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                                             Introduction  
 

  Depuis des siècles, les plantes jouent un rôle essentiel dans la santé humaine, que ce 

soit pour prévenir ou soigner diverses maladies. Elles sont à l’origine de nombreux 

principes actifs utilisés aujourd’hui dans la médecine moderne (Gourguillon et al., 2016). 

Environ un quart des médicaments prescrits sont issus de plantes médicinales. Parmi eux, 

on retrouve la morphine, issue du Papaver somniferum, et la quinine, extraite du Cinchona 

officinalis, deux exemples majeurs de principes actifs végétaux toujours utilisés en 

thérapeutique (Djahra, 2014 ; Newman et Cragg, 2020). L’intérêt pour les traitements 

naturels ne cesse d’augmenter, notamment avec la recherche croissante de produits plus 

sains et plus respectueux de l’environnement (Mathé, 2015). 

  

 Les composés phénoliques  comme les flavonoïdes et les tanins présents dans les 

plantes médicinales ont la capacité de lutter contre le stress oxydatif, un phénomène causé 

par les radicaux libres, responsables de divers dégâts cellulaires et liés à de nombreuses 

pathologies comme le cancer, les maladies cardiovasculaires ou encore certaines affections 

neurodégénératives (Chanwitheesuk et al., 2005 ; He et Giusti, 2010). 

  

 Par ailleurs, les composés phénoliques sont aussi reconnus pour leur action 

antimicrobienne. Face au développement de résistance des microorganismes aux 

antibiotiques et aux effets indésirables des antioxydants de synthèse, les substances 

naturelles représentent une alternative de plus en plus envisagée (Joshi et Pawar, 2015).  

 

 Les substances naturelles sont aujourd’hui très recherchées dans des domaines variés 

comme la pharmacie, la cosmétique ou encore l’agroalimentaire, mais pour pouvoir les 

exploiter efficacement, il faut d’abord les extraire.  

  

 Les méthodes traditionnelles d’extraction comme la macération ou l’extraction par 

Soxhlet, bien qu’efficaces, présentent plusieurs inconvénients : elles sont longues, 

nécessitent beaucoup de solvant et sont peu écologiques (Pradal et al., 2016). C’est 
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pourquoi des techniques plus modernes, dites "vertes", comme l’extraction assistée par 

ultrasons, l’extraction assistée par microondes, l’extraction sous pression (PLE) sont de 

plus en plus utilisées, car elles permettent d’obtenir un bon rendement tout en consommant 

moins d’énergie et de solvant (Azmir et al., 2013). 

 

 L’Algérie, comme beaucoup de pays africains, possède une biodiversité végétale très 

riche. On y recense plusieurs milliers d’espèces aux propriétés médicinales, dont certaines 

restent encore peu étudiées sur le plan scientifique (Aberkane, 2006 ; Bouzid, 2009). 

Parmi ces plantes, l’aubépine monogyne (Crataegus monogyna), un arbuste appartenant à 

la famille des Rosaceae, attire particulièrement l’attention. Très répandue dans le pays, elle 

est connue en phytothérapie pour ses effets bénéfiques sur la santé ainsi que pour ses 

propriétés antioxydante et antimicrobienne (Bahorun et al., 1994 ; Bahorun, 1997). 

 

 C’est dans cette optique que rentre notre étude, qui vise en premier lieu à réaliser une 

étude préliminaire (optimisation séquentielle) de deux variables indépendantes 

(température et temps d’extraction) des extraits des feuilles de C. monogyna, en suite 

optimiser les conditions d’extraction des composés phénoliques par ultrasons couplée à un 

plan d’expérience de type Box-Behnken. Les extraits obtenus ont été évalués pour leur 

teneur en polyphénols totaux ainsi que leur pouvoir antioxydant à l’aide des tests ABTS et 

DPPH. En fin l’étude de l’activité antimicrobienne de l’optimum obtenu par le plan 

d’expérience a été évaluée sur 4 souches bactériennes et une levure.  

 

  Ce mémoire est structuré en deux grandes parties une synthèse bibliographique et 

une partie expérimentale. 

➤ La synthèse bibliographique comprend deux chapitres principaux : 

 Chapitre I : Généralités sur Crataegus monogyna et activités biologiques. 

 Chapitre II : Extraction assistée par ultrasons 

➤ La partie expérimentale, quant à elle, est divisée en deux chapitres : 

 Chapitre III : matériel et méthodes, 

 Chapitre IV : Résultats et discussion, suivi par une conclusion générale ainsi que 

des perspectives pour les futures études. 
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Chapitre I : Généralités sur Crataegus monogyna et activités biologiques 

 

1. Présentation de Crataegus monogyna  

 

         Le genre Crataegus tire son nom du mot grec « kratos », qui signifie dureté, en 

référence à la solidité de son bois. Il regroupe un grand nombre d'arbustes appartenant à la 

famille des Rosacées, avec une diversité d'espèces allant de 200 à 1200 selon les 

classifications botaniques (Kashyap et al., 2012). Parmi ces espèces, Crataegus monogyna 

est l'une des plus répandues et plus utiles. Son nom monogyna provient du grec « 

monogunus », signifiant fleur à un seul pistil (Djerroumi et Nacef, 2004 ; Zhang, 2002). 

 

1.1. Noms communs  

 Français : Aubépine monogyne, Épine blanche (Lazli et al., 2019) 

 Anglais: Hawthorn, English hawthorn ;( Zhang, 2002) 

 Arabe : زعرور أحادي المدقة, الزعرور الشائك (Zaârour el barri)  

 Berbère : Idhmim (Djerroumi et Nacef, 2004)  

 

 

      Figure 1: Présentation de l’espèce C. monogyna : fleurs, fruits feuilles et arbre 

 

1.2. Description botanique  

 

  Crataegus monogyna est un arbuste caduc ou un petit arbre épineux, très ramifié, 

mesurant généralement entre 2 et 8 mètres de haut (parfois jusqu’à 10 m), avec un tronc 

pouvant atteindre 30 cm de diamètre. Il possède une couronne dense, arrondie à ovoïde. 
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Son écorce, d’abord gris-brun et lisse, devient brun rosé et écailleuse en vieillissant. Les 

bourgeons, ovoïdes et glabres, atteignent 3 mm, avec des écailles brun-rouge. 

 

 Les feuilles, alternes, sont ovées à obovées, profondément lobées (3 à 7 lobes), vert 

brillant dessus et vert glauque dessous, parfois avec de petites touffes de poils sous les 

nervures. Elles mesurent entre 1,0 et 5,7 cm de long. Les stipules sont caduques, lancéolées 

à subulées, atteignant 16  

 

 Les fleurs, bisexuées, blanches (parfois roses ou rouges), de 10 à 15 mm de 

diamètre, sont regroupées en corymbes de 10 à 18 fleurs. Chaque fleur comporte 5 sépales, 

5 pétales, environ 20 étamines, un style simple, et un ovaire infère à un seul ovule fertile. 

 

 Le fruit est une petite drupe rouge vif à rouge foncé, ovoïde à ellipsoïde (6–11 mm), 

à chair jaunâtre et farineuse, contenant un noyau unique, brun foncé et sillonné (Fichtner 

et Wissemann, (2021). 

 

1.3. Classification botanique 

 

La classification botanique de C. monogyna est donnée selon Martinelli et al. (2021) 

 Règne : Plantes 

 Sous-règne : Plantes vasculaires 

 Embranchement : Spermaphytes 

 Sous-embranchement : Angiospermes 

 Classe : Dicotylédones 

 Sous-classe : Rosidae 

 Ordre : Rosales 

Famille : Rosacées 

 Genre : Crataegus 

 Espèce : Crataegus monogyna 
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1.4. Origine de Crataegus monogyna 

 

L’aubépine monogyne, un arbuste buissonnant muni de longues et solides épines, est 

originaire d’Europe du Sud, notamment de Chypre, de Malte et de la Sicile, ainsi que 

d’Asie. Elle est actuellement répandue dans toutes les régions tempérées de l’hémisphère 

Nord, où elle s’installe volontiers en lisière des bois et dans des formations végétales denses 

comme les haies et les maquis (Mitchell, 1991 ; Edin et Nimmo, 1999 ; Pittler et al., 

2003).  

 

 En Algérie, Crataegus monogyna, connue sous le nom local de Zaârour el barri, 

pousse naturellement dans les régions montagneuses du Tell méridional oriental. On la 

croise souvent dans les forêts et les maquis de l’Atlas tellien, où elle joue un rôle important 

dans l’équilibre de l’écosystème (Abdelgherfi, 2003 ; Bouzid, 2009).  

 

1.5. Exigences climatiques  

 

L’aubépine est une plante robuste, qui ne demande pas beaucoup pour se développer. 

Elle s’adapte à différents types de sols et de climats, même difficiles. Elle pousse un peu 

partout, mais elle préfère les terrains calcaires, secs, légers et pauvres en argile. Elle 

supporte aussi bien les sols acides, neutres ou alcalins (Aymonin, 1993 ; Brosse, 2000).  

 

1.6. Propriétés thérapeutiques 

   

C. monogyna possède plusieurs propriétés thérapeutiques reconnues. Elle exerce une 

action calmante, antioxydante, cardioprotectrice et antispasmodique (Bahorun, 1997 ; 

Degenring et al., 2003). Ainsi elle contribue à la baisse de la tension artérielle, détend les 

muscles des vaisseaux sanguins, soulage l’anxiété, les troubles du sommeil et l’épuisement 

nerveux (Bouzid, 2009). Ses procyanidines permettent également de réduire les taux de 

cholestérol et de triglycérides, participant à la prévention des maladies cardiovasculaires 

(Svedstroma et al., 2006). Par ailleurs, elle permet d’augmenter la vitamine E sanguine 

(α-tocophérol) et à freiner l’oxydation des LDL, impliquée dans l’athérosclérose (Zhang 
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et al., 2004). Enfin, l’aubépine est utilisée pour atténuer les crises de tachycardie et présente 

une activité antiparasitaire contre Trichomonas vaginalis (Garcia et al., 1997 ; Sparska et 

Martin, 1999 ; Girre, 2000). 

   

1.7. Utilisations alimentaires 

 

 Les fruits de Crataegus monogyna peuvent être consommés frais ou cuits, bien qu’ils 

aient été historiquement considérés comme un aliment de disette. Ils permettent la 

production de divers produits alimentaires tels que des farines, des jus, des marmelades, 

des gelées, des sirops, des boissons et même du vin (Leung et Foster, 1996 ; Koyuncu et 

al., 2007 ; Vivar-Vera et al., 2007).  

 

 En outre, les fruits d’aubépines sont transformés en purée, et peuvent être incorporés 

à de la farine pour confectionner des biscuits, des galettes ou encore des bouillies (Uphof, 

1959). 

 

Les feuilles jeunes, de couleur vert clair, sont parfois ajoutées aux salades composées 

ou utilisées pour préparer du thé (Uphof, 1959 ; Lust, 1983 ; Kunkel, 1984). Quant aux 

fleurs, elles sont appréciées pour leur capacité à aromatiser des sirops et des desserts (Keser 

et al., 2014). 

 

1.8. Toxicité  

Une consommation excessive de cette plante chez l’homme peut entraîner des 

troubles cardiovasculaires et respiratoires, une dépression du système nerveux, ainsi que 

des troubles digestifs mineurs et des réactions allergiques cutanées légères. Chez les jeunes 

enfants, l’ingestion d’une grande quantité de ses fruits pourrait provoquer une hypotension 

sévère. Par ailleurs, son pollen est reconnu comme allergisant (Girre, 2000 ; Pierre, 2004). 
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1.9. Composition biochimique  

1.9.1. Composition en métabolites primaires et autres 

 Composition en vitamines 

 

  Les vitamines sont essentielles au bon fonctionnement de l’organisme, sans apporter 

d’énergie. Elles interviennent dans des fonctions vitales telles que la croissance, 

l’immunité, le système nerveux, la vision ou la synthèse de l’ADN. Une alimentation 

équilibrée suffit à couvrir les besoins, mais une carence ou un excès peut entraîner des 

troubles. On distingue les vitamines liposolubles (A, D, E, K), stockées dans les graisses 

avec un risque de surdosage, et les hydrosolubles (B et C), éliminées dans les urines, avec 

un risque plus faible de toxicité (Anonyme 1, 2025). 

 

Le Tableau I regroupe les différentes vitamines trouvées au niveau de l’espèce 

Crataegus monogyna. 

 

  

Tableau I: Teneurs en vitamines chez C. monogyna (Boudraa., 2008). 

 Nom Teneur (mg /100 g MS) 

Tocophérol 0.09-0.79 

Vitamine C 0.69-4.06 

Caroténoïdes (précurseur de vitamine A) 1,37 

Pyridoxine (vitamine B6) 0,012 

Thiamine (Vitamine B1) 0,05 

Biotine (Vitamine B7) 0,031 

 

 Composition en glucides  

 

 Les glucides sont des composés organiques essentiels, définis par la présence d'une 

fonction carbonyle (aldéhyde ou cétone) et de plusieurs groupes hydroxyles. Ils jouent un 

rôle central dans le stockage et le transfert de l’énergie chez les êtres vivants (Aryan, 2023).  
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Le Tableau II regroupe la teneur en glucides au niveau du fruit de C. monogyna 

 

 

Tableau II : Teneurs en glucides chez Crataegus monogyna (Saadoudi., 2007) 

 

 
 

 

 

 

 

 

Saadoudi (2007), rapporte dans son étude que le fruit de C. monogyna possède une forte 

teneur en cellulose et en sucres solubles (Tableau II). 

 Composition en éléments minéraux 

 Les minéraux sont des nutriments essentiels présents en quantités très variables dans 

l’organisme et jouant des rôles physiologiques importants. Ils participent notamment à la 

minéralisation, à l’équilibre hydrique et au bon fonctionnement des systèmes nerveux, 

musculaire et immunitaire (Anonyme 2., 2012). 

  

  Le Tableau III regroupe les teneurs des différents éléments minéraux trouvés au 

niveau du fruit de C. monogyna. 

 

Tableau III: Teneurs en minéraux chez Crataegus monogyna (Boudraa., 2010) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le nom Teneur (g /100g MS) 

Sucres solubles 11,45 

Sucres réducteurs 7,86 

Saccharose 3,59 

Cellulose 11,40 

Pectines 1,60 

Eléments minéraux Teneur (mg/ 100 g matière sèche) 

Ca2+ 414,18 

Mg2+ 156,52 

Na+ 31,20 

Po4
3- 20,09 

Cu2+ 0,31 

Fe 2+ 4,09 

Mn2+ 1,52 

Zn 2+ 0,32 

Co2+ 0,17 

Pb2+ 0,31 

K+ 1694,80 
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D’après l’étude menée par Boudraa et al. (2010), le fruit de C. monogyna contient 

des teneurs remarquables en potassium, calcium, magnésium et en sodium (Tableau III). 

1.9.2. Composition en métabolites secondaires  

Les métabolites secondaires jouent un rôle dans la protection contre les pathogènes, 

les insectes et le stress environnemental (Colmar, 2007). 

 

 Composés phénoliques  

 

Les composés phénoliques, issus des voies du shikimate, du pentose phosphate et du 

phénylpropanoïde (Lin et al., 2016), jouent un rôle clé dans la défense des plantes et 

présentent des bienfaits pour la santé humaine, notamment des effets antioxydants, anti-

inflammatoires et hypocholestérolémiants (Scalbert et al., 2005).  

 

Crataegus monogyna est particulièrement riche en polyphénols, ce qui lui confère un 

intérêt médicinal, notamment pour ses propriétés cardiovasculaires et antioxydantes (Ruiz-

Rodriguez et al., 2014). 

 

 La vitexine, l’hyperoside, la quercétine, l’isoquercitrine et l’apigénine sont les 

flavonoïdes majoritaires isolés au niveau des feuilles et des fleurs de C. monogyna. Ces 

composés peuvent représenter entre 1 % et 2 % de la masse, ce qui est assez élevé (Chang 

et al., 2002 ; Dinesh et al., 2012). Les fruits en contiennent aussi, mais en plus petite 

quantité entre 0,1 % et 1 % avec sur tout de la quercétine, de la vitexine et de 

l’isoquercitrine (Chang et al., 2002) 

 Les procyanidines B2, B5 et C1 qui appartiennent aux proanthocyanidines (ou 

OPCs), sont surtout présentes dans les fruits, mais aussi dans les feuilles et les fleurs, avec 

des taux pouvant aller jusqu’à 10 % tandis que dans les feuilles ils peuvent atteindre les 

environs de 40% (Jurikova et al., 2012 ; Zurek et al., 2024). 
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En ce qui concerne les acides phénoliques, les plus courants dans la plante sont 

l’acide chlorogénique et l’acide caféique. Ils sont présents un peu partout dans les feuilles, 

les fleurs et les fruits et ils contribuent largement aux effets antioxydants de la plante 

(Ozturk et al., 2011, Alirezalu et al ., 2020). 

 

Les tanins sont eux aussi bien présents, surtout dans les fruits, où on trouve 

principalement des tanins condensés (Dou et al.,2013). 

 

On retrouve également des coumarines comme l’ombelliférone dans les feuilles 

(Dinesh et al., 2012). La Figure 2 représente les différents polyphénols isolés au niveau 

de C. monogyna.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Composés terpéniques  

Les fleurs contiennent des huiles essentielles (Bouzid, 2009). En outre, des acides 

triterpéniques tels que l'acide oléanolique et l'acide ursolique sont également retrouvés dans 

les fruits, avec des concentrations comprises entre 0,5% et 1,4% (Chang et al ., 2002). 

Figure 2: Structures chimiques des : (a) proanthocyanidines, b) : les Acide triterpénique, (c) 

acides phénoliques représentatifs (d) flavonoïdes de C. monogyna (Chang et al ., 2002). 

a b 

c 
d 

a 
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 Autres composés  

Les fruits renferment aussi des acides organiques, notamment l'acide ascorbique 

(vitamine C), dont la concentration varie selon le stade de maturité (Chang et al ., 2002). 

 

2. Activité antioxydante  

 

        Les composés phénoliques sont largement reconnus pour leur rôle dans la protection 

contre le stress oxydatif grâce à leur forte activité antioxydante. Ils sont présents en grande 

quantité dans divers végétaux, y compris les feuilles de Crataegus monogyna, et 

contribuent à la neutralisation des radicaux libres par différents mécanismes (Halliwell et 

Gutteridge, 1989 ; Rice-Evans et al., 1996) 

 

        Les radicaux libres, tels que l'anion superoxyde (O₂⁻), le radical hydroxyle (OH•) et 

l'oxygène singulet (¹O₂), sont des espèces hautement réactives qui peuvent induire des 

dommages oxydatifs aux lipides, protéines et ADN cellulaires (Harman, 1992 ; 

Gerschman, 1981). L'accumulation excessive de ces espèces réactives de l’oxygène 

(ERO) est impliquée dans divers processus pathologiques et dans le vieillissement 

cellulaire et les maladies chroniques (Finkel et Holbrook, 2000). Les composés 

phénoliques, grâce à leur structure chimique, jouent un rôle clé dans la prévention de ces 

effets délétères en agissant comme des antioxydants naturels, capables de piéger les 

radicaux libres et de limiter l’oxydation cellulaire (Cao et al., 1993). 

 

         Les feuilles de C. monogyna sont particulièrement riches en composés phénoliques, 

notamment en flavonoïdes et en acides phénoliques, qui contribuent à leur forte activité 

antioxydante (Oueslati, 2017). Ces composés sont capables de piéger efficacement les 

radicaux libres tels que le DPPH et l’ABTS+, comme démontré par diverses études 

d’évaluation de l’activité antioxydante (Li et al., 1999 ; Kim et al ., 2002). 

 

 L’activité antioxydante des extraits de feuilles de Crataegus monogyna peut être 

déterminée à l’aide de plusieurs méthodes telles que :  
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-L’ORAC (capacité d’absorbance des radicaux de l’oxygène), qui évalue la 

capacité d’un extrait à neutraliser les radicaux peroxyles (ROO) (Cao et al., 1993).  

 - La photochemiluminescence (PLC), qui permet une détection sensible de la 

neutralisation des ERO (Zielonka et Kalyanareaman, 2020). 

 

 Ces méthodes ont montré que les extraits de Crataegus monogyna possèdent une 

capacité significative à inhiber la peroxydation lipidique, renforçant ainsi la stabilité des 

membranes cellulaires et limitant les dommages oxydatifs (Kim et Lee, 2004). 

3. Activité antimicrobienne  

 Plusieurs études ont montré que les composés phénoliques ont une vraie activité 

antimicrobienne. Ils sont capables de freiner ou même de tuer certains micro-organismes 

pathogènes. Ce pouvoir vient principalement de leur capacité à s’attaquer aux membranes 

cellulaires des bactéries et des champignons, ce qui dérègle leur fonctionnement normal 

(Cowan, 1999 ; Daglia, 2012). 

3.1. Méthodes d'évaluation de l'activité antimicrobienne 

 L’évaluation de l’activité antibactérienne repose sur plusieurs techniques de 

laboratoire. 

 

3.1.1. Méthodes de diffusion sur gélose  

 Méthode des puits 

 C’est une technique assez simple, des petits puits ont été creusés sur une gélose 

préalablement ensemencée avec des bactéries.  Une quantité précise d’extrait phénolique a 

été mise au niveau des puits. Après incubation, la formation d’une zone claire autour du 

puits, appelée zone d’inhibition, signifie un effet antibactérien (Cowan, 1999). 
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 Méthode de diffusion sur disque 

 Des disques en papier imbibés d’extrait sont déposés sur une gélose préalablement 

ensemencée. Après 24 heures d’incubation à 37 °C, la zone claire autour de chaque disque 

a été mesurée. Plus elle est large, plus l’extrait est efficace contre les bactéries (Hidayat et 

al., 2023 ; Matuschek et al., 2014).   

 

3.1.2. Méthode de microdilution sur milieu liquide 

 

 L’extrait phénolique est dilué dans un bouillon nutritif qui contient les bactéries. La 

plus faible concentration qui empêche toute croissance visible des bactéries a été 

déterminée. Cette dernière appelée concentration minimale inhibitrice (Daglia, 2012). 

3.1.3. Étude de la perméabilité membranaire 

 Cette méthode utilise des marqueurs fluorescents pour observer si les composés 

phénoliques rendent la membrane des bactéries plus perméable. Si la membrane est abîmée, 

cela peut entraîner la mort de la cellule (Quideau et al., 2011). 

3.2. Spectre d’action des composés phénoliques 

       Les polyphénols présentent une activité antimicrobienne large et ciblent les bactéries 

Gram-positives et Gram-négatives. Des études ont démontré que leur action contre 

plusieurs pathogènes humains, notamment :  

 Bactéries Gram-positives : Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis. 

 Bactéries Gram-négatives : Escherichia coli, Salmonella enterica  

 Champignons pathogènes : Candida albicans  

 

      L’efficacité des polyphénols dépend fortement de leur structure chimique. Par exemple, 

les ellagitannins ont montré une activité particulièrement élevée contre Campylobacter 

jejuni et Candida albicans (Daglia, 2012)
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                                 Chapitre II : Extraction assistée par ultrasons 

 

 

 L’extraction assistée par ultrasons (EAU) est une technique moderne utilisée pour 

extraire des composés bioactifs à partir de matrices naturelles (Chemat et al., 2017). Parmi 

ces composés, les polyphénols sont particulièrement étudiés pour leurs propriétés 

antioxydantes et leurs effets bénéfiques sur la santé (Dai et Mumper, 2010). L’utilisation 

des bains à ultrasons constitue une alternative efficace aux méthodes conventionnelles, car 

elle améliore le rendement d’extraction tout en réduisant la consommation de solvants 

(Vilkhu et al., 2008). 

Grâce aux phénomènes de cavitation acoustique générés par les ultrasons, cette 

méthode facilite la libération des polyphénols tout en préservant leur stabilité chimique 

(Tao et Sun, 2015). Ces avantages font de l’EAU une technologie prometteuse pour 

l’extraction des composés bioactifs dans divers domaines industriels tels que 

l’agroalimentaire, la pharmacie et la cosmétique. 

 

1. Définition des bains à ultrasons 

 

Un bain à ultrasons est un dispositif dans lequel des ondes ultrasonores sont émises 

dans un liquide, générant des bulles de cavitation qui implosent et exercent des forces 

mécaniques favorisant l’extraction des composés bioactifs (Chemat et al., 2017). 

Contrairement aux sondes ultrasoniques, qui délivrent une énergie plus localisée et intense, 

les bains à ultrasons offrent une extraction plus homogène et douce. Cette caractéristique 

est particulièrement bénéfique pour les composés thermosensibles tels que les polyphénols 

(Kumar et al., 2021). 

 

2. Principe de l’extraction des composés phénoliques par bain à ultrasons 

 

      Les principaux mécanismes impliqués sont les suivants : 

 

• Disruption des parois cellulaires : La fragmentation des structures cellulaires permet la 

libération des polyphénols emprisonnés dans les matrices (Bourgou et al., 2016). 
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• Augmentation de la surface de contact : La désintégration des particules solides 

améliore l’interaction entre la matrice et le solvant, optimisant ainsi l’extraction (Vilkhu 

et al., 2008). 

 

• Amélioration du transfert de masse : L’agitation ultrasonique accélère la diffusion des 

composés phénoliques dans le solvant, ce qui réduit le temps d’extraction (Tao et Sun, 

2015). 

 

• Diminution de la taille des particules : L’érosion causée par la cavitation améliore la 

solubilisation des polyphénols (Kumar et al., 2021). 

 

    Grâce à ces mécanismes, l’EAU est une technique efficace qui permet d’augmenter le 

rendement d’extraction tout en préservant la bioactivité des polyphénols (Dai et Mumper, 

2010). 

                          

Figure 3 : Evolution d’une bulle de cavitation à proximité d’une cellule végétale    

(Sébastien, 2010) 

 

3. Paramètres influençant l’extraction des composés phénoliques 

 

  L’efficacité de l’extraction des composés phénoliques par ultrasons dépend de 

plusieurs paramètres clés : 

 

3.1. Paramètres physiques 

 

• Fréquence des ultrasons : Généralement comprise entre 20 kHz et 120 kHz, elle 

influence la formation et l’intensité des bulles de cavitation. Une fréquence plus basse (~20 

kHz) génère une cavitation plus intense, favorisant l’extraction, tandis qu’une fréquence 
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plus élevée (~100 kHz) produit une cavitation plus douce, mieux adaptée aux composés 

sensibles (Chemat et al., 2017). 

 

• Puissance ultrasonique : Une puissance plus élevée (exprimée en W/ml) intensifie la 

cavitation et améliore l’extraction. Toutefois, une puissance excessive peut provoquer un 

échauffement, altérant certains polyphénols (Kumar et al., 2021). 

 

    3. 2. Paramètres chimiques 

 

 

• Température du solvant : Une température modérée (25°C - 60°C) favorise la solubilité 

des polyphénols sans entraîner leur dégradation thermique (Dai et Mumper, 2010). 

 

• Type et volume du solvant : L’efficacité de l’extraction dépend de la polarité du solvant. 

L’eau, l’éthanol et le méthanol sont couramment utilisés pour extraire les polyphénols 

(Bourgou et al., 2016). 

 

3.3. Paramètres opérationnels 

 

• Durée de sonication : Une durée excessive peut entraîner la dégradation des polyphénols, 

tandis qu’un temps trop court peut limiter l’extraction (Tao et Sun, 2015). 

 

• Rapport solide/liquide : Un ratio optimal entre la quantité de matière végétale et le 

volume de solvant est crucial pour maximiser le rendement (Vilkhu et al., 2008)  

 

4. Avantages et inconvénients de l'extraction assistée par ultrasons 

 

L’extraction assistée par ultrasons présente plusieurs avantages notables. Elle 

s’effectue à une température modérée, ce qui permet de réduire la consommation 

énergétique tout en préservant l’intégrité des composés bioactifs thermosensibles (Pradal, 

2016). De plus, cette technique améliore le rendement d’extraction en rendant le processus 

plus rapide et plus efficace (Goula, 2013). 
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Cependant, elle présente également certaines limites. D’une part, cette méthode ne 

permet pas le renouvellement du solvant au cours de l’extraction (Penchev, 2010). D’autre 

part, l’énergie ultrasonore peut avoir un effet délétère sur certains constituants actifs des 

plantes médicinales, notamment par la formation de radicaux libres, entraînant ainsi des 

modifications indésirables des molécules bioactives (Handa, 2008). 

 

5. Applications des bains à ultrasons 

 
 Les bains à ultrasons sont largement utilisés dans plusieurs domaines : 

 

• Industrie agroalimentaire : Extraction des antioxydants et polyphénols pour la 

formulation de compléments alimentaires (Vilkhu et al., 2008). 

• Industrie pharmaceutique : Isolement de composés bioactifs à partir de plantes 

médicinales pour le développement de médicaments naturels (Dai et Mumper, 2010) 

• Industrie cosmétique : Extraction d’ingrédients actifs naturels pour les soins de la peau 

et les produits anti-âge (Tao et Sun, 2015). 

• Domaine environnemental : Décontamination des sols et des eaux en facilitant 

l’extraction des polluants organiques (Picó, 2013). 
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                                        Chapitre III : Matériel et méthodes 

 
1. Matériel végétal  

 Dans cette étude, nous avons étudié les feuilles de Crataegus monogyna (Figure 4), 

une plante appartenant à la famille botanique des Rosacées.  

 

Figure 4: Feuilles de Crataegus monogyna. 

1.1. Récolte  

   Les feuilles de Crataegus monogyna ont été récoltées le 3 février 2025 dans la 

localité de Tahmamte, relevant de la commune d’Amizour, située dans la wilaya de Béjaïa 

(Algérie). Le site de récolte se trouve à une altitude approximative de 270 mètres au-dessus 

du niveau de la mer, aux coordonnées géographiques 36°38′14″ de latitude Nord et 

4°55′12″ de longitude Est. 

 

1.2. Lavage et séchage  

  Après la récolte, les feuilles de Crataegus monogyna ont été soigneusement 

débarrassées des mauvaises herbes, puis lavées à l’eau du robinet pour éliminer les 

impuretés et les particules de poussière. Elles ont ensuite été séchées dans une étuve 

ventilée (Binder Gmbh, Allemagne) à 40 °C, jusqu’à stabilisation de leur poids                  

(Pendant 2 jours). 
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1.3. Broyage et tamisage 

 

  Les feuilles préalablement séchées ont été transformées en poudre à l’aide d’un 

broyeur électrique (modèle Sonika Z3044, Chine). Le produit du broyage a ensuite été 

soumis à un tamisage manuel à l’aide des tamis présentant des ouvertures de 250 µm et 

500 µm. Afin d’obtenir une poudre homogène et de granulométrie fine, ayant un diamètre 

compris entre 250 et 500 µm. La poudre ainsi obtenue a été conservée dans un récipient 

hermétique en verre. 

 

2. Analyses phyto-chimiques 

2.1. Détermination de l'humidité 

 

  La teneur en humidité de la plante est déterminée par la méthode de décrite par 

Ngargueudéjim et al.( 2015). 2 g des feuilles fraîches de C. monogyna ont été placés dans 

une étuve à 100°C ± 2°C pendant 2 heures. Le test a été répété 3 fois. 

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

                                          Η(%) = 
𝑝2−𝑝0

𝑝1
× 100 ; Où 

 

H(%) : Taux d'humidité exprimé en pourcentage ; 

P0: poids de la boite de pétri vide en gramme ; 

P1 : Poids de l'échantillon en gramme avant séchage ; 

P2 : Poids de la boite de pétri et de l'échantillon après séchage en gramme (Ngargueudéjim 

et al., 2015)  

  

2.2. Détermination du taux de cendres 

 

  Le taux de cendres reflète la teneur en éléments minéraux absorbés par la plante à 

partir du sol. Il est déterminé par calcination, une méthode consistant à éliminer les matières 

organiques d’un échantillon par une combustion à haute température durant un temps 

déterminé. Le taux de cendres correspond au rapport entre la masse du résidu minéral 
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obtenu après calcination et la masse initiale de l’échantillon, exprimé en pourcentage (%). 

(Ngargueudéjim et al., 2015) 

 

  La méthode utilisée pour cette analyse est celle décrite par Letermet et al. (2006),  

1g de poudre sèche de C. monogyna été prélevé et mit dans un creuset préalablement 

 taré. L’ensemble (creuset et échantillon) a été placé dans un four à moufle (Nabertherm, 

Allemagne) à une température de 450°C pendant 6 heures. Après 6heures, l’ensemble est 

retiré du four et déposé dans un dessiccateur pour le refroidissement ensuite la pesée est 

effectuée. Le test a été répété 3 fois. (Annexe 6) 

Le taux de cendres (TC) a été calculé selon la formule suivante : 

 

𝑇𝑐% =
𝑝2 − 𝑝0

𝑝1
× 100 

Où : 

TC(%) : taux de cendres exprimé en pourcentage ; 

P₀ : Poids du creuset vide en grammes ; 

P₁ : Poids de l’échantillon avant calcination en grammes ; 

P₂ : Poids du creuset plus le résidu après calcination en grammes. 

 

 2.3. Dosage des caroténoïdes 

 

         La teneur en caroténoïdes a été déterminée selon la méthode décrite par Sass-Kiss et 

al. (2005). Un gramme de poudre sèche de Crataegus monogyna a été introduit dans un 

bécher de 50 ml recouvert d’aluminium pour le protéger de la lumière. Ensuite, 10 ml d’un 

mélange de solvants composé de n-hexane, acétone et éthanol (2:1:1) (v/v/v) ont été 

ajoutés. L’ensemble a été soumis à une agitation pendant 10 minutes à l’abri de la lumière 

afin d’assurer une bonne extraction, puis filtré. L’extrait obtenu a été versé dans une 

ampoule à décanter.  La même procédure a été répétée sur le résidu pour une extraction par 

épuisement. Les extraits obtenus ont été rassemblés dans l’ampoule à décanter. Un volume 

d’hydroxyde de potassium (KOH) à 10%, préparé dans l’éthanol, a été ajouté afin 

d’éliminer les chlorophylles selon Cui et al. (2004). Le mélange a ensuite été lavé à l’aide 
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d’eau distillée, en plusieurs étapes (environ 70 ml), jusqu’à décoloration de l’extrait. La 

phase héxanique, de couleur jaune, contenant les caroténoïdes, a été soigneusement 

récupérée ( Annexe 7). 

 

          L’absorbance de cette phase a été mesurée à une longueur d’onde de 450 nm à l’aide 

d’un spectrophotomètre. La teneur en caroténoïdes a été déterminée à partir d’une courbe 

d’étalonnage réalisée avec le ß-carotène ( Annexe 1), et les résultats ont été exprimés en 

milligrammes équivalent ß-carotène par gramme de matière sèche (mg Eq ß-carotène/g 

MS). 

3. Optimisation des conditions d’extraction des composés phénoliques 

 3.1. Optimisation séquentielle  

          L’objectif de cette étape est de déterminer les limites inférieur et supérieur des 

variables indépendantes (la température et le temps d’extraction) à étudier dans le plan 

d’expérience Box- Behnken.  Afin d’avoir le meilleur rendement en composés phénoliques.  

3. 1.1.Variation du temps d’extraction 

 Afin d’évaluer l’influence du temps d’extraction sur le rendement en composés 

phénoliques, le pourcentage en éthanol (solvant d’extraction), le ratio masse de 

l’échantillon / volume et la température d’extraction ont été fixés à 50 % (v/v), 1/20 (m/v), 

et 25 °C ; respectivement. Alors que le temps d’extraction a été varié de 5 à 60 minutes (5, 

10, 20, 30, 40, 50 et 60 minutes).    

3.1.2. Variation de la température  

         À la suite de l’optimisation du temps d’extraction, une durée de 50 minutes a été 

retenue comme constante pour étudier l’impact de la température sur l’extraction des 

composés phénoliques. Ainsi qu’un pourcentage de 50 % (v/v) en éthanol et le ratio 

masse/volume 1/20 (m/v) ont été fixés. La température d’extraction a été variée de 25 à 

65°C (25, 35, 45, 55 et 65 °C).  
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3.2. Optimisation avec un plan d’expérience  

3.2.1. Modèle expérimental 

 Dans le but d’optimiser les conditions d’extraction des composés phénoliques ainsi 

que l’activité antioxydante des extraits de Crataegus monogyna, un plan d’expériences 

comportant 15 essais, incluant trois points centraux, a été élaboré à l’aide du logiciel 

Statgraphics Centurion XVI (Statpoint Technologies, USA). Trois variables indépendantes 

ont été prises en compte : le temps d’extraction (5, 30 et 55 minutes), la température (45, 

50 et 55 °C), ainsi que la concentration en solvant (éthanol) à (0, 50 et 100 %). Les réponses 

mesurées comprenaient la teneur en polyphénols totaux (TPT) exprimée en mg EAG/g de 

matière sèche, la capacité de piégeage du radical ABTS (en mmol ET/g de matière sèche) 

et celle du radical libre DPPH (en µg EAG/ml), comme le montre le Tableau I. 

 L’optimisation a été réalisée à l’aide de la méthode des surfaces de réponse (RSM) 

en s’appuyant sur le plan de Box-Behnken (Jeganathan et al., 2014). 

Tableau IV: Plan d’expérience utilisé pour l’optimisation de l’extraction des composés 

phénoliques à partir des feuilles de Crataegus monogyna. 

Tests Temps (min) Température (°C) EtOH (%) 

1* 30 50 50 

2 5 45 50 

3 55 50 100 

4 30 45 0 

5 5 55 50 

6 55 55 50 

7 30 55 100 

8* 30 50 50 

9 30 55 0 

10 5 50 0 

11 55 45 50 

12 30 45 100 

13 5 50 100 

14 55 50 0 

15* 30 50 50 
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*: Points centraux du plant d’expériences  

3.3. Extraction des composés phénoliques par ultrasons 

 Dans cette étude, une méthode d’extraction assistée par ultrasons (EAU) a été 

employée pour isoler les composés bioactifs présents dans les feuilles de Crataegus 

monogyna. Les ultrasons, qui sont des ondes mécaniques de vibration, présentent des 

fréquences comprises entre 20 et 100 kHz, et sont couramment utilisés pour l’extraction de 

composés bioactifs (Ghitescu et al., 2015). 

3.3.1. Principe 

  Le principe de l’extraction assistée par ultrasons repose sur la rupture des parois 

cellulaires sous l'effet de fréquences ultrasonores, favorisant ainsi une meilleure 

pénétration du solvant au sein de la matière végétale. Cela se traduit par une amélioration 

significative du rendement d’extraction. Généralement, les fréquences utilisées dépassent 

les 20 kHz. En milieu liquide, les ultrasons engendrent des cycles de compression et 

d’expansion des cellules, ce qui conduit à la formation de bulles. La croissance excessive 

de ces bulles microscopiques à proximité des parois cellulaires entraîne une élévation 

locale de température et de pression, provoquant l’éclatement des bulles et par conséquent, 

la désintégration des parois cellulaires (Wang et al., 2006). 

3.3.2. Protocole expérimental 

 L’extraction des composés phénoliques totaux de C. monogyna a été réalisée à l’aide 

de la technique d’extraction assistée par ultrasons. Pour cela, 1 g de poudre de feuilles de 

C. monogyna a été placé dans un petit flacon contenant 20 ml d’éthanol, utilisé comme 

solvant d’extraction. Le mélange a ensuite été immergé dans un bain à ultrasons (Bransonic 

Ultrasonic, Mexique) (Figure 5), selon des conditions précises de température et de durée 

d’extraction, conformément aux paramètres définis dans le plan d’expérience présenté dans 

le Tableau IV. Après traitement, le mélange est filtré puis centrifugé à l’aide d’une 

centrifugeuse (Sigma 1-14, Allemagne) à 5000 tours/min pendant 20 minutes. Le 

surnageant obtenu (l’extrait) est ensuite transféré dans des flacons étiquetés, 
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hermétiquement fermés et conservés au réfrigérateur à 4°C afin de prévenir toute 

dégradation des extraits. 

 

3.4. Dosage des polyphénols totaux 

 

3.4.1. Principe 

 

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

(H₃PW₁₂O₄₀) et d’acide phosphomolybdique (H₃PMo₁₂O₄₀). Lors de l’oxydation des 

composés phénoliques, ce mélange est réduit, formant ainsi des oxydes bleus de tungstène 

(W₈O₂₃) et de molybdène (Mo₈O₂₃). L’intensité de la coloration bleue produite est 

proportionnelle à la quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux 

(Jeganathan et al., 2014). 

 

3.4.2. Protocole expérimental 

 

  La teneur en polyphénols totaux a été estimée à l’aide du réactif de Folin-Ciocalteu, 

selon la méthode décrite par Nabet et al. (2019). Pour chaque extrait, 30 μl ont été 

mélangés avec 1800 μl d’eau distillée, puis 150 μl du réactif de Folin-Ciocalteu ont été 

ajoutés. Après une minute d’agitation, 450 μl d’une solution de carbonate de sodium 

(Na₂CO₃) à 20 % ont été incorporés, suivis de 570 μl d’eau distillée. Le mélange obtenu a 

ensuite été incubé pendant 2 heures à l’obscurité et à température ambiante. L’absorbance 

    Figure 5: Bain à ultrasons utilisé pour l’extraction des composés phénoliques 
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a été mesurée à 760 nm à l’aide d’un spectrophotomètre UV-Vis (Biotech Engineering 

Management CO. LTD, Vis-7220G, UK). 

 

         Une courbe d’étalonnage a été réalisée en utilisant l’acide gallique comme standard 

(Annexe 2), permettant d’exprimer les résultats en milligrammes équivalents d’acide 

gallique par gramme de matière sèche (mg EAG/g MS). 

 

4. Détermination de l'activité antioxydante 

L’évaluation de l’activité antioxydante des extraits de feuilles de C. monogyna a été 

réalisée à l’aide de deux tests à savoir le piégeage des radicaux libres DPPH et le piégeage 

des cations radicalaires ABTS.  

4.1. Test de piégeage des radicaux libres DPPH 

4.1.1. Principe 

 

     Les antioxydants ont la capacité de réduire le diphénylpicrylhydrazyle (DPPH), un 

radical libre de couleur violette, en une forme réduite de couleur jaune (voir figure 6). 

L’intensité de la coloration violette diminue proportionnellement à la capacité des 

antioxydants présents dans le milieu à céder des protons (Sanchez-Moreno, 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       

                                                     

                                 Figure 6: Forme radicalaire et réduite du DPPH (Mesrane ,2018) 
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4.1.2. Protocole expérimental 

 

  L’activité antioxydante des extraits de C. monogyna vis-à-vis du radical DPPH a été 

évaluée selon la méthode décrite par Brand-Williams (1995). Une solution de DPPH 

(6.10⁻⁵ mM) a été préparée avec du méthanol. À 1450 μl de cette solution, ont été ajoutés 

50 μl de l’extrait dilué à 1/4. Le mélange a ensuite été incubé à l’abri de la lumière pendant 

30 minutes à température ambiante. L’absorbance a été mesurée à 517 nm à l’aide d’un 

spectrophotomètre UV-Vis (Biotech Engineering Management CO. LTD, Vis-7220G, 

UK). 

 

     Le pourcentage d’inhibition (I%) a été calculé à l’aide de la formule suivante : 

 

                                      𝐼% =
𝐴𝑏𝑠 𝑡é𝑚𝑜𝑖𝑛−𝐴𝑏𝑠 𝑒𝑐ℎ

𝐴𝑏𝑠 𝑡é𝑚𝑜𝑖𝑛
× 100 ; Où  

 

Abs témoin : Absorbance du témoin à T = 0 min ; 

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

 

     Une courbe d’étalonnage a été réalisée en utilisant l’acide gallique comme standard 

(Annexe 4), et les résultats ont été exprimés en microgrammes équivalents acide gallique 

par millilitre (µg EAG/ml). 

 

4.2. Test de piégeage des radicaux cationiques ABTS⁺ 

4.2.1. Principe 

 Le test ABTS⁺ figure parmi les méthodes les plus répandues pour l’évaluation de 

l’activité antioxydante. Il repose sur la neutralisation du radical cationique ABTS⁺, généré 

par oxydation en présence de persulfate de potassium (K₂S₂O₈), produisant une solution de 

couleur bleu-vert (Prouillac, 2006 ; Jri et al., 2010). Lorsqu’un antioxydant est ajouté à 

cette solution radicalaire, il réduit le radical ABTS⁺, ce qui entraîne une diminution de 

l’absorbance. Cette diminution est directement liée à l’activité antioxydante des composés 

testés, ainsi qu’au temps d’incubation et à leur concentration (Re et al., 1999). 
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4.2.2. Protocole expérimental 

 L’évaluation de l’activité antioxydante des extraits de C. monogyna obtenus par 

extraction assistée par ultrasons a été réalisée selon la méthode décrite par Re et al. (1999).        

Une solution d’ABTS à 7 mM a été préparée avec de l’eau distillée. Le radical cationique 

ABTS•⁺ a été généré en mélangeant cette solution avec du persulfate de potassium 

(K₂S₂O₈), puis en laissant le mélange à l’abri de la lumière, à température ambiante, 

pendant 16 à 18 heures. 

 

       Pour l’analyse, la solution radicalaire d’ABTS•⁺ a été diluée à l’aide d’un tampon 

phosphate de sodium (5 mM, pH 7,4) jusqu’à obtention d’une absorbance comprise entre 

0,68 et 0,72. Ensuite, 2 ml de cette solution ont été mélangés à 20 μl de l’extrait. Le mélange 

a été incubé pendant 45 minutes à 30°C, puis l’absorbance a été mesurée à 734 nm à l’aide 

d’un spectrophotomètre UV-Vis (Biotech Engineering Management CO. LTD, Vis-7220G, 

UK). 

         Une courbe d’étalonnage a été réalisée en utilisant le Trolox comme standard 

(Annexe 3), et les résultats ont été exprimés en millimoles équivalents Trolox par gramme 

de matière sèche (mmol ET/g MS). 

 

5. Détermination de l’activité antimicrobienne de l’extrait brut de C. monogyna 

 

L’activité antimicrobienne de l’extrait brut des feuilles de C. monogyna obtenu dans 

les conditions optimales d’extraction (52,44 °C; 45,40 min et 62,16 % en EtOH), a été 

déterminée avec l’utilisation de deux méthodes à savoir la détermination des diamètres de 

zones d’inhibition avec la méthode des puits sur gélose Mueller Hinton et la détermination 

de la concentration minimale inhibitrice (CMI) des souches ayant une forte activité 

antimicrobienne avec la méthode de dilution sur microplaques en utilisant le bouillon 

Mueller Hinton.   

L’activité antimicrobienne a été déterminée sur 5 souches de références à savoir deux 

bactéries à Gram positif Staphylococcus aureus (ATCC 6538) et Enterococcus feacalis 

(ATCC 29212) et deux bactéries à Gram négatif Salmonella enterica (Clinical strain) et 

Echerichia coli (ATCC 25922) et une levure Candida albicans (Laboratory strain). 
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 5.1. Préparation des cultures microbiennes fraiches (Revivification) 

Afin d’effectuer le test de l’activité antimicrobienne une revivification des souches 

microbiennes cibles est réalisée (repiquage) afin d’obtenir des souches jeunes.  

 Revivification des souches bactériennes  

Les bactéries à tester ont été conservées dans un bouillon nutritif au réfrigérateur. 

Afin de préparer des cultures jeûnes et viables ces dernières ont été ensemencées sur des 

boites de Pétri stériles contenant une gélose nutritive à l’aide des pipettes Pasteur, suivi 

d’une incubation à 37 °C pendant 24 heures.   

 Revivification de la souche fongique  

 La levure Candida albicans (Laboratory strain) a été cultivée sur gélose Sabouraud, un 

milieu adapté aux champignons. Le repiquage a été réalisé à l’aide d’une pipette Pasteur, 

suivi d’une incubation à 28 °C pendant 48 heures. 

5.2. Standardisation de l’inoculum  

La standardisation de l’inoculum microbien a été réalisée selon la méthode de 

McFarland, par mesure de la densité optique (DO) à 625 nm. La DO visée est comprise 

entre 0,08 et 0,13, ce qui correspond à une concentration estimée à 8 × 10⁶ UFC/mL . Pour 

cela, une solution physiologique ou saline a été préparée (9 g de NaCl/L d’eau distillée 

stérile) et répartie dans des tubes stériles à raison de 9 ml pour chacun. Après avoir 

resuspendu les souches bactériennes, les suspensions ont été homogénéisées par vortex, 

puis la DO a été mesurée à l’aide d’un spectrophotomètre UV-Vis (Shimadzu, UV-1800, 

Japon). Le même protocole a été établi pour Candida albicans (Laboratory strain), suivi 

d’une détection des DO à 530 nm en utilisant un spectrophotomètre UV-Vis (Shimadzu, 

UV-1800, Japon) (Elmasry et al., 2023). 
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5.3. Détermination des diamètres de zone d’inhibition par la méthode des puits  

 L’effet antimicrobien (diamètres de zone d’inhibition) de l’extrait brut des feuilles 

de C. monogyna sur les cinq souches étudiées a été évalué par la méthode de diffusion sur 

gélose Mueller-Hinton (méthode des puits).  

 Préparation du milieu gélosé Mueller Hinton  

Ce milieu a été préparé en dissolvant 19 g de la poudre de la gélose Mueller-Hinton 

dans 500 ml d’eau distillée, puis stérilisé à 120 °C pendant 20 minutes dans un autoclave ( 

Nuve, Turquie, NC 40M ) et en fin coulé dans des boîtes de Pétri. Une fois solidifié, des 

puits ont été creusés stérilement à l’aide d’une pipette Pasteur. Quatre puits ont été réalisés 

par boîte : deux pour l’extraits de C. Monogyna (1 et 2) (deux répétitions), un pour le 

contrôle positif (Amoxicilline) qui est un antibiotique à large spectre et un pour le contrôle 

négatif (Diméthyle Sulfoxyde : DMSO) qui est un solvant organique polaire utilisé pour la 

reconstitution de notre extrait.  

 Ensemencement des boites de Pétri 

L’extrait brut de C. monogyna obtenu dans les conditions optimales d’extraction  

préalablement séchés à l’étuve à 40°C, a été reconstitué dans du DMSO à une concentration 

de 50mg/ml. Le solvant DMSO a été choisi pour sa non-toxicité vis-à-vis des souches 

testées (pas d’effet antimicrobien). Un volume de 100 µL d’extrait ou de contrôle (positif 

ou négatif) a été déposé dans chaque puits. Dans le cas de la souche Candida albicans 

(Laboratory strain),   100 µL de l’éconazole (antifongique) ont été utilisé comme étant 

un contrôle positif et le DMSO a servi comme étant un contrôle négatif. 

  Incubation et lecture des résultats 

Les boîtes de Pétri ont été incubées au réfrigérateur (entre 4 et 6 °C) Pendant 3 heures, 

afin de favoriser la diffusion des extraits et d’arrêter momentanément la croissance des 

germes cibles, puis incubées dans une étuve ventilée (Memmert, Allemagne) à 37 °C 

pendant 24 heures pour les bactéries, et à 28 °C pendant 48 heures pour la levure Candida 

albicans (Laboratory strain). Apres incubation (Annexe 5), l’activité antimicrobienne a 
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été évaluée en mesurant les diamètres des zones d’inhibition autour des puits à l’aide d’un 

pied à coulisse, les résultats étant exprimés en millimètres. 

6. Détermination des concentrations minimales inhibitrices 

6.1. Concentration minimale inhibitrice (CMI) 

 

La CMI (concentration minimale inhibitrice) est définie comme étant la plus faible 

concentration d’un extrait dans laquelle aucune croissance bactérienne et fongique visible 

à l’œil nu, après 18 à 24 heures d’incubation à 37 °C (Caquet, 2004).  

 

La CMI de l’extrait de C. monogyna a été déterminée avec la méthode de 

microdilution en utilisant le bouillon M.H dans des microplaques à 96 puits. 

 

La CMI a été déterminée sur les souches microbiennes qui ont démontré une 

sensibilité vis-à-vis de l’extrait testé à savoir Escherichia coli (ATCC 25922), 

Staphylococcus aureus (ATCC 6538) et Candida albicans (Laboratory strain). 

 

Sept dilutions : 10, 20, 40, 60, 80, 100 et 120 µg/ml ont été préparées à partir d’une 

concentration de 1 mg/ml (extrait obtenu dans les conditions optimales d’extraction par 

ultrasons). Ces concentrations ont été utilisées afin de déterminer la CMI de notre extrait.  

 

Dans chaque puits, un volume de 200 µL de la dilution préparée et 10 µL d’inoculum 

ont été transférés. Un control négatif (bouillon M.H+ extrait) a été utilisé pour chaque 

microplaque afin de vérifier que l’extrait seul ne provoquait pas de turbidité (Figure 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 



   Chapitre III                                                                  Matériel et méthodes 

 

31 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Deux microplaques distinctes ont été utilisées : l’une pour les bactéries et l’autre pour 

la levure. Chaque test a été réalisé en duplicata.  

 
 

 Lecture des résultats 

Apres une incubation de 24 heures à 37 °C, une confirmation visuelle a été réalisée 

à l’aide d’un indicateur colorée MTT (3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-

diphényltétrazolium bromure), un sel tetrazolium initialement jaune, qui est réduit par les 

enzymes métaboliques des cellules vivantes en formazane, un compose de couler violette. 

Ce changement de couleur permet une évaluation colorimétrique de la viabilité 

microbienne  (Abdmouleh., 2020). 

 

6.2. Détermination de l’effet bactériostatique ou bactéricide 

Pour l’évaluation de l’effet bactéricide ou bactériostatique (fongicide ou 

fongistatique) de l’extrait de C. monogyna, des prélèvements ont été effectués à partir des 

puits correspondants à la CMI pour chaque espèce et ensemencés sur des boîtes de Pétri 

contenant de la gélose nutritive, suivi d’une incubation à 37°C pendant 24 heures. 

Les boites de Pétri qui montrent un développement bactérien (ou fongique) ce qui 

signifie un effet bactériostatique (ou fongistatique). Alors que, l’absence de la croissance 

bactérienne sur les boites de Pétri indique un effet bactéricide (ou fongicide).  
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Figure 7: Distribution des concentrations préparées et de l’inoculum au niveau de la 

microplaque 
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                                          Chapitre IV :   Résultats et discussion 

 

1. Taux d’humidité  

        La teneur en humidité de C. monogyna est représentée dans la Figure 8. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                       

 

        Le test d’humidité a été réalisé afin d’estimer la teneur en eau présente dans les 

feuilles de Crataegus monogyna. 

 

        Les résultats obtenus révèlent un taux d’humidité de 47,77 ± 1,55 % ce qui indique 

que la matière sèche constitue 52,23 % du poids total des feuilles. Cette teneur en eau 

relativement élevée souligne l’importance d’un séchage efficace pour assurer une bonne 

conservation des échantillons, tout en préservant leurs caractéristiques physicochimiques. 

 

         Selon l’étude de Boudraa et al. (2010), les teneurs en eau des fruits de C. monogyna 

et C. azarolus, récoltés en octobre dans les régions de N’Gaous et d’Aïn Touta (Wilaya de 

Batna), étaient de 35,52 ± 8,06 % et de 70,22 ± 3,40 %, respectivement. Ces variations 

peuvent s’expliquer par des différences liées à l’espèce, à la partie végétale étudiée, à la 

période et à la région de récolte, ainsi qu’aux conditions environnementales. 
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 Figure 8: Teneur en humidité de C. monogyna. 
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2. Taux de cendres 

 

       La teneur en cendres des feuilles de C. monogyna est représentée dans la Figure 9 

                        
Figure 9: Teneur en cendres de C. monogyna 

                               

 La teneur en cendres reflète la quantité totale de sels minéraux contenus dans les 

feuilles de Crataegus monogyna. Les résultats obtenus indiquent un taux de cendres de 

5,91±0,04 %, témoignant d’une présence notable de minéraux dans la matière végétale 

analysée. 

 

 Dans une étude menée par Boudraa et al. (2010), les teneurs en cendres des fruits 

de C. monogyna et C. azarolus, récoltés en octobre dans les régions de N’Gaous et d’Aïn 

Touta (Wilaya de Batna), ont été estimées à 4,10 ± 0,1 et à 5,00 ± 0,07 %, respectivement. 

 

 Les différences observées peuvent s’expliquer par divers facteurs, notamment 

l’espèce de Crataegus considérée, la partie étudiée (feuilles ou fruits), la région de 

prélèvement, ainsi que les conditions environnementales ayant influencé la composition 

minérale des échantillons (Boudraa et al., 2010). 
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3. Teneur en caroténoïdes 

 

 La teneur en caroténoïdes des feuilles de la plante étudiée est représentée au niveau 

de la Figure 10. 

                
Figure 10: Teneur en caroténoïdes de C. monogyna. 

                                                            

                                        

         L’extrait des feuilles de Crataegus monogyna présente une teneur en caroténoïdes de 

11,52 ± 0,43 mg de β-carotène/g MS. Ce taux révèle une concentration modérée en 

caroténoïdes, des composés naturels essentiels pour leurs propriétés antioxydantes et leur 

rôle protecteur contre le stress oxydatif. 

 

         À titre comparatif, Antonion et al. (2015) ont rapporté une teneur plus élevée au 

niveau des fruits de Crataegus mexican récoltés au Mexique, qui est de 26,4 ± 0,02 mg de 

β-carotène/g de poids frais. De même, Pérez-Lainez et al. (2019), dans une étude menée sur 

24 génotypes de Crataegus récoltés entre septembre et octobre 2016/2017 au Mexique, ont 

observé des concentrations maximales atteignant 42,35 μg/g de poids frais. 

 

          Les variations observées entre les différentes études peuvent être attribuées à 

plusieurs facteurs, notamment l’espèce de Crataegus, la partie végétale étudiée (feuilles ou 
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fruits), la méthode d’extraction utilisée, la période de récolte ainsi que les conditions 

environnementales et géographiques (Antonion et al., 2015 ; Pérez-Lainez et al., 2019). 

 

4. Optimisation des extraits de C. monogyna par ultrasons 

 

4.1. Optimisation séquentielle  

 

4.1.1. Optimisation du temps d’extraction 

 Le temps d’extraction a été varié de 5 à 60 minutes, le pourcentage en éthanol et le 

ratio (masse/volume) ont été fixés. Les teneurs en composés phénoliques obtenus par EAU 

ont été regroupés au niveau de la Figure 11.   

 

Figure 11: Effet du temps d’extraction sur la teneur en composés phénoliques 

 (Les différentes lettres a, b, c, d, e et f montrent une différence significative à p ≤ 0,05). 

 L’étude statistique (test LSD) montre qu’il existe des différences significatives des 

teneurs en composés phénoliques totaux lors de la variation du temps d’extraction, 

exception faite pour les temps d’extraction de 10 et 20 min qui donnent une TPT d’environ 

40 mg EAG/g MS.    
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 La plus faible teneur en TPT est obtenue à un temps d’extraction de 5 min, qui est de 

17,15 ± 1,17 mg EAG/g MS. Alors que, la plus forte teneur en TPT qui est de 49,84 mg 

EAG/g MS est obtenue à un temps d’extraction de 50 min.   

  D’après les résultats de l’optimisation du temps d’extraction nous avons fixé les 

bornes inférieur et supérieur à 5 et 55 min, respectivement. 

L’étude expérimentale montre que le temps d’extraction influence significativement 

la teneur en composés phénoliques totaux (TPT), sauf entre 10 et 20 minutes où les valeurs 

(~40 mg EAG/g MS) sont similaires. La TPT la plus faible (17,15 ± 1,17 mg EAG/g MS) 

est obtenue à 5 minutes, tandis que la plus élevée (49,84 mg EAG/g MS) est atteinte à 50 

minutes. Ces résultats sont cohérents avec les données bibliographiques, qui indiquent que 

Crataegus monogyna est naturellement riche en composés phénoliques, et que leur 

extraction est favorisée par un temps prolongé. 

4.1.2.Optimisation de la température d’extraction 

 Le pourcentage en éthanol, le ratio (masse/volume) et le temps d’extraction (50 min) 

ont été fixés. La température d’extraction a été variée de 25 à 65°C. Les teneurs en 

composés phénoliques obtenus par EAU ont été regroupés au niveau de la Figure 12. 

 

Figure 12 : Effet de la température d’extraction sur la teneur en composés phénoliques 

               (Les différentes lettres a, b et c montrent une différence significative à p ≤ 0,05). 
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L’analyse statistique à l’aide du test LSD révèle des teneurs proches en composés 

phénoliques totaux (TPT) en fonction de la température d’extraction entre 55 et 65°C et la 

même chose pour 35 et 45°C, à l’exception de la température de 25 °C, qui présentent des 

valeurs similaires, autour de 80 mg EAG/g MS. 

 

La teneur la plus faible en TPT, soit 33,53 ± 5,90 mg EAG/g MS, est observée à 45 

°C. En revanche, la teneur la plus élevée, atteignant 140,53 mg EAG/g MS, est enregistrée 

à 55 °C. 

 

 L’étude montre que la température d’extraction influence significativement la teneur 

en composés phénoliques totaux (TPT). La teneur maximale (140,53 mg EAG/g MS) est 

obtenue à 55 °C, tandis que la plus faible (33,53 ± 5,90 mg EAG/g MS) est observée à 45 

°C. Des valeurs similaires sont enregistrées entre 25, 35 et 45 °C d’une part, et entre 55 et 

65 °C d’autre part. Ces résultats sont en accord avec la bibliographie, qui indique qu’une 

température modérée favorise l’extraction des composés phénoliques, tandis qu’une 

température trop basse ou mal adaptée peut limiter leur libération ou entraîner leur 

dégradation. 

 

5. Optimisation des extraits de C. monogyna par le plan d’expérience  

     

 Le Tableau V présente le plan d’expérience mis en œuvre pour optimiser les 

conditions d’extraction par ultrasons, en tenant compte de trois variables indépendantes. Il 

rassemble également les résultats obtenus pour les trois réponses étudiées à partir des 

extraits de feuilles C. monogyna. 
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Tableau V: Plan d’expérience et résultats des réponses étudiées pour les extraits de C.  

monogyna obtenus par ultrason. 

Tests   
Temps 

(min) 

Temp 

(°C) 

EtOH 

(%) 
TPC (mg EAG/g MS) DPPH (µg/ml) TEAC (mmol/g MS) 

1* 30 50 50  101,89   ±   1,81  240,82 ±   0,73 88,44 ±  2,10 

2 5 45 50  76,75    ±   4,94  240,49   ± 0,23 66,20 ±  3,02 

3 55 50 100  77,52   ±    0,67  252,46   ± 2,22 60,91 ±  2,18 

4 30 45 0  8,35     ±     3,37  129,92 ±   5,31 37,20 ±  2,83 

5 5 55 50  81,47    ±    2,81  220,71 ±   0,56 65,82 ±  3,18 

6 55 55 50  116,93 ±    7,03  242,92 ±   0,23 84,10 ±  0,85 

7 30 55 100  57,41     ±    5,49  223,36   ± 0,00 62,72 ±  3,67 

8* 30 50 50  104,43   ±   1,46  242,76 ±   0,35 81,15 ±  1,73 

9 30 55 0  11,97    ±    0,00  189,41 ±   3,94 38,34 ±  3,98 

10 5 50 0  6,67     ±     0,41  114,56 ±   3,06 37,96 ±  2,07 

11 55 45 50  91,65   ±   3,38  227,56 ±   1,42 74,96 ± 2,38 

12 30 45 100  39,25   ± 2,55  257,79   ± 0,38 56,15 ±  3,56 

13 5 50 100  28,11   ±    3,67  261,19   ± 1,30 38,68 ±  3,43 

14 55 50 0  13,20   ±   8,83  180,84   ± 1,83 32,01 ± 3,54 

15* 30 50 50  108,91 ±   1,33  242,27   ± 0,20 85,63 ± 1,93 

 
* : Représente les points centraux  
 

5.1. Optimisation de la teneur en polyphénols totaux des extraits de C. monogyna 

  La teneur la plus élevée en polyphénols totaux des extraits de Crataegus monogyna 

a été obtenue sous les conditions d’extraction suivantes : 55 °C, 55 minutes et 50 % 

d’éthanol, avec une concentration de 116,93 ± 7,03 mg EAG/g de matière sèche. 

 

     À l’opposé, la teneur la plus faible a été enregistrée dans le test 10, correspondant à des 

conditions d’extraction de 50 °C, 5 minutes et 0 % d’éthanol, avec une teneur de 6,67±     

0,41 mg EAG/g MS (Tableau V). 
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La Figure 13 représente le diagramme de Pareto des composés phénoliques de C. 

monogyna 

 

               Figure 13 : Diagramme de Pareto des polyphénols de C. monogyna 

       L’étude statistique (Figure 13) montre que les trois variables indépendantes 

(pourcentage en éthanol, temps d’extraction et la température) ont un effet significatif 

positif sur la TPT. En effet, le % EtOH possède un effet significatif important par rapport 

à ceux du temps et de la température. De plus, l’effet quadratique du pourcentage en éthanol 

(CC) possède un fort effet significatif négatif sur la teneur en polyphénols totaux (TPT).            

Ainsi que l’effet quadratique du temps (BB) et de la température (AA) ont un faible effet 

significatif négatif.  

 

          La meilleure teneur en polyphénols totaux, estimée par le modèle (R² = 99,40 %), 

qui est de 121,28 mg EAG/g MS, obtenue dans les conditions optimales d’extraction : 

54,03 °C, 55 minutes et 62,45 % EtOH. 

 

  Le modèle mathématique proposé par le logiciel afin d’optimiser la TPT est comme 

suit : 

TPT (mg GAE/g) DM = -736.471 - 1.41346*Time (min) + 30.3472*Temp (°C) + 

2.1441*EtOH (%) - 0.00899733*Time (min) 2 + 0.04112*Time (min)*Temp (°C) + 

0.008576*Time (min)*EtOH (%) - 0.310133*Temp (°C) 2 + 0.01454*Temp (°C)*EtOH 

(%) - 0.0272313*EtOH (%) 2. 
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 Les résultats obtenus dans la présente étude montrent des teneurs relativement 

élevées en composés phénoliques dans les extraits de feuilles de C. monogyna. À titre de 

comparaison, Pliszka et al. (2016) ont rapporté des teneurs en composés phénoliques de 

41,8 ± 9,13 mg EAG/100 g de poids frais pour l’extrait d’acide citrique et de 17,0 ± 6,02 

mg EAG/100 g de poids frais pour l’extrait méthanolique à 80 %, issus des fruits de C. 

monogyna récoltés en Pologne. 

 De leur côté, Keser et al. (2014) ont évalué les teneurs en composés phénoliques 

totaux des extraits aqueux et éthanoliques des fleurs, feuilles et fruits de C. monogyna 

récoltés à Gaziantep, en Turquie. Les résultats obtenus montrent que les extraits aqueux et 

éthanoliques des fleurs contiennent des TPT de 72,54 ± 2,58 mg et 92,69 ± 1,87 mg de 

quercétine/g de poids sec, respectivement.  Alors que, les extraits aqueux et éthanolique 

des feuilles présentent une TPT de 106,24 ± 3,48 mg et 86,88 ± 1,85 mg de quercétine/g 

de poids sec, respectivement. Les valeurs obtenues avec l’extrait aqueux corroborent à 

celles obtenues dans notre étude à 30 min, 50 °C et 50% EtOH (points centraux), tandis 

que l’extrait éthanolique montre une valeur proche à celle de notre étude obtenue dans les 

conditions d’extraction de 5 min, 55°C et 50 % EtOH (Tableau V). De plus, les extraits 

aqueux et éthanolique du fruit montrent des teneurs de 70,58 ± 1,66 mg et 71,69 ± 1,45 mg 

de quercétine/g de poids sec, respectivement.  

 Par ailleurs, une étude menée par Abuashwashi et al. (2016) sur neuf échantillons 

des parties aériennes de C. monogyna récoltées à Madrid (Espagne), pendant la période de 

floraison a révélé que les teneurs en composés phénoliques des extraits méthanoliques 

varient entre 117,72 ± 0,01 et 204,29 ± 0,01 mg EAG/g d’extrait sec. 

 Ces différences significatives entre les études peuvent s’expliquer par plusieurs 

facteurs, notamment la partie de la plante analysée, la méthode et les conditions 

d’extraction (temps, température, solvant), mais aussi des facteurs liés à l’âge de la plante, 

à la période de récolte ou aux conditions environnementales (Abuashwashi et al., 2016 ; 

Keser et al., 2014 ; Pliszka et al., 2016). 
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5. 2.Optimisation de l’effet de piégeage du radical libre DPPH des extraits de C. 

monogyna  

  

 Les résultats présentés dans le Tableau V indiquent que les variables étudiées à 

savoir le temps, la température et le pourcentage en éthanol (%EtOH) influencent l'activité 

de piégeage du radical libre DPPH des extraits de Crataegus monogyna. 

  

 La capacité antioxydante la plus élevée, exprimée en effet de piégeage du radical 

DPPH a été obtenue dans les conditions suivantes : 5 minutes d’extraction, 50 °C et 100 % 

d’éthanol, donnant une valeur de 261,19 ± 1,30   µg EAG/ml. À l’inverse, l’effet de 

piégeage du radical DPPH le plus faible a été observé avec l’extrait obtenu après 5 minutes 

d’extraction, 50 °C et 0 % EtOH, avec une valeur de 114,56 ± 3,06   µg EAG/ml. 

 

 La Figure 14 représente le diagramme de Pareto pour le test DPPH.  

 

Figure 14: Diagramme de Pareto pour le test DPPH de l’extrait de C. monogyna 

 

 L’étude statistique montre que seule la variable concentration en éthanol (% EtOH) 

possède un fort effet significatif positif sur l’effet de piégeage du radical libre DPPH des 

extraits de C. monogyna. En revanche, les deux autres variables indépendantes étudiées, le 

temps d’extraction et la température, ne présentent aucun effet significatif sur cette activité 

(Figure 14) 
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     D’autre part, l’effet quadratique de la concentration en éthanol (CC) montre un effet 

de piégeage du radical libre DPPH significatif négatif, ce qui indique que l’augmentation 

du % EtOH entraîne une diminution de l’activité antioxydante. 

      Le modèle obtenu (R² = 97,17 %) propose que l’activité antioxydante maximale, 

mesurée par le test DPPH, soit de 284,26 µg EAG/ml, dans les conditions optimales 

suivantes : 5 min, 45 °C et 100 % d’éthanol. 

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

du radical libre DPPH est comme suit : 

          DPPH (µg/mL) = -593.094 - 2.09915*Time (min) + 25.4486*Temp (°C) + 

7.54598*EtOH (%) - 0.00551*Time (min) 2 + 0.07028*Time (min)*Temp (°C) - 

0.015002*Time (min)*EtOH (%) - 0.22345*Temp (°C) 2 - 0.09392*Temp (°C)*EtOH (%) 

- 0.0144975*EtOH (%) 2 

  Simirgiotis et al. (2013) ont rapporté que l’effet de piégeage du radical libre DPPH 

(IC50), des extraits de Crataegus monogyna est de 3,61 ± 0,01 µg/ml pour le fruit et de 

3,34 ± 0,38 µg/ml pour la partie aérienne. Par ailleurs, Abuashwashi et al. (2016) ont 

étudié neuf échantillons de parties aériennes de la même espèce, récoltés pendant la période 

de floraison en mai 2011 à Madrid (Espagne), et ont observé des valeurs de l’effet de 

piégeage du radical libre DPPH (IC50) comprises entre 2,67 ± 0,14 µg/ml et 3,76 ± 0,67 

µg/ml. 

  

 Pliszka et al. (2016) ont évalué l’effet de piégeage du radical libre DPPH des extraits 

d’acide citrique et méthanolique à 80 % de fruit de C. monogyna. Les pourcentages 

d’inhibition du radical DPPH sont de 90 % et 85 %, respectivement.  

5.3. Optimisation de la capacité antioxydante équivalente Trolox (TEAC) de  

C. monogyna  

  L’analyse des résultats (Tableau V) met en évidence que la capacité maximale de 

neutralisation du radical libre ABTS par l’extrait des feuilles de Crataegus monogyna est 
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de 88,44 mmol ET/g de matière sèche (MS), avec des conditions d’extraction de 30 min, 

50°C et 50 % d’éthanol.  

  

      À l’inverse, l’effet de piégeage du radical libre ABTS le plus faible a été observé dans 

les conditions d’extraction de 55 min, 50 °C, et 0 % EtOH, avec une valeur de 32,01 ± 3,54 

mmol ET/g MS (Tableau II) 

La Figure 15 représente le diagramme de Pareto pour le test ABTS.  

 

 

Figure 15: Diagramme de Pareto pour le test ABTS de l’extrait de C. monogyna 

         

  D’un point de vue statistique, le diagramme de Pareto (Figure 15) indique que le 

%EtOH et le temps ont un effet significatif positif sur l’effet de piégeage du radical libre 

ABTS. Par conséquent, les effets quadratiques du % EtOH et du temps possèdent un effet 

significatif négatif sur l’effet de piégeage du radical libre ABTS. 

  

        Selon le modèle de régression obtenu (R² = 98,81 %), les conditions optimales prédites 

pour un effet de piégeage maximal du radical ABTS (87,70 mmol ET/g MS) sont les 

suivantes : 40,92 min, 52,75 °C et 59,68 % d’éthanol. 

 

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

du radical ABTS est comme suit : 
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TEAC (mmol/g) DM = -251.84 - 0.12844*Time (min) + 11.7507*Temp (°C) + 

1.07881*EtOH (%) - 0.0148127*Time (min) ^2 + 0.01904*Time (min)*Temp (°C) + 

0.005636*Time (min)*EtOH (%) 0.121817*Temp (°C) ^2 + 0.00543*Temp (°C)*EtOH 

(%) - 0.0133702*EtOH (%) ^2 

 

 Keser et al. (2014) ont rapporté que les extraits aqueux des fleurs, des feuilles et des 

fruits mûrs de Crataegus monogyna, récoltés en Turquie, présentent un effet de piégeage 

du radical ABTS de 97,50 ± 0,57 %, 97,30 ± 0,82 % et 50,76 ± 0,66 %, respectivement. 

Les extraits éthanoliques issus des mêmes parties de la plante montrent également un fort 

effet de piégeage du radical ABTS, qui est de 97,90 ± 0,71 % pour les fleurs, 97,60 ± 0,46 

% pour les feuilles, et 52,50 ± 0,56 % pour les fruits mûrs. 

  

        Par ailleurs, Pliszka et al. (2016) ont évalué l’effet de piégeage du radical ABTS 

des extraits de l’acide citrique et méthanolique à 80 % de C. monogyna, avec des 

pourcentages d’inhibition de 52 % et 55 %, respectivement. 

 

5.4. Optimisation des réponses des surfaces multiples des extraits de Crataegus 

monogyna 

 Au niveau du Tableau VI sont regroupés les résultats prédites les résultats 

expérimentaux des réponses étudiées obtenus dans les conditions optimales d’extraction de 

l’extrait de C. monogyna par la méthode d’extraction assistée par ultrason qui sont : une 

température de 52,44°C, un temps d’extraction de 45,40min et un pourcentage de 62,16% 

en éthanol 

 

Tableau VI: Comparaison des valeurs expérimentales et prédites des réponses 

optimisées des extraits de C.monogyna 

Réponses Valeurs Obtenues Valeurs prédites %RSD 

TPT(mg EAG/g MS)  115,07  116,93  1,13  

DPPH (µg EAG/ml) 225,19  252,17  7,99  

ABTS (mmol ET/g MS) 84,59  87,35  2,27  
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 Le model propose un facteur de désirabilité de 0,97 % (Figure 16) avec une teneur 

en polyphénols totaux de 116,93mg EAG/g MS, un effet de piégeage du radical libre DPPH 

de 252,17µg EAG/ml et un effet de piégeage du radical libre ABTS de 87,35 mmol ET/g 

MS. Ces teneurs sont proches à celles trouvées dans l’expérimentale. Par conséquent le 

model proposé par le logiciel Statgraphics (52,44°C, 45,40min et 62,16%EtOH) est validé. 

 

 

 

 

 

6. Activité antibactérienne et antifongique de l’extrait brut de C. monogyna 

6.1. Diamètres des zones d’inhibition 

 

 L’extrait de feuilles de C. monogyna possède un potentiel inhibiteur sur la majorité 

des souches testées. Les diamètres des zones d’inhibition, de l’extrait de C. monogyna sur 

les souches testées, exprimés en millimètres, sont présentés dans le Tableaux VII.  

 

 

 

 

Figure 16: Schéma tridimensionnel de la surface de réponse des effets de temps et de température 

sur la désirabilité de l’extrait de C. monogyna obtenu par extraction assistée par ultrason. 
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Tableau VII: Diamètres des zones d’inhibition (DZI) en mm de l’extrait de C. monogyna 

sur les souches testées. 

Souches   DZI (mm) 

DZI de 

l’amoxicilline 

(mm) 

[5mg / 25ml] 

DZI de 

l’éconazole 

(mm) [1%]   

DZI de 

DMSO (mm) 

[100%]   

Salmonella 

enterica (G-) 
11±1,41 b 35 - 6 

Escherichia coli 

(G-) 
13±00 a 39 - 6 

Staphylococcus 

aureus (G+) 
12,5±0,70 a, b 35 

            -       

 
6 

Enterococcus 

faecalis (G+) 
6±00 c 33 - 6 

Candida albicans 12,5±0,71 a, b - 29 6 

   Les différentes lettres a, b et c montrent une différence significative à p ≤ 0,05 

    G - : Gram négatif ; G + : Gram positif  

 

L’extrait de la plante testée montre des diamètres des zones d’inhibition allant de 11 

à 13 mm L’étude statistique réalisée sur les DZI obtenus (test LSD), montre que l’extrait 

de C. monogyna possède le même effet antimicrobien sur Escherichia coli (ATCC 25922), 

Staphylococcus aureus (ATCC 6538) et Candida albicans (Laboratory strain) avec des 

DZI allant de 12,5 à 13 mm Alors qu’un DZI de 11 mm a été obtenu dans le cas de 

Salmonella enterica (Clinical strain). Par ailleurs, la souche Enterococcus faecalis (ATCC 

29212) est résistante à l’extrait de C. monogyna (Tableau VII). 

 

L’amoxicilline (contrôle positif antibactérien) a induit des diamètres de zones 

d’inhibition importants, variant entre 33 et 39 mm selon la souche bactérienne. Tandis que, 

l’éconazole (contrôle positif antifongique) a présenté un diamètre de zone d’inhibition de 

29 mm à l’égard de Candida albicans (Laboratory strain). Le solvant DMSO utilisé 

comme contrôle négatif n’a présenté aucune activité inhibitrice sur toutes les souches 

testées. Ce qui indique que l’activité antimicrobienne observée est bien due à l’extrait testé.  
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 Les résultats obtenus avec l'extrait brut de C. monogyna indiquent une activité 

antimicrobienne intermédiairement sensible selon l'échelle décrite par Mebarki (2010), 

qui classifie la sensibilité des souches aux différents agents antimicrobiens par le diamètre 

de la zone d'inhibition comme suit : 

Extrêmement sensible DZI >= 20 

Sensible 15 <= DZI >= 19 

Intermédiairement sensible 9 <= DZI >= 14 

Non sensible DZI <= 8 

Benguemma et Chellouf (2024), ont trouvé un DZI de 8 mm sur la souche C. 

albicans en utilisant l’extrait chloroformique de Medicago sativa. Ce DZI est inférieur à 

celui trouver dans notre étude sur la même souche.  

 

L’activité antibactérienne pourrait être attribuée à la présence de composés bioactifs 

tels que les flavonoïdes, les tanins et les acides phénoliques, connus pour leurs propriétés 

antimicrobiennes (Scalbert, 1991 ; Hatano et al., 2005 ; Shan et al., 2007). De plus, 

plusieurs chercheurs ont rapporté que C. monogyna est riche en polyphénols qui peuvent 

contribuer avec un fort pouvoir antioxydant et antimicrobien (Hamlaoui et al., 2015 ; 

Hamlaoui, 2018). En effet, l’hyperoside et la quercétine sont les composés phénoliques 

majoritaires isolés au niveau des extraits de C. monogyna (Seyed et al., 2015) et qui 

pourraient jouer un rôle clé dans l'effet antimicrobien de notre extrait. Ces flavonoïdes sont 

connus pour leur capacité à perturber la membrane cellulaire des bactéries et inhiber leur 

croissance (Seyed et al., 2015). 

 

 Enfin, l’effet antimicrobien de l'extrait de C. monogyna semble faible par rapport à 

celui des antibiotiques de référence, mais reste significatif, notamment vis-à-vis de S. 

aureus, d’E. coli, et de Candida albicans (Tableau VII). 
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 D'autres facteurs peuvent influencer l’effet antimicrobien de l'extrait, notamment la 

concentration utilisée, le protocole d’extraction et la polarité des solvants.  

 

6.2. Concentrations minimales inhibitrices (CMI)  

 

Après une réaction de 15 minutes du réactif MTT, les puits colorés en violet indiquent une 

croissance microbienne. En revanche, les puits ayant conservé leur couleur jaune indiquent 

un manque de la croissance microbienne. La CMI a ainsi été déterminée comme la plus 

faible concentration pour laquelle aucun changement de couleur n’a été observé, c’est-à-

dire la concentration la plus proche des cupules violettes, mais restant jaune. Le 

Tableau VIII représente les différentes CMI obtenues.  

 

Tableau VIII: Résultats des concentrations minimales inhibitrices obtenues 

Souches  CMI (µg/ml) 

E. coli 60 a 

S. aureus 60 a 

C. albicans 120 b 

Les différentes lettres a et b montrent une différence significative à p ≤ 0,05 

 

La Figure 17 représente les différentes CMI obtenues sur les souches testées 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

  

L’extrait brut des feuilles de C. monogyna a montré une activité antimicrobienne 

avec des CMI de 60 µg/mL dans le cas d’ Escherichia coli et de Staphylococcus aureus, et 

de 120 µg/mL dans le cas de Candida albicans.  

CMI 

E. coli 

 CMI 
S.aureus 

CMI 

C.albicans 

T- T- T- 

Figure 17: Concentrations minimales inhibitrices de l’extraits de C. monogyna à 

l’égard de E.coli, S. aureus et C. albicans 
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L’étude de Chaiebabi et al. (2011) portant sur les extraits aqueux de Punica 

granatum L. a rapporté une CMI de 780 µg/mL sur E. coli. Par ailleurs, Ayed et al. (2023), 

ont rapporté une CMI de 5 mg/mL sur E. coli, et une CMI de 40 mg/mL sur S. aureus, avec 

l’utilisation des extraits aqueux et méthanolique de Rubus fruticousus L. Selon 

Benguemma et Chellouf (2024) l’extrait chloroformique de la partie aérienne de 

Medicago sativa, montre une CMI de 6,25 mg/ml (soit 6250 µg/ml).  

Les différentes CMIs rapportées dans la littérature sont beaucoup plus importantes à 

celles trouvées dans notre étude. Ce qui indique que l’extrait de C. monogyna étudié 

possède une forte activité antimicrobienne à très faible concentration.   

6.3. Effet bactériostatique ou bactéricide  

 Suite à l’incubation des boites de Petri pendant 24h (Figure 18), une prolifération 

des microorganismes  a été observée sur toutes les boîtes. Ce qui indique que les CMIs 

obtenues ont un effet bactériostatique ou fongistatique, c’est-à-dire qu’il inhibe la 

croissance des micro-organismes momentanément.         

 

  L’extrait étudié possède un potentiel inhibiteur, mais son efficacité pourrait être 

améliorée par des tests à doses plus élevées ou une optimisation des méthodes d’extraction. 

En effet, l’activité inhibitrice ou bactéricide d’une substance végétale dépend de 

plusieurs facteurs tels que le mode d’extraction et la concentration en principes actifs 

(Wagner, 1993 ; Thangara et al, 2000). 

Figure 18: Evaluation de l’effet bactériostatique et fongistatique de l’extrait de C. 

monogyna 
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 Les résultats de cette étude montrent que les feuilles de C. monogyna est une source 

considérable en composés phénoliques et présente une forte activité antioxydante ainsi 

qu’une activité antimicrobienne modérée, ce qui confirme son utilisation dans la médecine 

traditionnelle.   

 

 Les teneurs en humidité, en cendres et en caroténoïdes retrouvées dans les feuilles de 

C. monogyna sont de 47,77 ± 1,55 % ; 5,91 ± 0,04 % et11, 52 ± 0,43 mg β-carotène/g MS, 

respectivement. 

 

 L’étude préliminaire a permis d’évaluer l’influence de deux paramètres essentiels, le 

temps et la température d’extraction sur la teneur en composés phénoliques totaux (TPT) 

des feuilles de C. monogyna. Les résultats montrent que la teneur la plus faible en TPT est 

de 17,15 ± 0,20 mg EAG/g MS, obtenue après 5 minutes d'extraction, tandis que la teneur 

la plus élevée atteint 49,84 ± 2,22 mg EAG/g MS après 50 minutes. Concernant la 

température, la plus faible teneur est enregistrée à 45 °C avec 33,53 ± 1,98 mg EAG/g MS, 

alors que la valeur maximale de 140,53 ± 1,13 mg EAG/g MS est observée à 55 °C. 

 

  Ces résultats ont a permis de fixer les limites inférieur et supérieur du temps et de 

la température qui sont de 5 à 55 min et de 45 à 55 °C, respectivement.  

 

  La plus forte teneur en polyphénols totaux qui est de 121,28 mg EAG/g MS, 

proposée par le plan d’expérience Box-Benken pour l’extrait de C. monogyna dont les 

conditions optimales sont : 54,03°C, 55min et 62,45 % EtOH. 

 

  Le plan Box-Benken propose le plus fort effet de piégeage du radical libre DPPH 

qui est de 284,26 µg EAG /ml de l’extrait de C. monogyna dont les conditions optimales 

sont : 5 min, 45 °C et 100 % EtOH. 
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  Le plus fort effet de piégeage du radical libre ABTS de l’extrait de C. monogyna 

est de 87,70 mmol ET/g MS, proposée par le plan d’expérience Box-Benken dont les 

conditions optimales sont : 40,92 min, 52,75°C et 59,68 % EtOH. 

 

  L’optimisation des réponses de surfaces multiples d’extrait de C. monogyna permis 

d’identifier les conditions optimales d’extraction qui sont : 52,44°C, 45,40 min et 62,16% 

EtOH. Ces dernières permettent d’avoir une teneur en polyphénols totaux de 115,07 mg 

EAG/g MS, un effet de piégeage du radical libre DPPH de 225,19 µg EAG/ml et un effet 

de piégeage du radical libre ABTS de 84,59 mmol ET/g MS. 

 

 L’extrait de C. monogyna montre le même effet antimicrobien sur les souches testés 

(E. coli, S. aureus et C. albicans) avec des DZI allant de 12,5 à 13 mm. En revanche la 

souche E. faecalis est résistante.   

 Une CMI de 60 µg/ml est obtenue sur E. coli, S. aureus, par contre une CMI de 120 

µg/ml est obtenue dans le cas de C. albicans.  De plus, les CMI obtenues montrent un effet 

bactériostatique et fongistatique sur les souches sensibles à notre extrait.  

  

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

 

 D’étudier d’autres facteurs et conditions qui pourraient influencer l’optimisation de 

l’extraction des molécules bioactifs telle que la fréquence des ultrasons. 

 Détermination de la composition chimique de l’extrait optimisé de C. monogyna par 

LC/MS, 

 Utilisation d'autres méthodes d'extraction (micro-onde), 

 Utilisation d’autres solvants d’extraction (méthanol), 

 Etudier d'autres parties de la plante (fleur, fruit, tige, racine), 

 Etudier d’autres activités biologiques (anti-inflammatoire, insecticide, 

anticancéreux…), 

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

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



 

 

 

 

Annexe 1 : Courbe d’étalonnage des caroténoïdes 

 

 

 

 

Annexe 2 : Courbe d’étalonnage pour la détermination des teneurs en polyphénols totaux 
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Annexe 3 : Courbe d’étalonnage de piégeage des radicaux libres ABTS 

 

 

 
 

Annexe 4 : Courbe d’étalonnage de piégeage des radicaux libres DPPH 
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Annexe 5 : Diamètres des zones d’inhibition de l’extrait des feuilles de C. monogyna sur 

les souches testées.  

 

 

 

  



 

 

 

 Annexe 6 : Étapes de la détermination du taux de cendres : Les photos montrent les 

creusets contenant les échantillons avant (A) et après incinération (C), ainsi que l'utilisation 

du four à moufle pour la calcination (B).  
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Annexe 7 : Extraction des caroténoïdes et leur séparation  



 

 

 

 
Résumé : Le but de ce travail est d’optimiser l’extraction des composés phénoliques et de l’activité 

antioxydante des feuilles de Crataegus monogyna, en utilisant une méthode d’extraction assistée par 

ultrasons combinée à la méthodologie de surface de réponse (RSM). Afin de déterminer les bornes inférieures 

et supérieures des variables indépendantes une étude préliminaire a été effectuée. Trois variables 

indépendantes ont été testées : la température (45, 50 et 55°C), la concentration en éthanol (0, 50 et 100 %) 

et le temps d’extraction (5, 30 et 55 min). Trois réponses la teneur en polyphénols totaux (TPT), le piégeage 

des radicaux libres DPPH et ABTS ont été déterminées. Par ailleurs, les taux d’humidité, de cendres et la 

teneur en caroténoïdes ont été déterminés. L’activité antimicrobienne de l’extrait de C. monogyna obtenu 

dans les conditions optimales d’extraction a été étudiée sur quatre bactéries : Escherichia coli (ATCC 25922), 

Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Salmonella enterica (Clinical strain), Enterococcus faecalis (ATCC 

29212) et une levure Candida albicans (Laboratory strain) avec la méthode de diffusion sur gélose Mueller 

Hinton, ainsi sept concentrations de 10 à 120 µg/ml de l’extrait ont été utilisées pour la détermination des 

concentrations minimales inhibitrices (CMI) des souches sensibles. Le taux d’humidité, de centres et la teneur 

en caroténoïdes des feuilles de C. monogyna obtenus sont 39,64±1,47% ; 7,65 ± 0,28 % et 14,08 ± 2,01 mg 

de β-carotène/g MS, respectivement. L’optimisation des réponses des surfaces multiples des extraits de C. 

monogyna a permis d’obtenir les conditions optimales d’extraction suivantes : 52,44 °C, 45,40 min et 62,16 

% en éthanol. Ces paramètres ont permis d’obtenir des TPT de 115,07 mg EAG/g MS ; un effet de piégeage 

du radical libre DPPH de 225,19 µg EAG/ml et un effet de piégeage du radical cationique ABTS de 84,59 

mmol ET/g MS. L’extrait de C. monogyna montre un faible effet antibactérien sur toutes les souches testées 

avec des diamètres des zones d’inhibition allant de 11 à 13 mm. En revanche, Enterococcus faecalis n’a 

montré aucune sensibilité vis-à-vis de l’extrait testé. Une CMI de 60 µg /ml a été obtenue sur les deux souches 

E. coli et S. aureus. Alors qu’une CMI de 120 µg /ml a été obtenue dans le cas de C. albicans. Par ailleurs, 

les CMIs obtenues indiquent un effet bactériostatique et fongistatique.  

 

Mots clés : ABTS, Activité antimicrobienne, Caroténoïdes, Crataegus monogyna, Concentration minimale 

inhibitrice (CMI), DPPH, Extraction assistée par ultrasons (EAU), Optimisation, Plan d’expérience (RSM) 

et Polyphénols. 
 
Abstract: The aim of this study was to optimize the extraction of phenolic compounds and antioxidant activity from 

Crataegus monogyna leaves using ultrasound-assisted extraction (UAE) method combined with response surface 

methodology (RSM). A preliminary study was conducted to determine the lower and upper bounds of the independent 

variables. Three independent variables were tested: temperature (45, 50, and 55 °C), ethanol concentration (0%, 50%, 

and 100%), and extraction time (5, 30, and 55 minutes). Three responses were measured: total phenolic content (TPC), 

DPPH free radical scavenging activity, and ABTS radical cation scavenging activity. Furthermore, the moisture content, 

ash content, and carotenoid content were determined. The antimicrobial activity of the C. monogyna extract obtained 

under optimal extraction conditions was evaluated against four bacterial strains :Escherichia coli ATCC 25922, 

Staphylococcus aureus ATCC 6538, Salmonella enterica (Clinical strain), Enterococcus faecalis ATCC 29212 and one 

yeast strain: Candida albicans (laboratory strain) using the Mueller-Hinton agar diffusion method. Seven extract 

concentrations ranging from 10 to 120 µg/mL were tested to determine the minimum inhibitory concentrations (MICs) 

of the sensitive strains. The moisture, ash, and carotenoid contents of C. monogyna leaves were found to be 

39.64 ± 1.47%, 7.65 ± 0.28%, and 14.08 ± 2.01 mg β-carotene/g dry matter (DM), respectively. Optimization of the 

multiple surface responses yielded the following optimal extraction conditions: 52.44 °C, 45.40 minutes, and 62.16% 

ethanol. Under these conditions, the extract showed a TPC of 115.07 mg GAE/g DM, a DPPH scavenging capacity of 

225.19 µg GAE/mL, and an ABTS scavenging activity of 84.59 mmol TE/g DM. The C. monogyna extract exhibited 

weak antibacterial activity against all tested strains, with inhibition zone diameters ranging from 11 to 13 mm. However, 

Enterococcus faecalis was not sensitive to the extract. MICs of 60 µg/mL were obtained for E. coli and S. aureus, and 

120 µg/mL for C. albicans. These MICs values suggest a bacteriostatic and fungistatic effect of the extract. 
 

Keywords: ABTS, Antimicrobial activity, Carotenoids, Crataegus monogyna, Minimum Inhibitory Concentration 

(MIC), DPPH, Ultrasound-Assisted Extraction (UAE), Optimization, Response Surface Methodology (RSM), Phenolic 

compounds. 


