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1. Introduction générale

Le sorgho (Sorghum bicolor L, Moench) a été cultivé pour I'alimentation humaine et animale
en Amérique, en Asie, en Australie et en Afrique. Cette céréale est considéree comme la
cinquiéme céréale la plus produite au monde aprés le blé, le riz, le mais et I'orge[2] . C'est
une culture d'une grande importance, en raison de sa capacité a pousser dans les régions
semi-arides tropicales et subtropicales du monde ou les précipitations sont insuffisantes et les
températures élevées predominent, ou d'autres céréales ont du mal a pousser. Le sorgho est
une «vraie » culture de printemps, qui est semée tardivement (mois de Mai) contrairement

aux orges de printemps ou pois protéagineux qui sont semés en février[3].

Actuellement avec I’amélioration en sélection, le nombre de variétés de sorgho identifiées se
chiffre a plus de 7 000. Ces variétés different par les caractéristiques des grains comme le
poids, la présence ou I’absence de testa, la couleur de I’endosperme, la teneur en composés
phénoliques[4] . La composition chimique du sorgho est trés similaire a celle du mais et du
millet dont les composants essentiels sont 1’amidon, les graisses, les protéines et les
polysaccharides non amylacés, c’est aussi une source de nutriments bioactifs comme la
vitamine B, les vitamines liposolubles (D, E, K). La plus forte concentration de composés
phytochimiques dans les grains de sorgho se trouve principalement dans le son et le
germe[5]. Les polyphénols dans le sorgho sont présents sous forme d’acides phénoliques, de
flavonoides et de tanins condensés[6]. Les grains entiers de sorgho ont des avantages clés
pour la santé, tels que I’activité de piégeage des radicaux libres, qui est associée a des
propriétés antimicrobiennes, a une réduction du stress oxydatif, aux activités anti-
inflammatoire et anticancéreuse[7].

En Afrique et en Inde, une partie importante est destinée a la consommation humaine car elle
constitue d’une source essentielle de vitamines, de minéraux, de protéines et
d’énergie[8].[9]. Cependant, dans les aliments, 1’utilisation du sorgho a été limitée, sauf pour
les aliments considérés comme traditionnels en raison de sa faible digestibilité[10]. De
méme, ’utilisation du sorgho pour améliorer la valeur nutritionnelle des aliments est réduite,
en raison de la présence de tanins (substances phénoliques), qui sont considérés comme
responsables de la diminution de la disponibilité des minéraux, de la faible digestibilité des

protéines et de I’amidon[11]. Pour améliorer les propriétés organoleptiques, nutritionnelles et



antioxydantes, avant de consommer des grains de sorgho, ils doivent étre transformés,
certaines méthodes incluent la cuisson, la germination et la

fermentation[12].

L’inflorescence du sorgho est une panicule qui botaniquement désigne une grappe ou les
leurs sont aux extrémités d’une structure porteuse ramifiée. Elle est constituée de branches
ou axes primaires, insérés sur la partie terminale de la tige appelée rachis. Ces axes primaires
présentent des axes secondaires et parfois des axes tertiaires qui portent les racémes. Chaque
raceme porte une ou plusieurs paires d’épillets, avec, par paire, un épillet sessile fertile et un
épillet pédicellé completement stérile ou portant seulement trois étamines. Seuls les épillets
fertiles terminaux des racémes sont accompagnés de deux épillets pédicellés stériles. Les
épillets fertiles portent généralement une seule fleur complete avec trois étamines et un
ovaire a deux stigmates.

L'extraction est une étape importante pour la récupération et 1’identification des composés
phénoliques a partir du matériel végétal. Elle est influencée par plusieurs facteurs qui
peuvent étre la nature chimique des composés (simples ou complexes), la méthode
d'extraction utilisée (extraction par solvants, par ultrason ...etc.) et le temps et les conditions
de stockage. L’extraction par ultrason a été prouvée pour accélérer I'extraction par solvant
des composés bioactifs a partir de plante. Elle offre beaucoup d’avantages tels que la
réduction des solvants, de la température et du temps d'extraction, ce qui est tres bénéfique
pour I'extraction de composés thermolabiles et instables [2].

En plus des facteurs mentionnés au-dessus d’autres peuvent également influencer 1'efficacité
de I’extraction, le rendement des polyphénols et I’activité antioxydante tels que le temps
d'extraction, la température d'extraction et le rapport solide-liquide. Ainsi, il est nécessaire
d’optimiser ces paramétres pour obtenir le maximum de ces composés phénoliques.

Traditionnellement, 1’optimisation a été réalisée en variant un seul facteur a la fois, les autres
restent constants. Cette méthode était laborieuse, couteuse et lente, y compris qu’elle ne
mettait pas en considération les interactions de divers facteurs, donc ne représentait pas les
effets complets des parametres sur la réponse. La méthode des surfaces de réponse (MSR)
peut surmonter ces difficultés. En outre, MSR nécessite un nombre réduit d'expériences et
moins de temps et de travail. La méthodologie de surface de réponse a été utilisée avec
succes pour modéliser et optimiser l'extraction de composés phénoliques de différentes

Sources.



De nombreux modéles ont été exploités pour I’optimisation de I’extraction tels que le plan
factoriel complet, plan de Plackett-Burman, plan de Taguchi, plan composite centré (CCD)
et plan de Box-Behnken. Parmi ces options, le plan Box-Behnken (BBD) est couramment
utilisé pour optimiser I'extraction des constituants bioactifs.
Terminologie
Facteurs sont des grandeurs supposées influer sur les variations des réponses.
Réponse est généralement notée y [9]. C’est une grandeur mesurable que 1’on observe
lorsqu’on fait varier les facteurs étudiés.
Espace expérimental est définie par un repére cartésien a deux ou plusieurs dimensions, cet
espace comprend tous les points du plan (facteurl x facteur2).S’il y a un troisi¢éme facteur, il
est représenté aussi par un axe orienté et gradué, et positionné perpendiculairement aux deux
premiers.

Domaine du facteur appelé aussi le domaine de variation du facteur est constitué de toutes
les valeurs comprises entre le niveau bas et le niveau haut.

Point expérimental est obtenu par I’intersection de deux niveaux (X1, X2) dans un espace
expérimental.

Domaine d’étude est défini comme étant 1’espace ou tous les points expérimentaux se
regroupent, ce domaine d’étude est délimité par les niveaux bas et haut de chaque facteur.

Plan d’expérience

Il est issu des méthodes mathématiques et statistiques appliquées a 1’expérimentation.

Présenté sous forme de matrice comportant autant de colonnes que de facteurs (m), et autant

de lignes que d’expériences (n), de niveaux ou de modalités retenus pour I’expérimentation.
De maniere générale, la méthode des plans d’expériences permet de déterminer et a

établir les liens existant entre 2 types de variables qui sont la réponse et les facteurs. Pour

cela, il faut établir un modeéle, exprimant la réponse en fonction des facteurs.

La méthode des plans d’expérience se repose sur deux principales utilisations qui sont :

» La technique du screening: C’est un outil qui permet de déterminer, parmi un
ensemble initial de facteurs, les éléments influents. Il s’agit donc d’un procédé de
sélection ou de criblage.

» La méthode des surfaces de réponse : Les réponses sont calculées en fonction des
facteurs jugés influents. C’est une étude quantitative car 1’objectif est de savoir

comment la réponse varie [8].



Surfaces de réponse

L’ensemble des points du domaine d’étude correspond a un ensemble de réponses qui se
localise sur une surface appelée surface de réponse

Le modéle de I'expérimentateur

Deux compléments doivent étre apportés au modéle purement mathématique.

- Le premier complément est le « manque d'ajustement (lack of fit en anglais). Ce
dernier représente I’écart entre le modele a priori choisi par I’expérimentateur et le
modéle réel qui régit le phénomene étudié. 1l y a un écart entre ces deux modeéles).

- Le second complément est la prise en compte de la nature aléatoire de la réponse. En
mesurant plusieurs fois une réponse en un méme point expérimental, les résultats
seront disperses. Cette différence est appelée erreur aléatoire ou expérimentale (pure

error en anglais).

Plan de Box-Behnken

Box et Behnken (1960) ont présenté un type de plan d’expérience pour des modeles du
deuxieme ordre et qui permet 1’estimation de certaines interactions [10].Tous les facteurs
comme I’indique le tableau 01 ont trois niveaux : -1, 0 et +1.

Applications du plan de Box-Behnken

Le plan de Box-Behnken est un outil qui est extrémement exploité pour 1’optimisation dans
différents secteurs notamment pour I’extraction des métabolites secondaires dans diverses
parties des plantes tels que les composés phénoliques, les alcaloides ou encore les huiles
essentielles. Cette optimisation via la méthode des surfaces de réponse a été étudiée par de
nombreux chercheurs qui ont fait usage Plan de Box-Behnken.

Les polyphénols sont aussi des substances ayant des propriétés antioxydantes trés
importantes, permettant de lutter contre la formation de radicaux libres en exces dans
I'organisme (substances qui vont favoriser le vieillissement cellulaire), ils possedent des
propriétés bénéfiques pour la santé[13].Les polyphénols présentent des propriétés
antioxydantes bien établies et en lien avec I’inhibition de 1’oxydation aussi bien dans le
domaine alimentaire (oxydation des lipides) que physiologique (stress oxydant), Ces
antioxydants agissent en bloquant ou inhibant a la fois la formation et la propagation des
radicaux libres[14].

Les tanins sont des substances phénoliques polymériques, de masse molaire compris entre
500 et 3000 [15]. lls ont été découverts pour la premiére fois en tant que composés

antinutritionnels, en raison de leur capacité a former des complexes avec des protéines et des

v



polysaccharides, due a la présence d’un nombre ¢levé de fonctions hydroxyles et empéchant
par la suite 1’absorption de ces derniers par I’organisme [16]. Parmi les propriétés des tanins
; ils ont la capacité de précipiter les alcaloides, la gélatine et d’autres protéines; ils sont
caractérisés par une saveur astringente [15] et sont solubles dans I’cau et les solvants
polaires. Ils sont subdivisés en deux groupes différents : les tanins hydrolysables et les tanins
condenses[17].

L'activité antioxydante des polyphénols peut étre évaluée in vitro et in vivo au moyen de
simples expériences, et en méme temps, I'éventuel effet pro-oxydant sur différentes
molécules peut étre évalué, L'activité antioxydante ne peut pas étre mesurée directement,
mais elle est déterminée par les effets de I'antioxydant pour contréler le degré d'oxydation. Il
existe diverses méthodes pour évaluer l'activité antioxydante. Certaines méthodes impliquent
une étape d'oxydation différente suivie par la mesure de la réponse, qui dépend de la

méthode utilisée pour évaluer I'activité[18].

Notre travail s'inscrive dans le cadre du programme de recherche du laboratoire des Sciences
fondamentales (LSF).

L'objectif général de mon travail est de trouver une meilleure combinaison des variables
indépendantes (temps, température, fréquence ultrasonique et rapport (S/L)) pour extraire le
maximum des composés phénoliques et obtenir un bon pouvoir antiradicalaire (DPPH) ou
méme temps, d’un déchais obtenue aprés le battage, nettoyage et vannage des panicules de
sorgho locale rouge (Sorghum bicolor L, Moench).

Notre manuscrit commence par une premiere partie bibliographique qui traite des généralités
sur le sorgho et sur les composés phénoliques, la deuxiéeme partie expérimentale dont
matériel et méthodes, résultats et discussion.

Enfin, le mémoire se termine par une conclusion générale qui résume ’essentiel des résultats
obtenus lors de ce travail et énonce par la suite des recommandations pour la suite de cette

recherche.
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2. Matériels et méthodes

2.1.Matériels et Produits chimiques

Les produits chimiques utilisés dans ce travail, sont d’un grade analytique élevé (tableau
2.1).

Tableau 2.1 : Produits chimiques et réactifs utilises dans ce travail.

Produits Firme

e le réactif folin-ciocalteu
e ['acide gallique

. - Sigma-Aldrich (Allemagne)
e |e carbonate de sodium anhydre

e dpphe (1,1-diphényl-2-picrydrazyl)
e acide chlorhydrique

o Tptz

e acetate de sodium Trihydrat

e le chlorure de fer (FeCl5)

e le méthanol - Honeywell Riedel-de Haén
(France)

e l'acide ascorbique (Vitamine C) - VWR Prolabo Trade

e e chlorure d'aluminium (AICI5) (Belgique).




2.2.Matériel végétal

Classification Botanique

Tableau 2.2 : Classification du sorgho[19]

Nom scientifique Sorgho bicolore (L)
Régne Plante
Classe Liliopsida
L’ordre Cyperales
Tribu Andropogoneae
Famille Poaceae
Races Bicolor

ol s Lad ) 5 )

L’échantillon de sorgho rouge (Sorghum bicolor L,Moench) utilisé dans cette étude a été

cultivé dans la wilaya d’Ain Salah (figure 2.1). La matiere végétale est préparée selon les

étapes suivantes:

a. Broyage : Les échantillons séchés sont broyés a 1’aide d’un moulin électrique.

b. Tamisage : Aprés broyage, une fine poudre est obtenue a 1’aide d’un tamis de

diametre de 250 pm.




A : panicule de sorghos B : Déchet de panicule de C : Matiere séche de déchet de
sorghos rouge panicule de sorghos

Figure2.1 : L’échantillon de sorgho

2.3. Méthodes

2.3.1. Méthodes d’extraction

Les composés phénoliques peuvent étre extraits par divers solvants et méthodes d'extraction.
L'extraction par solvantes est la méthode la plus commune utilisée pour isoler des
antioxydants naturels[20]. De nos jours, différentes techniques d'extraction novatrices ont été
développées pour I'extraction de composés phénoliques a partir de sources végétales. Parmi
ces méthodes on trouve I'extraction par bain ultrason qui offre un rendement élevé pour des
courtes périodes, une manipulation simple et une température réduite[21]. D’ou I’intérét de

I’utiliser dans nos travaux.

Afin d’optimiser les meilleures conditions pour 1’extraction des composes phénoliques des

sorghos rouge, deux étapes ont été procedées :

La premiere est de faire une analyse préliminaire pour trouver la valeur qui permet de donner
le maximum de rendement de I’extraction des composés phénoliques a partir des déchets de
panicule de sorghos rouge (Sorghum bicolor L,Moench) pour quatre parametres (le temps, la
température, la fréquence ultrasonique et le rapport (solide/liquide));



La seconde est d’exploiter les effets de variables indépendantes et leurs interactions dans
I’extraction des composés phénoliques pour optimiser les conditions d’extraction a I’aide de

la méthode des surfaces de réponse.

2.3.2. Analyse préliminaire

L'objectif de 1'étude préliminaire des conditions d’extraction a été de sélectionner a partir
d’un intervalle de chaque facteur. La valeur qui permet de donner le maximum de rendement
des composés phénoliques totaux, en variant I’un des quatre parametres étudiés et fixant les

trois autres et ainsi de suite, est notre cible. L’étude préliminaire a été répétée trois fois.

2.3.2.1. Temps d'extraction

0,5 g de poudre des déchets de panicule de sorghos rouge a été mélangée avec 10 ml de
méthanol pur et placée dans un appareil ultrasonique (DAIHAN Scientifique (Figure 1.9)). A
50Hz et une température fixée a 30°C avec un temps d’extraction qui varie de 5 a 40 min
avec un intervalle de 5 min, on réalise 1’extraction des composés phénoliques. Les extraits
obtenus sont filtrés puis quantifiés en composés phénoliques totaux et de méme, les activités

anti radicalaires sont testées.

2.3.2.2. Température d'extraction

AL’extraction est effectuée pour les différents échantillons dans les conditions suivantes : un
temps de 30 min et 50Hz Ultrasonique avec un rapport liquide/solide de (0,5g/10ml), a une
température qui varie de 30°C a 60°C pour un intervalle de 5°C. Tous les extraits ont été
filtrés puis les composés phénoliques totaux ont été quantifiés et de méme, les activités

antiradicalaires ont été éprouvées.

2.3.2.3. Fréquence ultrasonique

Adoption de parameétres fixes d'une période d'extraction de 30 min, de 0,5 : 10 g/ml, comme
rapport (solide/liquide) et une température 45°C, les échantillons ont été extraits a des
fréquences qui varient de 30 a 90Hz pour un intervalle de 10Hz, I’extraction a été exécutée.
L’extrait a été filtré puis les composes phéenoliques totaux ont été quantifiés, ainsi que les

activités antiradicalaires ont été expérimentées.



2.3.2.4. Le rapport solide-liquide

L’extraction a été effectuée en plusieurs séries de rapport solide-liquide dans un intervalle
(0,5:10 & 1 :80 g/ml), tandis que le temps, la fréquence et la température sont fixés a 45 min,
60Hz et 50°C, respectivement. Les extraits ont été filtrés, afin de quantifier les teneurs en

composés phénoligques totaux et de déterminer les activités antiradicalaires, respectivement

Analyse quantitative des composés phénoliques
L’étude phytochimique est réalisée sur

les différents extraits afin de déterminer les teneurs de différentes classes phyto-chimiques

contenues dans la plante étudiée. Il s’agit d’une analyse par spectrophotométrie UV-Visible.

2.4.1. Dosage des polyphénols totaux

Le principe de ce dosage est adapté par Singleton et Ross (en 1965) en utilisant le
réactif de Folin Ciocalteu. Ce dernier est un mélange de 1’acide phosphotunguestique
(H3PW1,040), et de 1’acide phosphomolybdique (H3PMo01,040) qui se réduit lors de
I’oxydation des phénols, en un mélange d’oxydes bleus du tungsténe (WgO,3) et molybdéne
(M0gO2s).

La coloration présente un maximum d’absorption a 760 nm dont I’intensité

proportionnelle & la quantité de composes phénoliques présents dans 1’échantillon [22].

Les quantités des composés phénoliques dans nos extraits sont calculées dans les mémes

conditions avec un standard suivant sa courbe d’étalonnage.

Les teneurs (MgAAG/g MS) en composés phénoliques totaux sont calculés par la formule
suivante :
Ae X f X Vieon

Teneur (mgEAG/gMV) = P X m < 1000 x 1000

Ae : absorbance de 1’échantillon ;
f : facteur de dilution ;

Vmeon - Volume de solvant (ml) ;



P : ponte de courbe d’étalonnage de 1’acide ascorbique ;

m : masse de I'échantillon (g).

> Protocole expérimentale de la courbe d’étalonnage

Une courbe d’étalonnage a été effectuée en utilisant 1’acide galligue comme standard
(Figure 2.2). Une gamme d’étalonnage a été préparée a partir d’une solution mére d’acide

gallique de différentes concentrations.

COOH

HO i OHI
OH

Figure 2.2: Structure de 1’acide gallique.

Le dosage des composés phénoliques totaux a été fait selon le protocole qui est schématisé

dans la figure suivante :

100 ul Acide galliaue

+500 pl réactif folin-ciocalteu (10 fois)

Aprés 2 min

+2 ml de Na,COj3 (2%)

Incubation a I’obscurité pendant 30 min a température ambiante

Lecture a 760 nm

Figure 2.3 : Protocole de dosage des phénols totaux.

Les extraits ont été traités de la méme maniére que I’acide gallique.



Une analyse quantitative est effectuée par la spectrophotomeétrie visible afin de calculer la
quantité en phénols totaux. Les valeurs de ces derniers pour chaque extrait ont été

déterminées a partir de la courbe d’étalonnage de I’acide gallique obtenue (voir figure 2.4).

Les résultats sont exprimés en mg équivalent en acide gallique par g de matiere séche (mg
EAG/g MV).

Acide gallique

R?=0,9986

ABSa760nm

o} 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3
concentration {mg/ml)

Figure 2.6: Courbe étalonnage de I'acide gallique.

Activité antioxydante
Il n'y a pas de méthode standard ou universelle qui puisse évaluer

avec précision la capacité antioxydante, comme I'ont montré plusieurs recherches[23].
Toutefois, ont souligné que I'évaluation d'une capacité antioxydante requiert des méthodes
distinctes d’une maniére autonome ou les mécanismes de transfert d'électrons uniques et
d'atomes d'hydrogeéne sont impliqués. Ainsi, I'évaluation actuelle a été réalisée en utilisant la

méthode couramment utilisées pour évaluer I'activité antioxydante DPPHe.

2.3.3. Evaluation de I’activité anti-radicalaire par le test DPPHe

Les antioxydants réagissent avec le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPHe<), un radical libre
pour le stabiliser. Le degré de décoloration indique le potentiel de piégeage en donnant I’ion

hydrogene du composé antioxydant présent dans la plante[24].



+ A-H o,N N—N + A"
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VIOLET JAUNE

DPPH

Figure 2.5: Structure de DPPH et sa réduction par I’antioxydant A-H.

Le radical DPPHe+ a une coloration violette foncée qui va se transformer en jaune pale
lorsqu’il est réduit par les composés antioxydants en lui donnant un proton ou un électron, ce
qui diminue son absorbance a 517 nm[25]. Le degré de décoloration indique le potentiel de

piégeage en donnant I’ion hydrogeéne du composé antioxydant présent dans la plante.

» Protocole de la courbe d’étalonnage de la vitamine C

A T’aide de la courbe d’étalonnage de la vitamine C, nous avons évalué¢ Dactivité
antioxydante des différents extraits. La capacité antiradicalaire est exprimée par le VCEAC
(mg EVC/g MV), définie comme la concentration en (g/l) / (mol/l) d’une solution de la
vitamine C ayant la méme capacité antioxydante d’une solution de 1(g/l) / (1 M) de ’extrait
étudié. 1 ml de chaque solution/ou extrait a été additionné a 1 ml d’une solution
méthanolique de DPPH (250 uM). Le mélange réactionnel est secoué immédiatement au
vortex, puis maintenu a 1’obscurité pendant 30 min a une température ambiante pour que la
réaction s’accomplisse. L’absorbance du milieu réactionnel a ét¢ mesurée a 517 nm contre
un blanc a 1’aide d’un spectrophotométre UV/Visible (SP-3000 nano). La vitamine C a été
utilisee comme un antioxidant standard pour les composés phénoliques (figure 2.6). Toutes
les mesures ont été effectuées en triple. Les pouvoirs antiradicalaires (PAR %) du radical

DPPH sont déterminés selon la formule suivante:



A0-Ae
PAR(%)= *100
A0

PAR(%)
P

VCEAC (mg EVC/g MV) = X f x "M%“OOO x 1000

Ao : absorbance du contréle (100 pl de méthanol et 1000 pl de DPPH) ;
Ae : absorbance de 1’échantillon ;

P : ponte de la courbe d’étalonnage de ’acide ascorbique ;

f : facteur de dilution ;

Vmeon - Volume de solvant (ml) ;

m : masse de I'échantillon (g).

Le courbe étalonnage de la Vit C est représenté comme suis :

test DPPH
100
R?=0,999

90

30

70

E 60
~
i

w50
T
A

a 40

30

20

10

0]

0 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005 0,006 0,007 0,008 0,009
concentration {mg/ml)

Figure 2.6 : Courbe d’étalonnage de la Vit C.



Matrice d’expériences Le modelé expérimental est base sur le plan Box-Behnken pour 4
facteurs: le temps (X1), la température (X2), la fréquence
ultrasonique (X3) et le rapport (solide/liquide) (X4) et & trois niveaux (-1, 0 et 1) dont les
résultats permettent de construire une surface de réponse. Le plan expérimental est constitué
de 84 essais répartis en 28 points factoriels dont 3 répétitions au centre afin de déterminer

I’erreur pure.

Sur la base des données expérimentales, un modéle polynomial de second ordre
correspondant au modéle Box-Behnken a été appliqué pour corréler la relation entre les
variables indépendantes et la réponse pour prédire les conditions optimisées. Le modele

quadratique a €té construit selon I’équation suivante [17]:

Y= Agt AXi+ BXo+ CXz+ DXys+ ABX Xo+ ACX; X3+ ADX X4 + BCX,X3+ BDXo X+
CDX3X4+A%X 1+ B®X,+ C*Xa+ D*X4 (Eq .1)

Y : représente la réponse ;

A : représente la valeur moyenne théorique de la réponse (interception) ;
ABCD : sont les coefficients des termes linéaire ;

A’B?C?D? : sont les coefficients des termes quadratiques ;

AB, AC, AD, BC, BD, CD: sont les coefficients des termes d’interaction.

Les résultats expérimentaux de 1’analyse préliminaire a un seul facteur ont été évalués par le
logiciel Excel 2007. Toutes les données ont été répétées trois fois afin de calculer la
moyenne. L'analyse de variance (ANOVA) a été utilisée pour la vérification de la
signification des coefficients du modele (p<0,05). Le test F et la valeur-p ont été utilisés
pour vérifier I'importance du coefficient de régression. L'adéquation du modéle a été

déterminée en évaluant le manque d'ajustement.
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2.4.Validation des conditions optimales d’extraction selon le profileur de

prévision

L'optimisation des conditions d'extraction a éte réalisée afin de maximiser le taux des
composés phénoliques (CPT), la capacité antioxydante (DPPHe) et 1’ensemble de leur
maximisation (CPT et DPPHe). Par conséquent, la procédure d'optimisation a été réalisée a
partir du calcul des dérivées des modeéles obtenus[26]. Dans cette partie, 1’objectif était de
vérifier la capacité prédictive du modele et de déterminer la meilleure combinaison des
conditions d’extraction. Le plan RSM est basé sur le logiciel Design-Expert 13 a permis
d’estimer les valeurs prédites par la valeur de désirabilité variant de 0 a 1 avec des valeurs
parfaites lorsque d =1 et des valeurs acceptables lorsque d > 0,7 [27].

Apres 1’obtention des extraits optimaux, nous avons déterming les teneurs en phénols totaux,
en tanins, ainsi 1’évaluation de leurs activités antioxydantes vis-a Vvis les tests : DPPHe pour
chaque extrait. Toutes les mesures ont été effectuées trois fois, et la lecture moyenne a été

enregistrée.

Dosage des tanins

Le principe de ce dosage est basé sur la précipitation des tannins dans les végétaux par la
polyvinyl polypyrrolidone (PVPP). Tout d'abord, les teneurs en phénols totaux sont mesurés
dans les extraits bruts. Dans une deuxieme étape, les tannins dans les extraits bruts sont
précipités avec la PVPP, puis on détermine les teneurs en composés phénoliques dans le
surnageant de I’extrait précipité par la PVPP. Les résultats sont ensuite soustraits des

phénols totaux dans I’extrait brut pour déterminer les tannins (mg EAG/g MV)[28].

La précipitation des tannins a été fait selon le protocole suivant :
Une masse de 100 mg de la PVPP, est solubilisée dans 1 ml d'eau distillée par agitation au
Vortex. On ajoute 1 ml d’extrait brut. Apres agitation, le mélange est conservé a 40 °C

pendant 10 min. on centrifuge 1’ensemble a 4 °C et a 3000 tr/min pendant 10 min.

11
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3. Résultats et discussions

3.1. Résultats de I’étude préliminaire sur les conditions d’extraction

Dans un test préliminaire, quatre facteurs (le temps, la température, la fréquence et le rapport
solide/liquide) qui influent sur les teneurs en composés phénoliques et sur D’activité
antioxydante des déchets des panicules de sorghos local rouge (Sorghum bicolor L,Moench),
ont eté étudiés afin de sélectionner la valeur la plus importante de chaque facteur qui
correspond aux teneurs en composés phénoliques et en VCEAC les plus éleveées et de choisir
par la suite le domaine expérimental des facteurs incluant dans le MSR. Les niveaux de
chaque variable sont des valeurs différentes donnant des codes -1, 0 et +1 de variable

auxquels les expériences doivent étre exécutées.

3.1.1 Temps d'extraction

Le temps d'extraction est un parametre tres important car il a une influence sur le contact
entre le solvant et la matiére solide[29].Les niveaux de la variable indépendante du temps
(X1, min) ont été choisis apres avoir fait varier la durée de I'expérience ultrasonore de 5 a 40
min (figure 3.7), tandis que d'autres facteurs ont été définis comme suit: le rapport
liquide/solide était de 10:0,5 ml/g, la température était de 30°C et la frequence ultrasonique
50Hz ; dans chaque expérience, la teneur en CPT a été mesurée avec I'évaluation de pouvoir

antioxydant.
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=
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TPC (mgEAG/gMS)
=
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DPPHe(mgEAA/gMS)
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temp (min)

0 20 40 60
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Figure 3.7 : étude préliminaire sur le parametre temps d’extraction par a : CPT, b : test
DPPHe.
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Les résultats ont montré que la CPT et le VCEAC ont augmentées de maniére
significative lorsque le temps optimum est de 30 min ou la valeur de la CPT et de VCEAC
les plus élevées sont de 17,77 et 2,77 (mg EVC/g MV), respectivement. Cela pourrait
s'expliquer par le fait que la durée d’extraction présente un effet positif sur le CPT et sur le
VCEAC en donnant une chance a la pénétration complete du liquide, a la libération et a la
dissolution de différentes substances des matiéres premieres. Aprés 30 min, la diminution du
TPC et de VCEAC peut étre due aux temps d'extraction plus longs qui augmentent
I'oxydation des composés phénoliques. De plus, l'influence d'une longue exposition aux
ondes ultrasonores donne lieu a la dégradation des composés phénoliques. Sur la base des
résultats, les niveaux de la variable indépendante de temps (X1) sont 30 min avec -1=25 min
et +1=35 min.

3.1.2. Température d’extraction

Il a été constaté que la chaleur améliore la récupération des composes phénoliques[26]. La
(figure 3.8) montre I’effet de la température d'extraction (de 30 a 60°C) sur la teneur des
composés phénoliques totaux et 1’activité antioxydante des déchets de panicule de sorghos
local rouge (Sorghum bicolor L,Moench). Les autres conditions d'extraction ont été fixées
comme suit : le temps (30 min), le rapport (S/L) (10:0,5 ml/g) et fréquence ultrasonique est
de 50Hz.

TPC (mgEAG/gMS)

d

18,5 b

18 —~ 2,95
17,5 r\ S 2 |

r m

17 / z |

\ . : 2o

16,5 R |

16 \ |\ £ 55 L3
155 gV T oo\

15 & 26
14,5 a 20 40 60 80

20 40 60 80 Températur °C
Températeurs°C

Figure 3.8: étude préliminaire sur la Tempeérature d’extraction par a : CPT, b : test DPPHe.
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Les résultats ont montré que les valeurs de CPT et de VCEAC ont augmentées de maniere
significative lorsque la température atteint 45°C avec des valeurs les plus élevées de 17,93
(mg EAG/g MV) et 2,923(mg EVC/g MV) de la CPT et VCEAC, respectivement. Ces
résultats pourraient s'expliquer par le fait qu'une température adéquate plus élevée améliore
la solubilité des substances ciblés dans le solvant, assure une meilleure diffusion et améliore
un bon transfert de masse [19]. ’augmentation de la température améliore les rendements
grace a une extraction par solvant améliorée, a la fois grace a des coefficients de diffusion
plus élevés et a une plus grande solubilité des composés[31]. Cependant, il convient de noter
que les tempeératures élevées peuvent également conduire a la décomposition des composés
phénoliques déja extraits, I'application d'une température supérieure a 45°C diminue le CPT
et le VCEAC. Cette temperature ultrasonore critique peut rompre les liaisons chimiques
entre les atomes et faciliter la destruction des molécules phénoliques [32]. Sur la base des
résultats, les niveaux de la variable indépendante de température (X2) sont 45 °C avec
-1=40°C et +1=50°C.

3.1.3. Fréquence ultrasonique

Il a été constaté que la fréquence améliore la récupération des composés phénoliques.
La (figure 3.9) montre clairement I’influence de la fréquence ultrasonique sur la teneur des
composés phénoliques totaux et sur [’activité antioxydante des déchets de panicule de
sorghos local rouge (Sorghum bicolor L,Moench). Les autres conditions d'extraction ont été
fixées comme suit : le temps (30 min), la température 45°C et le rapport (S/L) (10:0,5ml/qg).

a b
19 __ 3
Iy v
1751
2,9 £
> 18 %
%) <28
3 IRYV.2 3 2,7
oo o 2, L
E £
g 10 T26
T 15 E 2,5
0 50 100 a 20 70 120
fréquence (HZ) fréquence HZ

Figure 3.9 : étude préliminaire sur le parametre fréquence ultrasonique d’extraction par a:
TPC, b : test DPPHe.

Les résultats ont montré que la CPT et le VCEAC ont augmentées de maniére significative

lorsque la fréquence ultrasonique optimum est de 60 Hz ou la valeur de la CPT et de
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VCEAC les plus élevees sont de 18,137 et 2,949 (mg EVC/g MV), respectivement. Cela
pourrait s'expliquer par le fait que la durée d’extraction ultrasonique présente un effet positif
sur le CPT et sur le VCEAC en donnant une chance a la pénétration compléte du liquide, a la
libération et a la dissolution de différentes substances des matiéres premieres. En effet, le
taux de ces composés est proportionnel a ’activité anti-radicalaire, Par conséquent, nous
notons que les valeurs se situent a peu prés dans la méme plage[24], il a donc été considéré
que la valeur maximale pour de fréquence ultrasonique est 60Hz avec les valeurs -1=50 Hz
et +1= 70 Hz.

3.1.4. Rapport solide-liquide

De nombreuses études indiquent que Le rapport liquide/solide peut affecter le processus
d'échographie extraction et doit donc étre pris en considération[33].L’effet du rapport solide-
liquide sur I'extraction des composés phénoliques des déchets de panicule de sorghos local
rouge (Sorghum bicolor L,Moench), a été évalué a l'aide de onze rapports (10 :0,5, 15 :0,5,
20:0,5, 25:0,5, 30:0,5, 40 : 0,5, 50 :0,5, 60 :0,5, 70 :0,5, 80 :0,5, 90 :0,5 ml/g) sur une

période d'extraction de 30 min, & 45 ° et fréquence 60Hz.

a b
130
120 & 4
< 110 a 2 R
] w35
S~ ~— ]
& 100 4 b \
v 90 S A S 3 2
80 4 I 25
70 a
60 °
0] 50 100 0 50 100
Rapport solide-liquide {ml/g) rapport liquide/solide (g/ml)

Figure3.10 : étude préliminaire sur le volume d’extraction par a : CPT, b : test DPPHe.

Les résultats ont montré que la CPT et le VCEAC ont augmentées de maniére significative
lorsque le rapport optimum est de 0,5 : 25 (g /ml) ou les valeurs de la CPT et de VCEAC les
plus élevées sont de 122,86 et 3,747 (mg EVC/g MV), respectivement. Cela pourrait

s'expliquer par le fait que la durée d’extraction présente un effet positif sur les CPT et sur le
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VCEAC en donnant une chance a la pénétration complete du liquide, a la libération et a la
dissolution de différentes substances des matieres premieres. Aprés 30 min, la diminution du
CPT et de VCEAC peut étre due aux temps d'extraction plus longs qui augmentent
I'oxydation des composés phénoliques. La différence observée au niveau de D’activité
antioxydante est certainement liée aux taux des polyphénols dans les extraits[24]. 1l a donc
été considéré que la valeur maximale pour Le rapport liquide/solide est 0,5:25 (g/ml) avec
les valeurs -1= 0,5 :20 (g /ml) et +1= 0,5 :30 (g/ml).

3.2.  Domaines expérimentaux des facteurs

Les quatre facteurs (le temps, la température, la fréquence ultrasonique et le rapport
solide/liquide) influant sur l'efficacité de I'extraction des composés phénoliques sont des
facteurs continus et quantitatifs, c’est-a-dire qu’on peut maitriser le réglage, et qui peuvent
adopter toutes les valeurs numeériques réelles dans un intervalle choisi. Ainsi, le (tableau3.3)

présente les facteurs et leurs domaines de variation.

Tableau 3.3 : Les domaines expérimentaux des facteurs étudiés dans 1’optimisation des
composés phénoliques

Niveaux
Variables 1 0 +1
Temps (min) X1 25 30 35
Température (°C) X 40 45 50
Fréquence ultrasonique(Hz) X3 50 60 70
Rapport (Sol/Liq) (g/ml) X4 20 25 30

3.3.  Optimisation des conditions d'extraction

La méthode des surfaces de réponse a permis de déterminer une relation d’approximation
entre les variables d’entrée (temps, rapport solide-liquide, fréquence et température). Cette
relation est formulée par un polynome de second degré. Ce dernier permettra d’optimiser les
parametres de la réaction d’extraction afin d’atteindre des réponses souhaitables. Pour
optimiser le processus d'extraction des composés phénoliques totaux a partir des déchets de

panicule de sorghos locaux rouges, Les valeurs de plage et de point central des trois
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variables indépendantes étaient basées sur les résultats expérimentaux préliminaires, ont été
choisis comme condition centrale de la matrice expérimentale de Box-Behnken. Les teneurs
en phénol totaux et en VCEAC (DPPHe) ont été sélectionnées comme réponses pour la

combinaison des variables indépendantes comme indiqué dans le (tableau3.4).

Les résultats obtenus montrent que le modele expérimental correspond bien au modele
théorique. De plus, il a été observé que le CPT variait de 8,228 a 12,06 mg EAG/0,5 g MV.
Le niveau maximal a été trouvé dans les conditions expérimentales suivantes: une
température de 40°C, un temps d'extraction de 30 min, une fréquence 70 Hz et un rapport de
(30:0,5 ml/g). Une plage modérée de DPPHe a ¢également été trouvée
1,57292 (mg EVC/g MV) et le point maximal 3,674 (mg EVC/g MV) a été obtenu lorsque
les conditions utilisées sont : une température de 45°C, un temps d'extraction de 35 min, une

fréquence 60 Hz et un rapport de 0,5:25 g/ml.
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Tableau 3.4 : La matrice expérimentale de Box-Behnken pour quatre facteurs (Xi, Xz, X3 et
X4) et leurs réponses la moyenne des composés phénoliques totaux (CPT) et VCEAC
(DPPHe) exprimé en (mg/g MV).

EXP. Facteurs Réponse
X1 X2 X3 X4 CPT DPPH-
(min) (C% (Hz) (ml) (mgAG/gMV) | (mgEVC/gMV)

1 1 0 -1 0 10,237 3,028
2 0 1 -1 0 10,907 3,371
3 1 0 0 -1 8,6110 1,801
4 0 0 -1 1 12,060 3,204
5 0 -1 0 1 11,170 3,493
6 -1 0 -1 0 9,400 2,862
7 0 1 0 1 9,763 3,600
8 1 0 0 1 10,364 3,674
9 0 0 -1 -1 8,702 1,572
10 0 0 0 0 8,907 3,436
11 -1 -1 0 0 8,228 3,432
12 1 -1 0 0 11,150 3,074
13 0 0 0 0 8,932 3,660
14 -1 0 0 1 9,024 3,339
15 1 0 1 0 9,547 3,560
16 -1 0 0 -1 8,570 3,291
17 0 0 0 9,854 3,338
18 -1 1 8,995 2,962
19 0 -1 -1 0 10,350 2,500
20 -1 0 1 0 8,775 3,141
21 0 0 1 -1 8,922 2,998
22 0 -1 0 -1 8,750 3,095
23 0 0 1 1 8,929 3,594
24 0 1 1 0 8,750 3,353
25 0 1 0 -1 9,112 2,825
26 1 1 0 0 9,420 3,298
27 -1 1 0 0 9,657 3,100
28 0 0 0 0 9,430 3,216
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Ces valeurs prévisibles sont plus proches des valeurs expérimentales indiquant la pertinence

du modele.

Des équations de régression multiple suivantes ont été obtenues a partir de modele (Eg. 01)
en intégrant les variables indépendantes (X1, X2, X3 et X4) et leurs coefficients indiqués
dans le tableau 3.6:

e TPC:
Y= 9,28 + 0,472 X; — 0,065 X, + 0,735 X3 — 0,650X, — 0,789X; X, +0,324 X; X3 -
0,016X1X4— 0,487X,X5— 0,217 XoX4 — 0,837 XX, — 0,070X1% +0,323X,° +0,030X3% +
0,261X 42 (Eq.2).

e DPPH-:
Y= 3,43- 0,060X; + 0,825X,+ 0,443X3+ 0,255X,+ 0,139X1Xo+ 0,456X1 X3 +0,063X1X4
+0,094X,X3-0,120X,X4-0,258X35X4-0,0103X12-0,040X,%-0,242X5°-0,284X,*>  (Eq .3).

Le coefficient de détermination (R?) mesure 1’adéquation entre le modéle issu d’une
régression multiple et les données expérimentales observées [34]. 1l est de ’ordre de 0,91et
0,79, signifiant que uniquement 9% et 21% des variations n’ont pas été expliquées par les
modéles pour CPT et DPPH" respectivement (Tableau 3.5). Plus le R? est proche de 1, plus
le modéle expérimental correspond aux données réelles. Cependant, si la valeur de R? est
faible, indique que certaines variables importantes n’ont pas été prises en compte dans le
modéle [35]. Le R? ajusté est une version modifiée du R?, il est ajusté pour tenir compte du
nombre de variable dans le modéle. L’analyse de la variance des CPT et DPPHe a donné une

valeur de R2 (ajusté) de 0,82 et 0,57 respectivement. R2 ajusté est toujours inférieur au R2.

Tableau 3.5 : L'analyse de la variance des modeles polynomiaux du second ordre.

Défaut

Régression R? R? (ajusté) Rapport F Valeur-p d’ajust.
du modéle (valeur-p)

Y cpr 0,9153 0,824 10,03 <0,0001 0,7031

Y DbppH- 0,7955 0,5753 3,61 0,0132 0,1544

La valeur-p a été utilisé pour verifier la signification de chaque coefficient, elle est inférieure
a 0,05 ce qui indique que ces modeéles sont significatifs et que I'équation de régression

s'adapte trés bien a la situation réelle reflétant la relation entre I'extraction des composés
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phenoliques et les conditions d'extraction (temps, rapport solide-liquide et température)[34].

En outre, le défaut d'ajustement (p> 0,05) renforce également la fiabilité et 1’adéquation des

modeles[36]. Les valeurs-p du défaut d’ajustement sont de 0,4 et 0,15 pour CPT et DPPHe,

respectivement, ce qui implique que I'ajustement de ces modeles est adéquat pour décrire les

données expérimentales (Tableau 3.6).

Tableau 3.6 : Coefficients de régression et leurs significations statistiques.

Terme Coefficients Erreur standard Valeur-p
CPT

A 0,472 0,114 0,001
B -0,065 0,114 0,577

C 0,735 0,114 < 0,0001

D -0,650 0,114 < 0,0001
AB -0,789 0,199 0,001
AC 0,324 0,199 0,126
AD -0,016 0,199 0,930
BC -0,487 0,199 0,029
BD -0,217 0,199 0,295
CD -0,837 0,199 0,001
A? -0,070 0,162 0,670
B? 0,323 0,162 0,067
c? 0,030 0,162 0,852
D? 0,261 0,162 0,131

Test DPPHe

A -0,060 0,093 0,524
B 0,082 0,093 0,391
C 0,443 0,093 0,000
D 0,255 0,093 0,016
AB 0,139 0,161 0,400
AC 0,456 0,161 0,014
AD 0,063 0,161 0,701
BC 0,094 0,161 0,568
BD -0,120 0,161 0,469
CD -0,258 0,161 0,132
A? -0,103 0,131 0,447
B? -0,040 0,131 0,765
C? -0,242 0,131 0,088
D? -0,284 0,131 0,049

Significatif avec p<0,05. (*) valeur-p inférieur a 0,01.

21



3.4. Analyse des diagrammes des surfaces de réponse

Les diagrammes de surface de réponse tridimensionnelle (a, b,c,d,e et f de la figure 1)
illustrent la relation entre la teneur de CPT de déchet de panicule de (Sorghum bicolor
L,Moench) et deux variables expérimentales (temps d’extraction , température d’extraction,

fréquence ultrasonique et le rapport solide-liquide) et les deux autres facteurs fixes .

L’effet des variable sur la teneur TPC :

Les quatre variables ont une influence indépendante sur la teneur des CPT. La température
d’extraction a eu un effet trés faible cela est di majoritairement au terme linéaire et
quadratique de la température d’extraction (B,B?), ce qui explique les formes des surfaces de
réponse (a, d et e de la figure3.17). Le temps d’extraction a démontré un moins d’influence
sur la teneur des CPT, cela est di majoritairement au terme linéaire et quadratique des
tempes d’extraction (A et A%), ce qui explique les formes des surfaces de réponse (a, b et ¢
de la figure3.17). La fréquence ultrasonique a un effet tres important sur la teneur des CPT,
cela est dii majoritairement au terme linéaire de la fréquence ultrasonique (c) et I’effet
quadratique (c®) (figure 3.17 diagrammes c, e et f). Le rapport solide-liquide a démontré une
influence prononcée sur la teneur des CPT de maniére linéaire et quadratique (C et C?), oul le
solvant s’introduit dans les cellules permettant aux composés phénoliques de se libérés dans
I’extrait[37], ceci est présenté dans les formes des surfaces de réponse (b, d et f de la figure
3.17).

Une quantité plus élevée a été produite a un rapport solide-liquide entre 1 :30 a 1 :35 (g/ml),
a une fréquence ultrasonique d’extraction compris entre 50 et 55Hz, a un temps d’extraction

compris entre 30-35 min et a des températures situees entre 40 a 45°C.

De ce qui précede, le rapport solide-liquide a joué un effet le plus important dans 1’extraction
des composés phénoliques CPT, suivi de la fréquence ultrasonique puis le temps d’extraction

et faiblement la température d’extraction
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Figure 3.11: Diagramme de surface de réponse montrant I’effet du déférant variable sur les CPT
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L’effet des variable sur DPPHe:

Les diagrammes de surface de réponse tridimensionnelle (a, b,c,d,e et f de la figure 2)
illustrent la relation entre le DPPHe de déchet de panicule de (Sorghum bicolor L,Moench) et
deux variables expérimentales (temps d’extraction , température d’extraction, fréquence

ultrasonique et le rapport solide-liquide) et les deux autres facteurs fixes .

Les quatre variables ont une influence indépendante sur la réponse DPPHe, le temps
d'extraction a eu un effet trés faible ce qui explique les formes des surfaces de réponse
(a, b et ¢ de la figure3.18) qui sont principalement dues aux termes linéaires et quadratiques
(A, A% de temps d’extraction. La température d’extraction a un effet beaucoup plus
important que I’effet de temps d’extraction, cela est di majoritairement au terme linéaire (B)
et I’effet quadratique de la température d'extraction (B?) (eq3). La fréquence ultrasonique a
un effet trés important sur le DPPHe ce qui explique les formes des surfaces de réponse
(c, e et f de figure3.18) qui sont principalement dues aux termes linéaires et quadratiques (C,
C?) de la fréquence ultrasonique d’extraction. Le rapport solide-liquide a démontré une
moins d’influence sur le DPPHe cela est dii majoritairement au terme linaire du rapport
solide-liquide (D) et I’effet quadratique de (D?) ce qui explique les formes des surfaces de
réponse (b, d et f de figure3.18).

Une quantité plus élevée a été produite a un temps d’extraction compris entre 30 et 35 min,
a des températures situées entre 40 et 50°C, a une fréquence ultrasonique d’extraction

compris entre 60 et 65 Hz et a un rapport solide-liquide entre 0.5:30 et 0.5:35 (g/ml).

De ce qui précéde, la température d’extraction a joué un rdle le plus important dans
I’extraction des antioxydants vis-a-vis le test DPPHe, suivi par I’effet de la fréquence
ultrasonique, ensuite I’effet du rapport solide-liquide et enfin, faiblement 1’effet de temps

d’extraction.
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Figure 3.12: Diagramme de surface de réponse montrant I’effet du déférant variable d’extraction sur

le DPPH-
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3.5. Validation des conditions optimales d’extraction selon le profileur de
prevision

3.5.1. Les conditions optimales pour les CPT

Les conditions optimales pour les CPT, sont les suivantes, un temps d’extraction de
31,921min, un rapport solide-liquide de 34,728(ml/g), frequence 50,627HZ et une
température d’extraction de 42,171°C. Les réponses prévues pour la combinaison optimale
sont CPT= 12,427 (mg EAG/g MS), avec une desirabilité de 1. Le résultat obtenu était
proche de celui attendu CPT= 12,406 (mg EAG/g MS). soulignant que le modele proposé
pourrait étre utilisé pour prédire la valeur de réponse[1]. Les résultats de I'optimisation sont

présentés dans la (figure 3.13).

A:t (min) B: T (C°) C:V (ml) D: f (hz)

Desirability

Pt(mg/g)

Figure 3.13: Combinaison optimale pour une meilleure extraction des CPT.

3.5.2. Les conditions optimales pour les DPPH'

Les conditions optimales pour les DPPH, (figure 3.14) sont les suivantes, un temps
d’extraction de 33,826min, un rapport solide-liquide de 30,262(ml/g), fréquence 60,645Hz et
une température d’extraction de 46,077°C. Les réponses prévues pour la combinaison
optimale sont DPPHe= 3,706 (mg EVC/g MV), avec une désirabilité de 1. Le résultat

obtenu était proche de celui attendu DPPHe = 3,701 (mg EVC/g MV). Soulignant que le
modele proposé pourrait étre utilisé pour prédire la valeur de réponse.
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Figure 3.14 : Combinaison optimale pour une meilleure activité antioxydant DPPHe.

3.5.3. Les conditions optimales pour les TPC avec DPPH'

La (figure3.15) illustre les conditions optimales pour une meilleure extraction des CPT et
I’activité antioxydant DPPHe. Les résultats des réponses maximisées ont Suggéré que
I'extraction pendant 34,987 min a 46,491°C avec un rapport liquide/solide égal a
34,988 :0,5 ml/g et une fréquence 51,56 HZ est la meilleure solution pour cette combinaison
de variables. En utilisant ces conditions optimales, de nouvelles extractions ont été soumises
et les résultats de CPT et DPPH étaient de 11,975 et 3,736 (mgEVC/gMVV),
respectivement, avec une valeur p < 0,001. Ces résultats sont en accord avec les valeurs
prédites CPT = 12,061 (mgeAG/gMV), DPPH = 3,726 (mg EVC/gMV). Soulignant que le

modele proposé pourrait étre utilisé pour redire la valeur de réponse.
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Figure 3.15: Combinaison optimale pour une meilleure extraction des TPC et ’activité

antioxydant DPPHse.

3.6 Teneur des tannins

Aprés avoir mesuré la quantité totale de phénols aprés la précipitation des tanins avec PVPP

pour chaque cas des conditions optimales d’extraction, les résultats ont été soustraits des

phénols totaux avant la précipitation des tanins. Les résultats étaient les suivants

meilleure extraction des phénols totaux : La teneur totale en phénol avant la
précipitation des tanins était égale a CPT = 12,406 (mgEAG/gMV). Apres la
précipitation des tanins, elle est devenue égale a CPT = 8,477 (mgEAG/gMV). En
utilisant le procédé de soustraction, on constate que la teneur en tanins est égale a
3,929 (mgEAG/gMV).

meilleure extraction des CPT avec DPPHe: La teneur totale en phénol avant la
précipitation des tanins était égale a CPT = 11,975 (mgEAG/gMV). Apres la
précipitation des tanins, elle est devenue égale a CPT = 9,558 (mgEAG/gMV). En
utilisant le procédé de soustraction, on constate que la teneur en tanins est égale a
2,418 (mgEAG/gMV).
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4. Conclusion générale

De cet effet et sachant qu’aucun travail n’a été publié sur les déchets de panicule de sorghos
rouge (Sorghum bicolor L, Moench) étude a été cultivé dans wilaya d’Ain Salah, I’objet de
notre travail a trouver une meilleure combinaison des variables indépendantes (temps,
température, fréquence ultrasonique et rapport (S/L)) pour extraire le maximum des

composés phénoliques et obtenir un bon pouvoir anti-radicalaire (DPPH) au méme temps.

En premier lieu, nous avons choisi la méthode d'extraction par ultrason, en utilisant les
déchets de panicule de sorghos rouge comme matiére végétale et le méthanol comme solvant

afin d'obtenir des extraits bruts.

Les résultats que nous avons pu obtenir a travers cette étude, nous ont permis de tirer les

conclusions suivantes :

L’étude préliminaire sur les conditions d’extraction montre que les niveaux de la
variable indépendante de temps (X1) sont 30 min avec -1=25 min et +1=35 min, de
température (X2) sont 45 °C avec -1= 40°C et +1=50°C, pour de fréquence ultrasonique est
60 Hz avec les valeurs -1= 50 Hz, 0= 50 Hz et +1= 70 Hz et les valeurs maximale pour le
rapport liquide/solide -1= 0,5 :20 (g/ml), 0= 0,5 :25 (g/ml) et +1=0,5: 30 (g/ml).

La méthode des surfaces de réponse a permis de déterminer une relation
d’approximation entre les variables d’entrée (temps, rapport solide-liquide, fréquence et
température). Cette relation est formulée par un polynéme de second degré. Ce dernier
permettra d’optimiser les parametres de la réaction d’extraction afin d’atteindre des réponses

souhaitables.

La wvalidation des conditions optimales d’extraction selon le profileur de
prévision montre que les conditions optimales pour les CPT, sont les suivantes : un temps
d’extraction de 31,921min, un rapport solide-liquide de 34,728(ml/g), fréquence 50,627 Hz
et une température d’extraction de 42,171°C. Les réponses prévues pour la combinaison

optimale sont CPT= 12,427 (mg EAG/g MV).

Les conditions optimales pour optimiser les valeurs de VCEAC (DPPHe), sont les
suivantes, un temps d’extraction de 33,826 min, un rapport solide-liquide de 30,262 (ml/g),

fréquence 60,645 Hz et une température d’extraction de 46,077°C. Les réponses prévues
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pour la combinaison optimale sont (VCEAC) = 3,706 (mg EVC/g MV), avec la teneur en
tanins est égale a 3,929 (mg EAG/g MV).

Les résultats des réponses optimaux ont suggeré que les conditions pour I'extraction
des CPT et I’activité antioxydante (DPPH¢) pendant 34,987 min a 46,491°C avec un rapport
liquide/solide égal a0,5 : 34,988 g/ml et fréquence 51,56 Hz est la meilleure solution pour
cette combinaison de variables, avec une teneur en tanins égale a 2,418 (mg EAG/g MV).

Ces résultats restent préliminaires, il serait intéressant d’approfondir I’étude par I’analyse
chromatographique a haute performance (HPLC) des constituants des composés phénoliques
sur les déchets de différentes variétés et différentes régions nationales. Cependant, il serait
bon d'¢largir le panel de tests d’activités antioxydantes par des tests chimiques et biologiques
(in vitro et in vivo) des extraits phénoliques obtenus par différents systémes d’extraction de

la plante de Sorghum bicolor L,Moench.
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Résumé

Le sorgho fait partie du groupe des plantes les plus anciennement cultivées dans le monde. Il est cultivé
partout dans les zones arides d'Afrique, d'Asie, des Amériques, d'Europe et d'Australie. Le but de cette étude
est d'évaluer les extraits obtenus a partir du son de sorgho local. Cette étude se concentrera sur l'extraction de
composés phénoliques et le test de leurs propriétés antioxydants par la méthode d'extraction par ultrasons.

Dans le présent travail, la méthode de la surface de réponse (MSR), basée sur le modéle de Box-
Behnken a été utilisée pour déterminer les conditions optimales de 1’extraction des composés phénoliques
issus du son de sorgho local. Quatre variables ont été évaluées : le temps (20 min, 30 min et 35 min), la
température (40, 45 et 50°C), la fréquence ultrasonique (50, 60 et 70Hz) et le rapport solide-liquide (0.5:20
g/ml, 0.5:25 g/ml et 0.5:30 g/ml). D’aprés les trois dimensions de surface de réponse, I’optimum d’extraction
en composés phénoliques est atteint dans les conditions particuliéres de temps (35 min), température
d’extraction (46.5°C), fréquence ultrasonique (51.1 Hz) et rapport solide-liquide (0.5:35 g/ml). Dans ces
conditions, les teneurs en CPT (12.061 mg EAG/ g MV) et DPPH* (3.726 mg EAG/ g MV).

Mots clés : son de sorgho local, surface de réponse (MSR), composés phénoliques, activité antioxydante.

Abstract

Sorghum is one of the oldest cultivated plants in the world. It is cultivated throughout the arid areas of
Africa, Asia, the Americas, Europe and Australia. The aim of this study is to evaluate the extracts obtained
from local sorghum bran. This study will focus on the extraction of phenolic compounds and the testing of
their antioxidant properties by the ultrasonic extraction method.

In the present work, the response surface method (RSM), based on the Box-Behnken model, was used to
determine the optimal conditions for the extraction of phenolic compounds from local sorghum bran. Four
variables were evaluated: time (20 min, 30 min and 35 min), temperature (40°, 45° and 50°C), ultrasonic
frequency (50, 60 and 70HZ) and solid-liquid ratio (0.5:20 g/ml, 0.5:25 g/ml and 0.5:30 g/ml). According to
the three dimensions of response surface, the optimum extraction of phenolic compounds is reached under
the particular conditions of time (35 min), extraction temperature (46.5°C), ultrasonic frequency (51.1 HZ)
and solid-liquid ratio (0.5:35 g/ml). Under these conditions, the contents of CPT (12.061 mg GAE / g DM)
and DPPHe (3.726 mg GAE/ g DM).

Key words: local sorghum bran, response surface (RS), phenolic compounds, antioxidant activity.
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