroupés dans la figure ci-dessous   

  

L’étude statistique réalisée sur les teneurs en pectines obtenues avec les trois différents 

solvants montre que les rendements d’extraction en pectines de l’extrait aqueux et l’extrait 

chlorydrique ne montrent pas de différence significative (Figure 10).  
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 Figure 10 : Teneurs en pectines du fruit de C. azarolus   
Les résultats qui portent des lettres a>b montrent des différences significatives à p ≤ 0,05  

   

Le meilleur rendement d’extraction en pectine est obtenu avec l’acide citrique à pH=2, 

avec un rendement d’extraction de 12 %. Ce dernier, est presque deux fois supérieur à ceux 

de l’extrait aqueux et l’extrait chlorydrique.    

  

Les rendements d’extraction en pectine obtenus dans le cas des fruits de C. azarolus, C.  

monogyna, Elaeagnus angustifolia, Zizyphus lotus et Celtis australis sont de 2,61 ; 1,6 ; 1,43 ; 

2,07 et 0,44 %, respectivement d’après Saadoudi et al., 2012.   

  

Les rendements d’extraction en pectine de fruit de C. azaolus obtenus dans notre étude avec 

les différents solvants utilisés, s’avèrent supérieurs à ceux trouvés par Saadoudi et al.  

(2012).    

5 Teneur en sucres totaux   

Les teneurs en sucres totaux de fruit de C. azarolus obtenues dans la figure ci-dessous   

Le fruit de C. azarolus contient une teneur en sucres totaux équivalente à 47,49 ± 0,6 g de 

glucose/100 g MS.  
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Figure 11 : Teneur en sucres totaux du fruit de C. azarolus  

  

Le fruit de C. azarolus récolté en Tunisie contient une teneur en sucres totaux de 15,27 

mg glucose /g MS (yahiaoui et al., 2019). Une autre étude menée sur différentes espèces 

d'aubépines récoltées en Chine, montre des teneurs en sucres totaux qui ont été quantifiés à 

l’aide de GC/MS, allant de 18,55 jusqu’à 44,5 g xylose /100 g MS (Liu et al., 2010).  

 Les teneurs en sucres totaux de fruits de C. azarolus et de C. monogyna sont de 9,86 et de 

11,45 g de glucose / 100 g MS, respectivement d’après Saadoudi et al., 2012. Ces teneurs 

restent inférieurs à celle trouvée dans notre cas.   

6 Résultats d’optimisation des conditions d’extraction de composés phénoliques de 

C.azarolus obtenus par ultrasons   

 Le Tableau IV représente un plan d’expérience à trois variables et les résultats de trois réponses 

analysées des extraits de C. azarolus obtenus par ultrasons.  
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Tableau IV : Plan d’expérience et résultats des réponses étudiées des extraits de C. azarolus obtenus 

par ultrasons  

  

Test  
Temps 

(Min)  EtOH (%)  
Amplitude 

(%)  
TPC (mg EAG/g 

MS)  
DPPH (µg 

EAG/mL)  
ABTS  

(mmol/g)  

1*  4,5  50  60  
16,03 ± 1,17  

  

79,97±0,42  

  

22,77±0,39  

  

2  2  50  20  
15,50 ± 1,10  

  

79,81±0,57  

  

19,36±1,64  

  

3  7  50  100  
17,43 ± 0,34  

  

81,86±0,79  

  

20,97±0,37  

  

4  4,5  100  100  
6,91 ± 0,47  

  

57,55±1,41  

  

18,10±1,21  

  

5  2  0  60  
4,30 ± 0,28  

  

36,03±0,72  

  

18,42±0,59  

  

6*  4,5  50  60  
17,24 ± 1,06  

  

80,91±0,55  

  

22,48±1,78  

  

7  4,5  100  20  
3,44 ± 0,15  

  

39,86±0,87  

  

17,51±1,27  

  

8  7  100  60  
4,83±0,12  

  

56,98±1,60  

  

19,09±1,01  

  

9*  4,5  50  60  
16,91 ± 1,32  

  

81,75±0,09  

  

21,70±0,34  

  

10  4,5  0  100  
6,64 ± 0,18  

  

24,17±0,40  

  

16,57±0,70  

  

11  2  50  100  
17,37 ± 1,13  

  

80,55±0,64  

  

21,09±0,36  

  

12  7  50  20  
15,03 ± 1,09  

  

80,28±0,72  

  

20,10±0,17  

  

13  4,5  0  20  
3,82 ± 0,23  

  

31,94±2,69  

  

15,76±1,06  

  

14  2  100  60  
3,61 ± 0,24  

  

37,71±1,79  

  

16,57±0,49  

  

15  7  0  60  
5,17 ± 0,11  

  

42,12±3,58  

  

15,83±0,30  

  

  

* : Représente les points centraux   

6.1 Optimisation de la teneur en polyphénols totaux des extraits de C. azarolus  

La plus forte teneur en polyphénols totaux (TPT) des extraits de C. azarolus a été 

obtenue avec les paramètres d’extraction suivants : 7 minutes, 50% d'éthanol et une amplitude 

de 100%, avec une teneur de 17,43 mg EAG/g MS. Cependant, la TPT la moins élevée est 

obtenue avec un temps d’extraction de 4,5 minutes, 100% d’éthanol et 20% d’amplitude, qui 

est de 3,44 mg EAG/g MS (Table IV).  
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La Figure 12 représente le digramme de Pareto pour les polyphénols totaux. L'analyse 

statistique montre que l’amplitude à un effet positif significatif sur la TPT ainsi que l'effet 

quadratique du solvant (éthanol) possède un effet négatif significatif sur la TPT. Tandis que 

le temps d’extraction et la concentration en éthanol n’ont aucun effet significatif sur la TPT 

des extraits de C. azarolus (Figure 12).  

La plus forte teneur en polyphénols totaux de l’extrait de C. azarolus proposée par le 

model (R2= 99.58 %) est de 18,26 mg EAG/g MS, avec les conditions optimales d’extractions 

de 5,26 min, 50 % EtOH et 100%, d’amplitude.   

Le modèle mathématique proposé par le logiciel afin d’optimiser ta TPT est comme suit :   

TPC (mg EAG/g) MS = 2,13972 + 0,7753*T+ 0,456708*E (%) + 0,0105688*A – 0,0895333*T^2 +  

0,0007*T*E + 0,001325*T*A – 0,00467583*E^2 + 0,00008125*E*A + 0,000103385*A^2  

T: Temps (min); A: amplitude (%); E: EtOH (%)  

  

 
Figure 12 : Diagramme de Pareto des polyphénols de C. 

azarolus   

La TPT de fruits de C. azarolus ssp aronia et C. azarolus ssp pontica collectés dans 

différentes provinces de l’Iran est de 27,09 ± 0,63 et 23,89 ± 0,08 mg EAG/g MS, 

respectivement (Alirezalu et al., 2020). Par ailleurs, la TPT de fruit de C. azarolus de la 

région de Mila (Algérie) est de 30,73 ± 2 ,33 mg EAG /g MS (Boudjada et al., 2018). Ces 

TPT sont supérieurs à celles trouvées dans notre étude (Tableau IV).  

La TPT des extraits acétoniques à 70 % de C. azarolus et de C. monogyna de la région de Tunisie 

est de 3,05 ± 0,03 et 2,28 ± 0,29 mg EAG/g de matière fraiche, respectivement (Belkhir et al., 2013).  

C   :   Amplitude 
  ( 

% )   
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Plusieurs facteurs, tels que la partie de l'espèce étudiée, la méthode d'extraction, le temps et la 

température d'extraction, le solvant utilisé, l'âge de la plante, la période de récolte ou les facteurs 

environnementaux, peuvent expliquer ces variations des teneurs en polyphénols (Keser et al., 2014 ; 

Abuashwashi et al. 2016 ; Pliszka et al. 2016).  

6.2 Optimisation de l’effet de piégeage du radical libre DPPH  

Selon le Tableau IV, les résultats de l'effet de piégeage du radical libre DPPH montrent que les 

variables étudiées (temps, amplitude et % EtOH) ont un impact sur l'effet de piégeage du radical libre 

DPPH des extraits de C. azarolus.  

L’effet de piégeage du radical libre DPPH le plus efficace est obtenu aux alentours de 81,86 

μg/ml avec plusieurs conditions expérimentales. En revanche, un effet de piégeage plus faible du 

radical libre DPPH a été obtenu à 4,5 min, une amplitude de 100% et 0% e d'EtOH, avec une teneur de 

24,17 μg d'EAG/ml (Tableau IV).  

  

La Figure 13 représente le digramme de Pareto pour le test DPPH. L’étude statistique montre 

que les deux variables indépendantes le temps d’extraction et l’amplitude n’ont pas d’effet significatif 

sur le piégeage du radical libre DPPH. Par contre, la concentration en éthanol montre un effet 

significatif positif, ainsi que l’effet quadratique de l’éthanol montre un fort effet significatif négatif sur 

le piégeage du radical libre DPPH (Figure 13).  

Le modèle (R2=97,75 %) propose le plus fort effet de piégeage du radical libre DPPH qui est de  

87,978 μg EAG / ml dont les conditions optimales d’extraction sont : 7 min, 58% EtOH et une 

amplitude de 82,5%.   

 

Figure 13 : Diagramme de Pareto pour le test DPPH de l’extrait de C.azarolus  
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 Le modèle mathématique proposé par le logiciel afin d’optimiser l’effet de piégeage du radical 

libre DPPH est comme suit :  

DPPH(µg/mL) = 43.0349 - 3.3834*T + 1.43326*E+ 0.0602375*A + 0.366267*T^2 + 0.02636*T*E 

+  

0.0021*T*A- 0.0159823*E^2 + 0.0031825*E*A - 0.00158802*A^2 
T : temps (min); A: amplitude (%); E: EtOH (%)  

  

L’effet de piégeage du radical libre des extraits acétoniques à 70% de pulpes de C. azarolus et 

C. monogyna est de 15,58 ± 0,90 et 10,81 ± 1,60 μmol équivalent trolox /g de matière fraîche, 

respectivement (Belkhir et al., 2013). L’effet de piégeage du radical libre de fruit de C. azarolus de la 

région de Béjaïa est plus important par rapport à celui rapporté par Belkhir et al. (2013).  

Le pourcentage d’inhibition des radicaux libres DPPH des extraits citrique et méthanolique à 

80% de fruit de C. monogyna est de 88% et 84%, respectivement (Pliszka et al., 2016). Une autre 

étude rapporte L’effet de piégeage du radical DPPH (IC50) de l’extrait de C. pentagyna ssp. Elburensis 

obtenu par ultrasons est de 36,7 ±1,5 mg/ml (Rabiei et al., 2012).  

6.3 Optimisation de l’effet de piégeage du radical cationique ABTS  

Le plus fort effet de piégeage des radicaux cationiques ABTS a été obtenu avec un temps 

d'extraction de 4,5 minutes, une amplitude de 60% et une concentration de 50% d'éthanol, avec une 

teneur de 22,77 mmol ET/g MS. En revanche, l'extrait de C. azarolus a montré le plus faible effet de 

piégeage des radicaux cationiques ABTS à 4,5 min, 20% d’amplitude et 0% en éthanol, avec un taux 

de 15,76 mmol ET/g MS (Tableau IV).  

La Figure 14 représente le digramme de Pareto pour le test ABTS. L’étude statistique montre 

que les deux variables indépendantes le pourcentage en éthanol et l’amplitude ont des effets 

significatifs positifs sur le piégeage du radical ABTS. Par ailleurs, l’effet quadratique d’éthanol montre 

un fort effet significatif négatif comparé à celui de l’amplitude et de temps (Figure 14).  

L’effet de piégeage du radicale libre ABTS le plus fort selon le modèle (R²= 98,36) est de 22,39 

mmol ET/g MS obtenu avec un temps d'extraction de 4,79 minutes, une amplitude de 68 % et une 

concentration en éthanol de 54%.  

Le modèle mathématique, proposé par le logiciel afin d’optimiser l’effet de piégeage du radical 

ABTS est comme suit :  

TEAC (mmoL/g) MS = 13.3037 + 0.6853*T+ 0.132068*E + 0.114644*A - 0.115533*T^2 +  
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0.01022*T*E- 0.00215*T*A - 0.00164683*E^2 - 0.0000275*E*A - 0.000759115*A^2 

T : temps (min); A: amplitude (%); E: EtOH  

  

  

Les extraits chloroformique et butanolique de la partie aérienne de C. azarolus, montrent un effet 

de piégeage des radicaux cationniques ABTS avec une IC50 de 13,89±0,03 et 4,99±0,06 µg/ml, 

respectivement (Boudjada et al., 2018). Par ailleurs, Les extraits méthanolique et aqueux des fruits de 

C. azarolus, montrent un effet de piégeage des radicaux cationniques ABTS avec une IC50 de 114,2±1 

et 250±1,8 µg/ml, respectivement (Al-Mustafa et Al-Thuniba, 2008).   

Les extraits méthanoliques des fruits de C. azarolus, montrent un effet de piégeage des radicaux 

cationniques ABTS qui est de 3888.02±11.17 jusqu’à 6741.12±11.42 μmol Trolox/100 g MS 

(BahriSahloul et al., 2014)  

Il existe une interaction entre le temps d’extraction et le pourcentage en éthanol lors de l’étude 

de la réponse de l’effet de piégeage du radical cationique ABTS. Dans le cas où la concentration en 

éthanol est de 0% avec un temps d’extraction fixé à 2 min on obtient le plus fort effet de piégeage du 

radical cationique ABTS qui est de 18 mmol ET/g MS. Lorsque le temps d’extraction augmente de 2 

jusqu’à 7 min l’effet de piégeage du radical cationique ABTS diminue jusqu’à une valeur de 16 mmol 

ET/g MS. Par contre, dans le cas où la concentration en éthanol est de 100% avec un temps d’extraction 

fixé à 2 min, l’effet de piégeage du radical cationique ABTS obtenu est moins important (16,6 mmol 

ET /g  

MS). Ce dernier à un effet proportionnel avec l’augmentation du temps d’extraction jusqu’à l’obtention 

d’une valeur maximale de 19,6 mmol ET/g MS à 7 min (Figure 15).  

Figure 1 4   :  Diagramme de Pareto pour le test ABTS de l’extrait C. azarolus 

 

 

 

      

   C : amplitude   %   
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Figure 15 : Interaction entre le temps et la EtOH et leurs effets sur le piégeage du radical ABTS  

  

6.4 Optimisation des réponses des surfaces multiples des extraits de C. azarolus  

  

 Le Tableau V, regroupe les résultats prédits et les résultats expérimentaux des réponses étudiées 

obtenus dans les conditions optimales d'extraction de C. azarolus par la méthode d’extraction assistée par 

ultrasons, qui sont un temps d’extraction de 4,79 minutes, une amplitude de 79% et 52% en éthanol.  

  

Tableau V : Résultats prédits et résultats expérimentaux des réponses étudiées obtenus dans les 

conditions optimales d’extraction de l’extrait de C. azarolus.  

  

Le modèle propose un facteur de désirabilité de 0,97 % avec une teneur en polyphénols totaux 

de 17,39 mg EAG/g MS, un effet de piégeage du radical libre DPPH de 81,86 µg ET/ml et un effet de 

piégeage du radical libre ABTS de 22,29 mmol ET/g MS.   

Les valeurs des réponses expérimentales présentes des écarts par rapport à celles prédites par le 

modèle. Cela pourrait être expliqué par l’absence d’une étude préliminaire sur l’effet des variables 

indépendantes sur les réponses étudiées.   
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Figure 16 : Schéma tridimensionnel de la surface de réponse des effets du temps d’extraction et de 

la concentration en éthanol sur la désirabilité de l’extrait de C.azarolus obtenu par extraction assistée 

par ultrasons.  

7 Teneurs en composés phénoliques des extraits de C. azarolus obtenus par macération et 

Soxhlet   

Les résultats de la TPT et l’activité antioxydante de l’extrait de C. azarolus obtenu dans les 

conditions optimales par la méthode d’extraction assistée par ultrasons ont été comparés à ceux 

obtenus par les deux méthodes conventionnelles (macération et Soxhlet).  

7.1 Teneurs en polyphénols totaux   

Les résultats des teneurs en polyphénols totaux des extraits de C. azarolus obtenus par différentes 

méthodes d’extraction sont regroupés au niveau de la Figure 17.   

L’étude statistique montre qu’il existe une différence significative entre les teneurs en 

polyphénols totaux des différents extraits à p ≤ 0,05. Par ailleurs, l’étude statistique montre que les 

TPT des extraits issus de la macération ne présente pas de différence significative à p≤ 0,05.  

La plus forte TPT est obtenue dans le cas de l’extrait obtenu par ultrason qui est de 12,33±0,58 

mg EAG/g MS, cette dernière est presque trois fois plus importante à celle de l’extrait obtenu par le 

Soxhlet, malgré l’utilisation d’un temps d’extraction prolongé qui est de 150 min.   

Le prolongement du temps d’extraction d’une heure dans le cas de la macération n’avait aucun 

effet significatif sur la TPT du fruit de C. azarolus (Figure 17).    
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Figure 17 : Teneurs en polyphénols totaux de C. azarolus  
Les résultats qui portent des lettres a>b>c montrent des différences significatives à p ≤ 0,05  

   

La plus forte TPT du fruit de C. azarolus issues des extrait méthanoliques par macération 

pendant trois jours à été obtenue au 24éme jour de culture avec une une valeur de 35.00 mg EAG / g 

MS. (BahriSahloul et al., 2014).   

L’extrait aqueux du fruit de C. azarolus obtenu avec la décoction a abouti à une TPT de 

107,7±1,43 mg EAG /g MS (Sammari et al., 2014). Ces teneurs sont largement supérieurs à celles 

trouvées dans notre étude.   

7.2 Teneurs en flavonoïdes   

Les résultats de la teneur en flavonoïdes des extrais de C. azarolus sont regroupés au niveau de 

la Figure 18. Selon les résultats obtenus, on constate que les teneurs en flavonoïdes varient en fonction 

de la méthode d’extraction.    

L’étude statistique montre que l’extrait de C. azarolus obtenu par le Soxhlet possède la plus 

forte teneur en flavonoïdes qui est de 3,42±0,14 mg EQ/ g MS. Par contre, la plus faible teneur en 

flavonoïdes est obtenue dans le cas de la macération qui est de 1,38±0,01 mg EQ/ g MS  
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Figure 18 : Teneurs en flavonoïdes de C. azarolus  
Les résultats qui portent des lettres a>b>c montrent des différences significatives à p ≤ 0,05  

La teneur en flavonoïdes de l’extrait méthanolique des feuilles et des fleurs de C. azarolus est de 

2,32 ±0,18 mg EQ/ g MS (Lakache et al., 2014). Cette dernière, corrobore à celle trouvée dans le cas 

des ultrasons. Par contre, elle est supérieure à celle trouvée dans notre étude dans le cas de la 

macération.  

  L’extrait méthanolique pur du fruit de C. azarolus récolté au 24ème jour de culture, obtenu par 

macération à température ambiante pendant 3 jours, présente une teneur en flavonoïdes de 11,00 ± 0,12 

mg rutine/g MS (Bahri-Sahloul et al., 2014). Cette teneur est supérieure à celle de l’extrait éthanolique 

à 50% obtenu par macération à un temps d’extraction de 1h.   

7.3 Teneurs en tannins   

        Les teneurs en tannins des différents extraits de fruit de C. azarolus sont représentées dans 

la Figure 19.  

D’après les résultats de l’étude statistique on constate qu’il existe des différences significatives 

au niveau des teneurs en tannins pour les trois méthodes d’extraction utilisées.   

La méthode d’extraction assistée par ultrasons donne la meilleure teneur en tannins qui est de 

0,02 mg EC/g MS.  
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Figure 19 : Teneurs en tannins de C. azarolus  
Les résultats qui portent des lettres a>b montrent des différences significatives à p ≤ 0,05  

Les teneurs en tannins des extraits aqueux de différentes parties de C. azarolus (feuilles, tiges et 

graines) obtenus par macération pendant 24h sont de 3,03 ; 2,87 et 1,10 mg/kg MS (Balaky et al.,  

2021). Une autre étude, montre que l’extrait méthanolique à 80 % de fruit de C. azarolus possède une 

teneur en tannins condensés de 0,21 % (Mehdadi et al., 2015).   

La teneur en tannins de l’extrait aqueux du fruit de C. azarolus obtenu par décoction est de 6,09 

± 0,62 mg CE/g MS (Sammari et al,. 2024).  

8 Activités antioxydantes des extraits de C. azarolus obtenus par macération et Soxhlet  

8.1 Effet de piégeage du radical libre DPPH    

L’effet du piégeage du radical libre DPPH des différents extraits du fruit de C. azarolus est 

représenté dans la Figure 20.  

L’étude statistique montre que les effets de piégeage du radical libre DPPH des extraits obtenus 

par ultrasons et par macération à un temps d’extraction de 2h ne présentent pas de différence 

significative à p ≤ 0,05. Par contre, il existe une différence significative de l’effet de piégeage du 

radical libre DPPH des autres extraits.  
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Figure 20 : effets de piégeage du radical libre DPPH de C. azarolus  
Les résultats qui portent des lettres a>b>c>d montrent des différences significatives à p ≤ 0,05  

  

La méthode d’extraction assistée par ultrasons et la macération pendant 2h donnent le meilleur 

effet de piégeage du radical libre DPPH avec une valeur de 62,56±2,96 µg/ml. Par contre, l’extraction 

par le Soxhlet donne le plus faible effet de piégeage du radical libre DPPH avec une valeur de 

24,38±0,42 µg/ml.  

(Razola‐Díaz et al., 2024) rapportent dans leur étude que l’effet de piégeage du radical libre  

DPPH de l’extrait éthanolique du fruit de C. azarolus obtenu par ultrasons est de 5.29 ± 0.08 ET/g MS.  

Sammari et al. (2024) rapportent dans leur étude que l’effet de piégeage du radical libre DPPH 

(IC50) de l’extrait aqueux du fruit de C. azarolus obtenu par décoction est de 164.17±4.78 μg/ml.   

8.2 Effet de piégeage du radical cationique ABTS   

L’effet de piégeage du radical cationique ABTS des différents extraits du fruit de C. azarolus 

est représenté dans la Figure 21.  

L’étude statistique montre que les effets de piégeage du radical cationique ABTS des extraits 

obtenus par macération et par Soxhlet à un temps d’extraction de 1h et de 120 minutes ne présentent 

pas de différence significative à p ≤ 0,05. Par contre, l’effet de piégeage du radical cationique ABTS 

de l’extrait obtenus par ultrasons est inférieur à celui trouvé dans les deux autres techniques qui est 

de  

14.86 mmol / g MS.  
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Figure 21 : Effet de piégeage du radical cationique ABTS de C. azarolus  
Les résultats qui portent des lettres a>b montrent des différences significatives à p ≤ 0,05  

  

De ce fait, il existe une différence significative de l’effet de piégeage du radical cationique  

ABTS selon la méthode d’extraction.   

L’effet de piégeage du radical cationique ABTS des extraits obtenus par le Sohxlet et la 

macération ne présente pas de différence significative à p ≤0,05.   

Le plus fort effet de piégeage du radical cationique ABTS est obtenu dans le cas d’extraction 

par le Soxhlet et la macération pendant un temps d’extraction de 2h avec une valeur de 24,50±2,06 

mmol ET/g MS. Tandis que, le plus faible effet de piégeage du radical cationique ABTS est obtenu 

dans le cas des ultrasons avec une valeur de14,86±0,46 mmol ET/g MS.  

Le plus fort effet de piégeage du radical cationique ABTS des extrait méthanoliques obtenus 

par macération pendant 3 jours du fruit de C. azarolus est de 0.06741mmol ±11.4 Trolox /g MS au 

24éme jour de culture (Bahri-Sahloul et al., 2014).   

Le taux de piégeage des radicaux cationiques ABTS des extrait éthanoliques à 80% du fruit de 

C. azarolus est de 14,00 ± 0,02 mg ET/g MS (Razola‐Díaz et al., 2024).  

  

8.3 Pouvoir réducteur  

       La figure ci-dessous représente le pouvoir réducteur des différents extraits du fruit de C. azarolus.    
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Figure 22 : le pouvoir réducteur des différents extraits de C. azarolus  
 Les résultats qui portent des lettres a>b>c montrent des différences significatives à p ≤ 0,05  

  

L’étude statistique montre que les pouvoirs réducteurs des extraits obtenus avec les différentes 

techniques d’extraction ont une différence significative à p ≤ 0,05.   

Le plus fort pouvoir réducteur du fruit de C. azarolus a été obtenu dans le cas d’extraction 

avec le Soxhlet avec une teneur de 32,26 ± 0,16 mg EAG/g MS. Tandis que, les extarits obtenus 

par ultrasons et la macération affichent un pouvoir réducteur moins important (Figure 22). 

Le pouvoir réducteur des feuilles de C. azarolus au stade végétatif, de floraison et de 

fructification est de 506,04 ± 1,95 ; 262,26 ± 1,32 et 379,07 ± 2 µg/ml, respectivement (Amor et 

Belhattab., 2015) Une autre étude rapporte le pouvoir réducteur (absorbance à 700 nm) des extraits 

aqueux et éthanolique du fruit de C. azarolus qui est de de 0,123 et 0,19, respectivement  

(Keser et al., 2014). Par ailleurs, l’extrait aqueux des feuilles de C. meyeri montre un pouvoir 

réducteur (absorbance à 700 nm) de 0,2110 ± 0,001(Ekin et al., 2017).  
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Conclusion  

La présente étude a pour but l’optimisation de l’extraction des composés phénoliques des 

extraits des fruits de C. azarolus obtenus par la méthode d’extraction assistés par ultrasons en 

utilisant un plan d’expérience avec trois variables et l’étude de trois réponses.  

Les taux d’humidité et en cendres retrouvés dans le fruit de C. azarolus de la région de 

Kendira (Béjaïa) sont de 70,83 ±1,89 % et 3,67 ± 1,15 %, respectivement.  

Le fruit de C. azarolus possède une faible teneur en caroténoïdes qui est de 1,06 ± 0,17 

mg β-carotène/g MS.   

Le meilleur rendement d’extraction en pectine du fruit de C. azarolus est obtenu avec 

l’acide citrique à pH=2, qui est de 12 %.   

Le fruit de C. azarolus possède une teneur en sucres totaux équivalente à 47,49 ± 0,6 g 

de glucose/100 g MS.   

La plus forte teneur en polyphénols totaux des extraits de C. azarolus proposée par le plan 

d’expérience Box-Benken qui est de 17,43 mg EAG/g MS. Cette dernière est obtenue dans les 

conditions optimales d’extraction de 7 minutes, 50% d’éthanol et une amplitude de 100 %.  

Le plus fort effet de piégeage du radical libre DPPH des extraits de C. azarolus proposé 

par le plan d’expérience Box-Benken qui est de 81,86 µg EAG/ml, dont les conditions 

optimales sont de 7 min, 100 % d’amplitude et 50% d'éthanol.  

Le plus fort effet de piégeage du radical cationique ABTS des extraits de C. azarolus 

proposée par le plan d’expérience Box-Benken est de 22,77 mmol ET/g MS, dont les conditions 

optimales sont 4,5 minutes, une amplitude de 60% et une concentration de 50% en éthanol.  

La teneur en flavonoïdes de l’extrait optimisé de C. azarolus est de 2,53±0,04 mg EQ/g 

MS.   

La teneur en tannins condensés de l’extrait optimisé de C. azarolus varie de 0,53 à 1,6 

mg EC/g MS.  

Les fruits de C. azarolus possédent un pouvoir réducteur de 0,089 mg/g MS.   
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L’optimisation des réponses de surfaces multiples des extraits de C. azarolus a permis 

d’identifier les conditions optimales d’extraction qui sont un temps d’extraction de 4,79 

minutes, une amplitude de 79% et un taux de 52% d'éthanol.  

 Ces derniers permettent d’avoir une teneur en polyphénols totaux de 12.33 mg EAG/g 

MS, un effet de piégeage du radical libre DPPH de 62,56 µg EAG/ml et un effet de piégeage 

du radical libre ABTS de 14,86 mmol ET/g MS.  

La plus forte TPT est obtenue dans le cas de l’extrait obtenu par ultrasons qui est de 

12,33±0,58 mg EAG/g MS.  

L’extrait de C. azarolus obtenu par le Soxhlet possède la plus forte teneur en flavonoïdes 

qui est de 3,42±0,14 mg EQ/ g MS  

La méthode d’extraction assistée par ultrasons donne la meilleure teneur en tannins qui 

est de 0,02 mg EC/g MS.  

La méthode d’extraction assistée par ultrasons et la macération pendant 2h donnent le 

meilleur effet de piégeage du radical libre DPPH avec une valeur de 62,56±2,96 µg/ml.  

Le meilleur effet de piégeage du radical cationique ABTS est obtenu avec l’extrait obtenu 

par Soxhlet avec une valeur de 24,50±2,06 mmol / g MS.   

Le pouvoir réducteur le plus fort du fruit de C. azarolus a été obtenu dans le cas de 

l’extrait obtenu par le Soxhlet avec une teneur de 32,26 ± 0,16 mg EAG/g MS.  

  

En termes de perspectives et dans le but de compléter ce travail, il serait intéressant :  

• D’étudier d’autres variables indépendantes qui pourraient influencer l’optimisation 

de l’extraction des composés phénoliques telle que la fréquence des ultrasons,  

• Détermination de la composition chimique de l’extrait optimisé de C. azarolus par 

LC/MS pour l’extrait optimisé et ceux obtenus par macération et par Soxhlet,  

• Utilisation d'autres méthodes d'extraction (micro-onde), et d’autres solvants 

d’extraction (méthanol),  

• Étudier d'autres parties de la plante (fleurs, tiges),  

• Étudier d'autres activités biologiques (anti-inflammatoire, antibactérienne, 

anticancéreuses…),  
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• De faire une étude in vivo pour vérifier l’efficacité des antioxydants du fruit étudié,  

• Enrichir certaines denrées alimentaires avec les extraits de ce fruit et l’évaluation de 

leurs effets sur la conservation et la qualité nutritionelle des aliments. 
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Annexes  
  

Annexe 1 : Courbe d’étalonnage des caroténoïdes (a) et des sucres totaux (b)  
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Annexe 02 : Courbes d’étalonnage pour les polyphénols totaux (a), flavonoïdes (b) et le pouvoir 

réducteur (c)  
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(c)  
Courbe d'étalonnage du pouvoir réducteur 

 

Concentrations en acide gallique (µg/ml)  

 

  

Annexe 03 : Courbes d’étalonnage de piégeage des radicaux libres DPPH (a) et de piégeage des 

radicaux cationiques ABTS (b)  
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Résumé : L’objectif de cette étude est d’optimiser l’extraction des composés phénoliques et l’activité antioxydante des 

fruits de Crataegus azarolus par la méthode d’extraction assistée aux ultrasons combinée avec la méthodologie de surface 

de réponse (RSM). Trois variables qui sont l’amplitude (20, 60 et 100%), la concentration en éthanol (0, 50 et 100%) et 

le temps d’extraction (2 ; 4 ,5 et 7 min) et trois réponses qui sont la teneur en composés phénoliques totaux et l’étude de 

l’activité antioxydant par le piégeage du radical ABTS et le radical libre DPPH ont été étudiées. Par ailleurs, la teneur en 

humidité, en cendre, en caroténoïdes, en pectines, en sucres totaux, des fruits de C. azarolus ont été déterminées. En outre 

l’effet de trois solvants l’eau, l’acide chlorhydrique et l’acide citrique sur le rendement d’extraction en pectines et une 

étude comparative des teneurs en composés phénoliques et l’activité antioxydante de l’extrait obtenu par ultrasons dans 

les conditions optimales et des extraits obtenus par la macération et le Soxhlet ont été étudiés. Les teneurs en humidité, 

en cendres, en caroténoïdes et en sucres totaux, sont de 70,83 ±1,89 %, 3,67 ± 1,15 %, 1,06 ± 0,17 mg β-carotène/g MS, 

47,49 ± 0,6 g de glucose/100 g MS, respectivement. Le meilleur rendement d’extraction en pectines a été obtenu avec 

l’acide citrique qui est de 12%.  

L’optimisation des réponses de surfaces multiples d’extrait de C. azarolus a permis d’avoir une TPT de 12,33±0,58 mg 

EAG/g MS, un effet de piégeage du radical libre DPPH de 62,56±2,96 µg EAG/ml et un effet de piégeage du radical 

libre ABTS de 14,86±0,46 mmol ET/g MS, dont les conditions optimales d’extraction sont d’un temps d’extraction de 

4,79 minutes, une amplitude de 79% et 52% d'éthanol. La plus forte TPT est obtenue dans le cas de l’extrait obtenu par 

ultrasons qui est de 12,33±0,58 mg EAG/g MS. La plus forte teneur en flavonoïdes a été obtenu avec l’extrait obtenu par 

le Soxhlet qui est de 3,42±0,14 mg EQ/ g MS. La plus forte teneur en tannins a été obtenu avec l’extrait obtenu par 

ultrasons avec une valeur de 0,02 mg EC/g MS. Le meilleur effet de piégeage du radical libre DPPH est obtenu avec les 

extraits obtenus par ultrasons et macération.  Le meilleur effet de piégeage du radical cationique ABTS et le plus fort 

pouvoir réducteur sont obtenus par le Soxhlet avec des valeurs de 24,50±2,06 mmol / g MS et de 32,26 ± 0,16 mg EAG/g 

MS, respectivement.   

   

Mots clés : Crataegus azarolus, Plan d’expériences, Optimisation, Polyphénols, Activité antioxydante, Caroténoïdes, 

Pectines, Ultrasons, Macération et Soxhlet.   
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 Abstract : The aim of this study was to optimise the extraction of phenolic compounds and 

antioxidant activity from Crataegus azarolus fruit using the ultrasound-assisted extraction method 

combined with response surface methodology (RSM). Three variables, namely amplitude (20, 60 and 

100%), ethanol concentration (0, 50 and 100%) and extraction time (2, 4, 5 and 7 min), and three 

responses, namely total phenolics content and antioxidant activity by scavenging the ABTS and the 

DPPH free radicals, were studied. In addition, the moisture, ash, carotenoids, pectins and total sugar 

content of C. azarolus fruits were determined. In addition, the effect of three solvents water, 

hydrochloric and citric acids  on the pectin extraction yield and a comparative study of the phenolic 

compounds content and antioxidant activity of the extract obtained by ultrasounds under optimum 

conditions and the extracts obtained by maceration and Soxhlet were studied. The moisture, ash, 

carotenoids and total sugar contents were 70.83 ± 1.89%, 3.67 ± 1.15%, 1.06 ± 0.17 mg β-carotene/g 

DM and 47.49 ± 0.6 g glucose/100 g DM, respectively. The best extraction yield of pectins was 

obtained with citric acid, which was 12%. Optimisation of multiple surface responses of C. azarolus 

extracts resulted in a TPC with a value of 12.33±0.58 mg EAG/g DM, free radical scavenging of 

DPPH effect with a value of 62.56±2.96 µg EAG/ml and free radical scavenging of ABTS effect 

with a value of 14.86±0.46 mmol ET/g DM, with optimal extraction conditions of 4.79 min extraction 

time, 79% amplitude and 52% ethanol. The highest TPC was obtained in the case of the extract 

obtained by ultrasounds, which was 12.33±0.58 mg EAG/g DM. The highest flavonoids content was 

obtained with the extract obtained by Soxhlet, which was 3.42±0.14 mg EQ/g DM. The highest 

tannins content was obtained with the extract obtained by ultrasounds with a value of 0.02 mg EC/g 

DM. The best DPPH free radical scavenging effect was obtained with the extracts obtained by 

ultrasounds and maceration.   The best scavenging effect for the cationic radical ABTS and the 

highest reducing power were obtained by Soxhlet with values of 24.50±2.06 mmol / g DM and 32.26 

± 0.16 mg EAG/g DM, respectively.   

  

Key words : Crataegus azarolus, Experimental design, Optimisation, Polyphenols, Antioxidant 

activity, Carotenoids, Pectins, Ultrasounds, Maceration and Soxhlet.  
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