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Introduction
Geénérale



1. Introduction générale

Le sorgho (Sorghum bicolor L. Moench) occupe une place stratégique parmi les céréales cultivées dans le
monde, en particulier dans les régions arides et semi-arides d’Afrique, d’Asie, d’Australie et d’Amérique.
Gréce a sa résistance exceptionnelle aux conditions climatiques extrémes, il est reconnu comme une culture
de résilience, capable de produire dans des environnements ou les précipitations sont faibles et les
températures élevées. Actuellement, le sorgho est classé cinquieme céréale mondiale aprés le blé, le riz, le

mais et ’orge [1].

Botaniquement, le sorgho est une plante annuelle dont la floraison se présente sous forme de panicule
ramifiée. Il existe aujourd’hui plus de 7000 variétés identifiées, différenciées selon des parametres tels que
la masse des grains, la structure de ’enveloppe, la pigmentation de I’endosperme, ainsi que leur richesse en
composés bioactifs, notamment les polyphénols [2].D’un point de vue nutritionnel, les grains de sorgho sont
riches en amidon, protéines, et lipides liposolubles. Ce profil chimique est comparable a celui d’autres
ceréales traditionnelles comme le mais et le millet. Les fractions les plus concentrées en antioxydants

naturels se trouvent dans le son et le germe du grain [3].

Malgré son potentiel nutritionnel élevé, I’usage du sorgho dans 1’alimentation humaine reste restreint dans
plusieurs régions, notamment en raison de la faible biodisponibilité des nutriments, liée a la présence de
tanins qui limitent la digestibilité des protéines et 1’absorption de certains minéraux [4]. Pour améliorer ses
propriétés sensorielles et nutritionnelles, diverses techniques de transformation telles que la fermentation, la

germination ou la cuisson sont souvent mises en ceuvre [5].

L’extraction constitue une étape clé dans la récupération et I’identification des composés phénoliques issus
du matériel végétal. Elle est influencée par divers facteurs, notamment la nature chimique des composés
(simples ou complexes), la méthode d’extraction employée (extraction par solvants, par ultrason...), ainsi
que les conditions et la durée de stockage [6]. L’extraction assistée par ultrasons s’est révélée
particulierement efficace pour améliorer 1’extraction des composés bioactifs a I’aide de solvants. Cette
technique présente de nombreux avantages, notamment la réduction de la quantité de solvant utilisée, de la
température et du temps d’extraction, ce qui la rend particulicrement adaptée a 1’extraction de composés
thermolabiles et instables [7]. Outre les facteurs mentionnés précédemment, d’autres paramétres peuvent

également influencer D’efficacité de I’extraction, le rendement en polyphénols ainsi que 1’activité



antioxydante, tels que le temps d’extraction, la température et le rapport solide/liquide. Il est donc essentiel

d’optimiser ces conditions afin de maximiser 1’obtention des composés phénoliques [8].

Traditionnellement, I’optimisation des procédés se faisait en faisant varier un seul facteur a la fois, en
maintenant les autres constants. Cette approche, en plus d’étre laborieuse, coliteuse et chronophage, ne tenait
pas compte des interactions entre les différents facteurs, ce qui limitait la compréhension globale de leur
influence sur la réponse. La méthodologie des surfaces de réponse (MSR) permet de surmonter ces limites.
Elle requiert un nombre réduit d’expériences, tout en diminuant le temps et les efforts nécessaires. La MSR
a d’ailleurs ét¢ appliquée avec succes a la modélisation et a 1’optimisation de 1’extraction des composés

phénoliques a partir de diverses sources [9].

Divers modéles expérimentaux ont été utilisés pour optimiser les procédés d’extraction, notamment le plan
factoriel complet, le plan de Plackett-Burman, le plan de Taguchi, le plan composite centré (CCD) et le plan
de Box-Behnken. Parmi ces approches, le plan de Box-Behnken (BBD) est fréquemment privilégié pour

I’optimisation de 1’extraction des composés bioactifs [10].

Terminologie et concepts clés

Les facteurs sont des variables supposées influencer les variations observées des réponses. La réponse,
généralement notée y, correspond & une grandeur mesurable que I’on évalue en fonction des modifications

apportées aux facteurs étudiés [11].

L’espace expérimental est représenté dans un repére cartésien a deux dimensions ou plus, selon le nombre
de facteurs considérés. Il englobe 1’ensemble des points formés par les combinaisons des niveaux des
facteurs. Lorsqu’un troisiéme facteur est pris en compte, il est représenté par un axe supplémentaire, orienté

et gradué, placé perpendiculairement aux deux premiers.

Le domaine d’un facteur, ¢galement appelé¢ domaine de variation, correspond a I’ensemble des valeurs que
peut prendre ce facteur, comprises entre son niveau bas et son niveau haut. Un point expérimental
correspond a l’intersection de deux niveaux de facteurs (Xi, Xz) dans I’espace expérimental. Le domaine
d’¢étude désigne la zone de ’espace expérimental ou sont répartis 1’ensemble des points expérimentaux. Il

est délimité par les niveaux bas et hauts définis pour chaque facteur.



Méthode des plans d’expérience

II résulte de ’application de méthodes mathématiques et statistiques a I’expérimentation. Il se présente sous
forme d’une matrice comportant autant de colonnes que de facteurs étudiés (m) et autant de lignes que
d’expériences (n), correspondant aux différents niveaux ou modalités choisis pour 1I’expérimentation. De
fagon générale, la méthode des plans d’expériences vise a identifier et a analyser les relations entre deux
types de variables : les facteurs et la réponse. Pour ce faire, il est nécessaire de construire un modéle

mathématique qui exprime la réponse en fonction des facteurs étudiés.

Deux approches sont principalement utilisées :

v" Le criblage (ou screening), qui permet d’identifier, parmi un ensemble initial de facteurs, ceux
qui exercent une influence significative ;

v' La méthode des surfaces de réponse, qui modélise les réponses en fonction des facteurs
identifiés comme influents. Il s’agit d’une étude quantitative permettant de comprendre

comment la réponse évolue selon les variations des facteurs [12].

L’ensemble des points situés dans le domaine d’étude génere une surface appelée surface de réponse. Le

modéle mathématique necessite deux compléments :

 Le manque d’ajustement (lack of fit), soit I’écart entre le modele théorique et la réalité ;
e L’erreur expérimentale (pure error), qui résulte des variations aléatoires des réponses lors de

répétitions.
Le plan de Box-Behnken
Introduit par Box et Behnken en 1960, ce plan d’expérience vise a modéliser des réponses selon un modele

du second ordre, tout en permettant I’estimation de certaines interactions entre les facteurs [13] .Chaque

facteur est évalué a trois niveaux : -1, 0 et +1.

Ce plan est largement utilisé dans 1’optimisation de procédés dans de nombreux domaines, notamment pour
I’extraction des métabolites secondaires (polyphénols, alcaloides, huiles essentielles) a partir de matrices

vegétales diverses [14].



Les polyphénols sont des composés a fortes propriétés antioxydantes, qui protégent 1’organisme contre les
radicaux libres, impliqués dans le stress oxydatif et le vieillissement cellulaire [15]. Ils agissent en inhibant
la formation et la propagation des radicaux libres, ce qui leur confére un intérét en alimentation, santeé et

cosmétique [17].

L’activité antioxydante des polyphénols ne peut €tre mesurée directement, mais elle est évaluée a travers la
capacité des antioxydants a inhiber une réaction d’oxydation. Diverses méthodes sont utilisées pour cela,

avec des protocoles spécifiques selon le mécanisme recherché [18,19].

Contexte du travail

Notre travail s’inscrit dans le cadre du programme de recherche du Laboratoire des Sciences Fondamentales
(LSF) et le Laboratoire d'Etude et de Développement des Techniques de Traitement et d'Epuration des Eaux
et de Gestion Environnementale (LEDTEGE).

.L’objectif principal est d’identifier la meilleure combinaison des variables indépendantes (temps,
température, fréquence ultrasonique et rapport solvant/masse) afin d’extraire au maximum les composés
phénoliques a partir du déchais des panicules de sorgho local rouge (Sorghum bicolor L. Moench), tout en
obtenant une forte activité antioxydante évaluée par le test FRAP. Les conditions optimales sont ensuite

appliquées a certains déchets de sorgho locaux provenant de la méme région

Ce manuscrit débute par une synthese bibliographique sur le sorgho et les composés phénoliques, suivie
d’une étude expérimentale, puis les résultats et leur interprétation. Enfin, le mémoire s’achéve par une
conclusion genérale qui synthétise les principaux résultats obtenus au cours de ce travail, suivie de
suggestions pour des perspectives de valorisation de ces sous-produits agricoles riches en composés
bioactifs. Ce travail constitue également une continuité et un approfondissement des recherches entamées

I’année précédente par ma collégue Bessaoud, dans le cadre du méme programme scientifique.
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2Matériels et méthodes

2.1Matériels et Produits chimiques

Les produits chimiques utilisés dans ce travail, sont d’un grade analytique ¢élevé. Les
réactifs chimiques utilises pour les analyses ont été fournis par plusieurs entreprises
reconnues. Le réactif de Folin-Ciocalteu, I’acide gallique, le carbonate de sodium anhydre, le
réactif FRAP (composé de TPTZ, de chlorure de fer FeCls et d’acétate de sodium trihydrat¢),
ainsi que I&#39;acide chlorhydrique ont été acquis aupres de la société Sigma-Aldrich
(Allemagne). Le méthanol a été obtenu de Honeywell Riedel-de Haén (France). L’acide
ascorbique (vitamine C) et le chlorure d’aluminium (AICls) ont été fournis par VWR Prolabo
Trade (Belgique). Tous ces réactifs ont été utilisés tels quels, sans subir de purification

supplémentaire.
2.1. Matériel végétal

Classification Botanique
Tableau 2.2 : Classification du sorgho [16]

Nom scientifique Sorghum bicolor (L)
Regne Plante
Classe Liliopsida

L’ordre Cyperales
Tribu Andropogoneae
Famille Poaceae
Races Bicolor
) au) Lasd ) 53

L’échantillon de sorgho rouge (Sorghum bicolor L. Moench) utilisé dans cette étude a eté
cultivé dans la wilaya d’Ain Salah (voir figure 2.1). La préparation de la matiere végétale

s’est déroulée selon les étapes suivantes :



a. Broyage : Les échantillons séchés sont réduits en poudre a 1’aide d’un moulin
¢lectrique de type Alec, ce qui permet d’obtenir une poudre fine et homogene en vue

de son passage au tamis.

b. Tamisage : Aprés le broyage, la poudre obtenue a été tamisée a 1’aide d’un
tamis de 250 um de diameétre, afin de garantir une granulométrie homogene en vue

des analyses ultérieures.

L |

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

Figure2.1 : L’échantillon de sorgho

2.2. Méthodes

2.3.1. Méthode d’extraction

Les composés phénoliques peuvent étre extraits en utilisant divers solvants et techniques.

Parmi celles-ci, I’extraction par solvants organiques est la méthode la plus fréquemment
employée pour isoler les antioxydants d’origine naturels [20]. Toutefois, les méthodes
conventionnelles présentent plusieurs inconvénients, notamment une consommation élevée
de solvants, un temps d’extraction long, ainsi qu’un risque de dégradation thermique des
composeés sensibles.

Face a ces limitations, des techniques d’extraction innovantes, plus écologiques et
performantes, ont été développées. Parmi elles, I’extraction assistée par ultrasons se
distingue comme une méthode prometteuse. Elle offre des rendements élevés en un temps

réduit, avec une manipulation simple et a des températures modérées, ce qui permet de



préserver I’intégrité des composés extraits [21]. Pour ces raisons, cette technique a été
choisie dans le cadre de notre étude afin d’optimiser les conditions d’extraction des
composés phénoliques a partir des panicules résiduelles de sorgho rouge (Sorghum bicolor

L. Moench). Deux étapes principales ont été mises en ceuvre.

« Une analyse préliminaire a ¢été réalisée afin d’identifier, pour chacun des parameétres
étudiés (temps, température, fréquence ultrasonique et rapport solide/liquide), la valeur
optimale permettant d’obtenir le rendement maximal en composés phénoliques ;

« Une optimisation multivariée a été conduite en s’appuyant sur I’analyse des effets
individuels et des interactions entre les variables, a I’aide de la méthode des surfaces de

réponse.

2.3.2. Analyse préliminaire des conditions d’extraction

Cette étape vise a déterminer les plages de variation appropriées pour chacun des quatre
facteurs étudiés. A cette fin, une étude unifactorielle a été menée, consistant a faire varier un
seul paramétre a la fois, tandis que les trois autres étaient maintenus constants. Les
conditions ayant permis d’atteindre la concentration maximale en composés phénoliques
totaux (CPT) ont été considérées comme optimales. Chaque série d’expériences a €té réalisée

en triplicat afin d’assurer la fiabilité des résultats.

2.3.2.1. Temps d’extraction

Un échantillon de 0,5 g de poudre de panicules résiduelles de sorgho rouge a été mélangé a
10 mL de méthanol pur, puis soumis a une extraction dans un bain a ultrasons (DAIHAN
Scientific, Figure 1.9). L’extraction a ¢été effectuée a une fréquence de 50 Hz et a une
température constante de 30 °C, pendant des durées comprises entre 5 et 40 minutes, par
intervalles de 5 minutes. Les extraits obtenus ont ensuite été filtrés et analysés afin de
quantifier les composés phénoliques totaux (CPT) et d’évaluer leur activité reductrice.

2.3.2.2. Température d’extraction

Les essais ont été effectués avec un temps d’extraction constant de 30 minutes, une
fréquence ultrasonique de 50 Hz, et un rapport solide/liquide de 0,5 g pour 10 mL. La
température a été augmentée progressivement de 30 a 60 °C, par paliers de 5°C. Aprés
filtration, les extraits ont eté analysés afin de déterminer la teneur en composés phénoliques

totaux et d’évaluer leur activité antioxydante.



2.3.2.3. Fréquence ultrasonique

En maintenant constants le temps d’extraction (30 minutes), le rapport solide/liquide (0,5
g/10 mL) et la température (45 °C), la fréquence ultrasonique a été variée entre 30 et 90 Hz,
par paliers de 10 Hz. Chaque extrait a ensuite été filtré avant d’étre analyse pour la
quantification des composés phénoliques totaux (CPT) et 1’évaluation de 1’activité

antioxydante.
2.3.2.4. Rapport masse/volume

L’extraction a été réalisée en faisant varier le rapport solide/liquide de 0,5:10 a 1:80 (g/mL),
tandis que le temps (45 minutes), la fréquence (60 Hz) et la température (50 °C) sont
maintenus constants. Les extraits obtenus ont été filtrés, puis analysés pour quantifier les

composés phénoliques totaux (CPT) et évaluer leur activité antioxydante.

2.3. Analyse quantitative des composés phénoliques

L’étude photochimique des différents extraits a été menée afin de déterminer les teneurs en
diverses classes de composés photochimiques présents dans la plante étudiée, a I’aide d’une

analyse par spectrophotométrie UV-Visible.

2.3.1. Dosage des polyphénols totaux

La quantification des composés phénoligues totaux a €té réalisée selon un protocole adapté
de Vermerris et Nicholson (2006), avec quelques modifications. Un volume de 100 pL de
chaque extrait a été mélangé avec 500 pL du réactif de Folin-Ciocalteu (dilué dix fois) dans
des tubes a essai. Apres 2 minutes, 2 mL d’une solution de carbonate de sodium (Na:COs) a
5 % (m/v) ont été ajoutés. Les mélanges ont été immédiatement agités puis incubés a
I’obscurit¢ pendant 30 minutes. L’absorbance a ¢ét¢ mesurée a 760 nm a l’aide d’un
spectrophotomeétre UV-Visible (Shimadzu 1601). La teneur en polyphénols a été déterminée
a l’aide d’une courbe d’étalonnage construite avec des concentrations de 1’acide
gallique(voir figure 2.2), comprises entre 0,03 et 0,30 g/L. Les résultats sont exprimés en

grammes équivalents d’acide gallique pour 100 g de matiere seche (g EAG/100 g) [20].

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



COOH

HO OH

OH

Figure2.2 : Structure de 1’acide gallique

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

conditions avec un standard suivant sa courbe d’étalonnage (voir figure 2.3).
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Figure 2.3: Courbe d’étalonnage de l'acide gallique (mg/mL)

Les teneurs en composés phénoliques totaux, exprimées en mg d’acide gallique équivalent
par gramme de maticere végétale (mg EAG/g MV), sont calculées a ’aide de la formule

suivante :

Ae X X Vigeon

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

2.3.2. Evaluation de Pactivité réductrice (Test FRAP)

Il n'existe pas de méthode standard ou universelle permettant d’évaluer avec précision la
capacité antioxydant, comme 1’ont démontré plusieurs études [23]. Toutefois, il a été
souligné que cette évaluation nécessite I’utilisation de méthodes spécifiques, chacune
reposant sur des mécanismes distincts de transfert d’électrons ou d’atomes d’hydrogene.

Dans ce contexte, 1’évaluation de ’activité antioxydant ! dans la présente étude a été réalisée

a I’aide du test FRAP, couramment utilisé a cette fin [23].

Le dosage FRAP repose sur la capacité des antioxydants présents dans un échantillon a
réduire le complexe ferrique-tripyridyltriazine (Fe**~TPTZ) en complexe ferreux (Fe*—

TPTZ), entrainant la formation d’une coloration bleue intense, quantifiable par
spectrophotométrie a 593 nm. Le réactif FRAP est préparé fraichement en mélangeant, selon

un rapport volumique de 10:1:1, les solutions suivantes :

Un volume de 1 mL du réactif FRAP fraichement préparé (10 mL d’une solution tampon
d’acétate de sodium (pH = 3,6) et mélangé avec 1 mL d’une solution de TPTZ (10 mM
préparés dans une solution HCl 40 mM) et 1 mL d’une solution FeClz (20m M)) a été ajouté
a 50 pL de I'extrait a différentes concentrations. Ensuite, I'absorbance a été mesurée a

593 nm contre le blanc apres 7 minutes a la température ambiante [25].

11
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Figure 2.4 : Réaction FRAP et le complexe Fe*" -TPTZ [25].

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

Afin d’évaluer I’activité antioxydante des différents extraits, une courbe d’étalonnage a
été établie en utilisant la vitamine C comme standard de référence. La capacité
réductrice est exprimée en VCEAC (Vitamine C Equivalent AntioxidantCapacity) et
exprimée en mg EVC/g de matiere végétale (MV). Elle correspond a la concentration
(g/L ou mol/L) d’une solution de vitamine C présentant une activité antioxydante
équivalente a celle d’une solution de 1 g/L (ou 1 M) de P’extrait étudié. Pour ce faire,
ImL de chaque extrait (ou solution standard) est ajout¢ a 1mL d’une solution
méthanolique de réactif FRAP (a une concentration de 50uM). Le mélange est
immédiatement agité a I’aide d’un vortex, puis incubé a I’obscurité pendant 7 minutes a
température ambiante, afin de permettre le déroulement complet de la réaction
.L’absorbance de chaque mélange réactionnel est ensuite mesurée a 593 nm a ’aide
d’un spectrophotométre UV/Visible (modéle SP-3000 nano), en utilisant un blanc
comme référence [18]. La vitamine C est ainsi utilisée comme antioxydant standard
pour I’évaluation de la capacité réductrice des composés phénoliques (voir figure 2.5).

Les pouvoirs réductrice (PAR %) du FRAP sont déterminés selon la formule suivante:

PAR (%)

VCEAC (mg EVC/g MV) = X f % “’%’r”“ X 1000

PAR (%) : Pouvoir antiradicalaire

Ae : absorbance de 1’échantillon ;

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

12



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 :

90

80
R?=0,9944
70
60
50

40

ABSORBANCE

30
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0
0 0,001 0,002 0,003 0,004 0005 0006 0,007 0,008 0,009

C(MG/ML)

Figure 2.5 : Courbe d’étalonnage de la vitamine C dans le test FRAP.

Matrice d’expériences

Le modeéle expérimental est basé sur un plan Box-Behnken a quatre facteurs : le temps
d’extraction (Xi), la température (Xz), la fréquence ultrasonique (Xs) et le rapport
solide/liquide (X4), chacun étudié a trois niveaux codés (-1, 0 et 1). Ce plan permet la
modélisation de la surface de réponse. L’expérimentation comprend 84 essais, répartis sur 28
combinaisons factorielles, incluant trois répétitions au point central afin d’estimer I’erreur

pure.

A partir des données expérimentales, un modéle polynomial de second ordre, correspondant
au plan Box-Behnken, a été utilisé pour établir la relation entre les variables indépendantes et
la réponse, en vue de prédire les conditions optimales. Ce modéle quadratique a été formulé
selon 1’équation suivante [17].

Y= Aot AX1+ BXo+ CXz+ DX+ ABX1Xo+ ACX; X3+ ADX 31Xy + BCX2 X3+ BDXo X+
CDX3X4+A%X3+ B?Xp+ C?Xst+ D’X4 . (Eq.1)

13



Y : représente la réponse ;

Ao : 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 issus de 1’analyse préliminaire monofactorielle ont été traités a
I’aide du logiciel Excel 2007. Chaque donnée a ¢té obtenue a partir de trois répétitions,
permettant ainsi le calcul de la moyenne. L’analyse de variance (ANOVA) a été appliquée
pour évaluer la significativité des coefficients du modéle (p < 0,05). Le test F ainsi que la
valeur p ont été utilisés pour déterminer I’importance des coefficients de régression.

L’adéquation du mode¢le a été vérifiée en analysant le manque d’ajustement.

Validation des conditions optimales d’extraction selon le profileur de prévision

L’optimisation des conditions d’extraction a été effectuée dans le but de maximiser la teneur
en composes phénoliques totaux (CPT), la capacité antioxydant (évaluée par le test FRAP),
ainsi que leur combinaison globale. Pour ce faire, la procédure d’optimisation s’est appuyée
sur le calcul des dérivées des modeles mathématiques obtenus [26]. Cette étape visait a
évaluer la capacité prédictive du modeéle et a identifier la meilleure combinaison des
parametres d’extraction. Le plan d’optimisation basé sur la méthodologie des surfaces de
réponse (RSM), €élaboré a I’aide du logiciel Design-Expert 13, a permis d’estimer les valeurs
optimales a I’aide de la fonction de désirabilité, variant de 0 a 1, une valeur de 1 indiquant
une optimisation parfaite, et des valeurs supérieures a 0,7 étant considérées comme

acceptables [27].

Aprés I’obtention des extraits optimaux, nous avons déterminé les teneurs en phénols totaux,
ainsi I’évaluation de leurs activités antioxydant est vis-a vis le test FRAP pour chaque
extrait.

Toutes les mesures ont été effectuées trois fois, et la lecture moyenne a été enregistrée.
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3. Résultat 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 composes phénoliques et sur 1’activité
antioxydant des déchets des panicules de sorghos local rouge (Sorghum bicolor L,Moench),
ont été étudiés afin de sélectionner la valeur la plus importante de chaque facteur qui
correspond aux teneurs en composes phénoliques et en VCEAC les plus élevées 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.

3.1.1Temps d'extraction

Le temps d'extraction est un parameétre trés important car il a une influence sur le contact
entre le solvant et la matiere solide [29]. Les niveaux de la variable indépendante du temps
(X1, min) ont été choisis aprés 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 fréquence ultrasonique
50Hz ; dans chaque expérience, la teneur en CPT a été mesurée avec I'évaluation de pouvoir

réducteur.

TPC(mgEAG/Gmv) VECEAC(mgEVC/gMV)
12

10

FIGURE 3.7 : Etude préliminaire sur le paramétre temps d’extraction par a : cpt, b
: test FRAP.
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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 9.99 (mg EAG/g MV) et 0.4 (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 compléte du liquide, a la libération et
a la dissolution de différentes substances des matiéres premiéres. 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 composés 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 I’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.

teneur{mgEAG/Gmv) VECEAC(MGEVC/GMV)

A B

FIGURE 3.8: Etude préliminaire sur la température d’extraction par A : CPT, B : TEST
FRAP.
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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 9.1
(mg EAG/g MV) et 0.42 (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]. L’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 composeés [31]. Cependant, il convient de noter
que les températures élevées peuvent également conduire a la décomposition des composes
phénoliques déja extraits, I'application d'une température supérieure a 45°C diminue le CPT
et le VCEAC. Cette température 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.

3.1.2. 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 1’activité antioxydant des dechets 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/g).

Les résultats ont montré que la CPT et le VCEAC ont augmentées de maniere significative
lorsque la fréquence ultrasonique optimum est de 60 Hz ou la valeur de la CPT et de
VCEAC les plus élevées sont de 9.56 (mg EAG/g MV) et 0.308 (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 péenétration
complete du liquide, a la libération et a la dissolution de différentes substances des matiéres
premicres. En effet, le taux de ces composés est proportionnel a I’activité reductrice, 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 frequence ultrasonique est 60 Hz avec les
valeurs -1=50 Hz et +1=70 Hz.
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FIGURE 3.9 : Etude préliminaire sur le parametre fréquence ultrasonique d’extraction

par A: TPC, B : TEST FRAP.
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3.1.2.Rapport masse-volume

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 I'aide de onze rapports :
(10:0,5,15:0,5, 20 :0,5, 25 :0,5, 30:0,5,35: 0,5, 40 : 0,5, 50 : 0,5, 60 /g) sur une période
d'extraction de 30 min, a 45 ° et fréquence 60 Hz.

Les résultats ont montré que la CPT et le VCEAC ont augmentées de maniere significative
lorsque le rapport optimum est de 0,5 : 30 (g /ml) ou les valeurs de la CPT et de VCEAC les
plus élevées sont de18.273 (mg EAG/g MV) et 0.308 (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 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

I’activité antioxydant est certainement liée aux taux des polyphénols dans les extraits [24]. Il

TPC{mgEAG/Gmv) VECEAC[mgEVC/gMV)

= s s s
=5 = B &

A B

a donc été considéré que la valeur maximale pour Le rapport liquide/solide est 0,5 : 30 (g/ml)
avec les valeurs -1= 0,5 :25 (g /ml) et +1= 0,5 : 35 (g/ml)

FIGURES3.10 : Etude préliminaire sur le volume d’extraction par A : CPT, B : TEST FRAP.
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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 numériques reelles dans un intervalle choisi. Ainsi, le (tableau3.3)
présente les facteurs et leurs domaines de variation.

TABLEAU 3.3 : les domaines expérimentaux des facteurs étudies dans 1’optimisation
des composes phénoliques

Niveaux
Variables
-1 0 +1
Temps (min) X1 25 30 35
Température (°C) X 40 45 50
Fréquence ultrasonique (Hz)  Xj 50 60 70
Rapport (masse/volume ) (g/ml) X4 25 30 35

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 polyndme 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
variables indépendantes étaient basées sur les resultats experimentaux préliminaires, ont été
choisis comme condition centrale de la matrice expérimentale de Box-Behnken. Les teneurs
en phénol totaux et en VCEAC (FRAP) ont eté sélectionnees comme réponses pour la

combinaison des variables indépendantes comme indiqué dans le (tableau3.4).
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Grace a ’optimisation numérique, les conditions expérimentales idéales pour maximiser
simultanément le CPT et le FRAP ont été déterminées. Ces conditions sont : un temps
d’extraction de 26,39 minutes, une température de 49,45 °C, une fréquence de 50,43 Hz, et
un volume de solvant de 33,86 mL. Sous ces parameétres, les valeurs prédites optimales sont
de 6,490 mg EAG/g pour la teneur en composes phénoliques et de 0,174 mg EAA/g pour la
capacité réductrice.

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 modéle (Eq. 01)
en intégrant les variables indépendantes (X1, X2, X3 et X4) et leurs coefficients indiqués

dans le tableau 3.3:

[1Equation de régression multiple du CPT :
Y (CPT) =0.1277 — 0.013 X; — 0,0688X, + 0,3717 X3 — 0,2131X,4 + 0,0169X; X, +

0.0519X; X3 + 0,0561 X1 X4 + 0,2830 X,X3— 0.2000 XX, + 0,1848X3X4 + 0,3245X,2 +
0,3700X,— 0,2212X35° + 0,0536X4°. (Eq .02)

OEquation de régression multiple du FRAP :
Y (FRAP) =-0.0010 + 0,0055X; — 0.0054X;, + 0,0092 X3— 0,0201X,+ 0,0051X; X, +

0,0137X1X3 — 0,0015X, X, + 0.0184X,X5— 0,0072X,X4 + 0.0037X3Xs — 0.0026X 7% —
0,0091X,° - 0.0168X5°. (Eq .03 )
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TABLEAU 3.4 : La matrice expérimentale de box-Behnken pour quatre facteurs (X1, Xz, X3 ET X4) et leurs
réponses la moyenne des composes phenoligues totaux (CPT) ET VCEAC

Std | Run | A:t | B:T | C:F | D:V CPT FRAP (mg
(min) | (°C) | (Hz) | (ml) | (mgEAG/g MV) EVC/g MV)
20 1 35 45 70 30 5.82259 0.140251
22 2 30 50 60 25 4.70618 0.108832
19 3 25 45 70 30 5.47926 0.13616
27 4 30 45 60 30 5.42321 0.137119
16 5 30 50 70 30 5.97674 0.130023
8 6 30 45 70 35 5.66494 0.104821
21 7 30 40 60 25 5.32317 0.130008
17 8 25 45 50 30 5.85529 0.150352
2 9 35 40 60 30 6.15191 0.157735
26 10 30 45 60 30 5.32511 0.154091
24 11 30 50 60 35 5.98374 0.169817
3 12 25 50 60 30 5.69647 0.17231
25 13 30 45 60 30 4.95376 0.139996
9 14 25 45 60 25 4.96894 0.134536
28 15 30 45 60 30 5.37416 0.137567
18 16 35 45 50 30 6.13089 0.134051
4 17 35 50 60 30 5.64275 0.131622
5 18 30 45 50 25 4.63612 0.106142
1 19 25 40 60 30 5.35314 0.118133
14 20 30 50 50 30 6.13089 0.144982
12 21 35 45 60 35 5.73851 0.151023
23 22 30 40 60 35 5.46875 0.117276
13 23 30 40 50 30 6.20095 0.138653
15 24 30 40 70 30 5.82259 0.129544
10 25 35 45 60 25 4.94947 0.108113
6 26 30 45 70 25 5.23169 0.104038
11 27 25 45 60 35 5.5505 0.122795
7 28 30 45 50 35 5.8693 0.135921

Le, coefficient de détermination (R%) mesure I’adéquation entre le modéle issu d’une
régression multiple et les données expérimentales observées [34]. Il est de I'ordre de
signifiant qu’uniquement et des variations n’ont pas été expliquées par les modeles pour CPT
et FRAP respectivement (Tableau 3.6). 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
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[35]. Le R2 ajusté est une version modifiée du R?, il est ajusté pour tenir compte du nombre
de variable dans le modé¢le. L analyse de la variance des CPT et FRAP a donné une valeur de

R? (ajusté) et respectivement.R2 ajusté est toujours inférieur au R?
(.Tableu) 3.5
Coefficients de regression et leurs significations statistiques.

Terme Coefficients Erreur standard Valeur-p
CPT
A 0.0331
(B: 0.1277 0.0536 0.7797
-0.0153
RB -0.0688 0.0536 0.2217
AC 0.3717 0.0928 ;O'OOO
AD -0.2131 b 0928
Be 0.0169 0.0028 0.0390
BD 0.0519 0.8581
cD 0.0561 0.0928
A2 0.2830 0.0928 0.5859
c? 0.1848 0.0093*
0.3245 0.0758 0.0506
> 0.3700 0.0758 0.0299
-0.2212 ' '
0.0758 0.0009*
0.0003*
0.0758 0.0120
Test FRAPe
g 0.0010 0.0020 0.6427
C 0.0055 0.0020 0.0172*
b 0.0054 0.0020 0.0186*
0.0092
AB 0.0035 0.0006*
AC 0.0201 <0.0001*
AD 0.0035 '
BC 0.0051 0.0035 0.1692
B 0.0137 0.0018*
0.0035
CD 0.0015 0.6831
A 0.0035
5 0.0184 0.0002*
) 0.0072 0.0035
C 0.0037
D 0.0026 0.0029 0.0590
0.0091 0.0029 0.2232
0.0168 0.0029 0.3728
0.0029 0.0072*
<0.0001*

Significatif avec p<0,05. (*) valeur-p inférieur a 0,01.
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La valeur-p a été utilisé pour vérifier la signification de chaque coefficient, elle est inférieure
a 0,05 ce qui indique que ces modeles sont significatifs et que I'équation de régression
s'adapte trés bien a la situation réelle reflétant la relation entre I'extraction des composés
phénoliques et les conditions d'extraction (temps, rapport solide-liquide et température) [34].

En outre, le défaut d'ajustement (p> 0,0001) renforce é¢galement la fiabilité¢ et I’adéquation
des modeles [36]. Les valeurs-p du défaut d’ajustement sont supérieures de 0.71 pour CPT et
FRAP, ce qui implique que I'ajustement de ces modeles est adéquat pour décrire les données

expérimentales (Tableau 3.6).

Tableau 3.6 : L'analyse de la variance des modelés polynomiaux du second ordre.

Régression R? R2 Rapport F | Valeur-p Défaut d’ajust.
(ajusté) du modele (valeur-p)
Y (CPT) | 0.9131 0.8194 9.75 0.0001 0.7196
Y (FRAP) | 0.9296 0.8538 12.27 0.00001 0.7142

3.4. Analyse des diagrammes des surfaces de réponse
Les diagrammes de surface de réponse tridimensionnelle (a, b, c, d, e et f des figures 3.11 et

3.12) illustrent la relation entre la teneur de CPT et le pouvoir réducteur (FRAP) 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, respectivement.

2.4.1. L’effet des variables sur la teneur CPT :

L’analyse des effets individuels des quatre variables indépendantes sur I’extraction des
composés phénoliques totaux (CPT) révele que chacune d’elles contribue de manicre
distincte a la variation des résultats. La température d’extraction s’est révélée étre le
parameétre le moins influent. Cette faible influence est attribuée a la contribution réduite de
ses composantes linéaire et quadratique (notées B et B2), ce qui est confirmé par la
morphologie relativement plane des surfaces de réponse dans les figures 3.11 (a, d et e.) Le
facteur temps d’extraction montre €également une influence limitée, en lien avec la faible
pondération de ses effets linéaire (A) et quadratique (A2). Cette tendance est représentée par

des équations de régression multiple suivantes ont été obtenues a partir de modéle (Eq. 01)
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en intégrant les variables indépendantes (X1, X2, X3 et X4) et leurs coefficients indiqués

dans le tableau 3.6:

Le coefficient de détermination (R?) mesure I’adéquation entre le modéle issu d’une
régression multiple et les données expérimentales observées [34]. Il est de I’ordre de
signifiant que uniquement et des variations n’ont pas ét¢ expliquées par les modeles pour
CPT et FRAP ° 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 modele
[35]. Le R2 ajusté est une version modifiée du R, il est ajusté pour tenir compte du nombre
de variable dans le mod¢le. L’analyse de la variance des CPT et FRAPe a donn¢ une valeur
de R2 (ajuste) et respectivement. R2 ajusté est toujours inférieur au R2.

3.5. Analyse des diagrammes des surfaces de réponse

Les diagrammes de surface de réponse tridimensionnelle (a, b, c, d, e et f des figures 3.11 et
3.12) illustrent la relation entre la teneur de CPT et le pouvoir réducteur (FRAP) 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, respectivement.
2.4.2. L’effet des variables sur la teneur CPT :

L’analyse des effets individuels des quatre variables indépendantes sur l’extraction des
composés phénoliques totaux (CPT) révele que chacune d’elles contribue de manicre
distincte a la variation des résultats. La température d’extraction s’est révélée étre le
parametre le moins influent. Cette faible influence est attribuée a la contribution réduite de
ses composantes linéaire et quadratique (notées B et B2), ce qui est confirmé par la
morphologie relativement plane des surfaces de réponse dans les figures 3.11 (a, d ete.) Le
facteur temps d’extraction montre également une influence limitée, en lien avec la faible

pondération de ses effets linéaire (A) et quadratique (A2). Cette tendance est représentée par
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FIGURES3.11 : Diagramme de surface de réponse montrant I’effet du déférant

variable sur les CPT

Les variations modérées des courbes des diagrammes (a, b et c¢) de la figure 3.11. A
I’inverse, la fréquence ultrasonique apparait comme 1’'un des paramétres les plus
déterminants dans D’efficacité d’extraction. L’impact important de ses termes linéaire et

quadratique (C et C?) se traduit par des deformations marquées des surfaces de réponse,
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notamment dans les graphiques (c, e et f). De méme, le rapport solide/liquide a exercé une
forte influence, aussi bien en termes linéaires que quadratiques (D et D?). Ce comportement
s’explique par le fait que I’augmentation du solvant facilite la pénétration cellulaire,
favorisant ainsi la migration des composés phénoliques vers le milieu extracteur [37],
comme illustré dans les figures (b, d et f). Les conditions optimales observées pour une
extraction maximale des CPT comprenaient un rapport solide/liquide situé entre 1:30 et 1:35
(g/mL), une fréquence d’environ 50 a 55 Hz, un temps d’extraction compris entre 30 et 35
minutes, et une température modérée allant de 40 a 45 °C. En conclusion, le paramétre ayant
eu I’effet le plus significatif sur la libération des CPT est le rapport solide/liquide, suivi de la
fréquence ultrasonique, du temps d’extraction, tandis que la température a eu une incidence

marginale.

2.4.3. L’effet des variables sur FRAP:

Les diagrammes de surface de réponse tridimensionnelle (a, b,c,d,e et f de la figure 2)
illustrent la relation entre le FRAP 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 FRAP, le temps
d'extraction a eu un effet trés faible ce qui explique les formes des surfaces de réponse  (a,

b et c 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 dii majoritairement au terme linéaire (B)
et I’effet quadratique de la température d'extraction (B?) (eq3). La fréquence ultrasonique a
un effet tres important sur le FRAP 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 frequence ultrasonique d’extraction. Le rapport solide-liquide a démontré une moins
d’influence sur le FRAP cela est dii majoritairement au terme linéaire du rapport masse
Ivolume(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).
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FIGURE 3.12: Diagramme de surface de réponse montrant I’effet du déférant variable

d’extraction sur le FRAP

De ce qui précéde, la température d’extraction a joué un role le plus important dans

I’extraction des antioxydants vis-a-vis le test FRAP, suivi par ’effet de la fréquence
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ultrasonique, ensuite 1’effet du rapport solide-liquide et enfin, faiblement I’effet de temps

d’extraction.

3.6. Validation des conditions optimales d’extraction selon le profileur de prévision

3.5.1. Les conditions optimales pour les CPT
Les conditions optimales pour maximiser la teneur en composés phénoliques totaux (CPT)

ont été déterminées a I’aide d’un modele quadratique basé sur la méthodologie de surface de
réponse. Ces conditions correspondent a un temps d’extraction de 34,26 minutes, une
température de 49,71 °C, une fréquence de 55,51 Hz, et un volume de solvant de 34,85 mL.
Sous ces parameétres, la teneur prédite en composés phénoliques atteint 6,231 mg équivalents
acide gallique par gramme d’extrait, ce qui représente un rendement optimal. Cette
optimisation suggere que 1’augmentation modérée de la température et du volume du solvant,
associée a un temps d’extraction suffisamment long et une agitation contrdlée, favorise
efficacement 1’extraction des composés phénoliques sans provoquer leur dégradation
thermique ou oxydative. Ces résultats soulignent I’'importance d’un équilibre précis entre les
conditions opératoires pour obtenir une efficacité maximale dans [’extraction des
antioxydants naturels (Figure 3.13).
At (min) BT (O) CF(h) D:V (ml)

25 27 29 31 33 35 40 42 44 46 48 50 50 55 60 65 70 25 27 29 31 33 35
| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
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Figure 3.13: Combinaison optimale pour une meilleure extraction des CPT

3.5.2. Les conditions optimales pour les FRAP
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Les conditions optimales pour les FRAP sont les suivantes (Figure 3.14) : un temps
d’extraction de 25,43 minutes, une température de 49,41 °C, une fréquence de 55,20 Hz et
un volume de solvant de 34,32 mL. Ces paramétres ont €té identifiés a I’aide d’un modele
quadratique significatif basé sur I’analyse de réponse de surface (RSM). A ces conditions, la
valeur prédite du FRAP atteint 0,174 mg équivalent acide ascorbique par gramme d’extrait,
ce qui représente un rendement antioxydant optimal dans les limites expérimentales testées.

Ce résultat suggere que I’extraction doit étre réalisée a température relativement €levée, avec
un volume de solvant important, mais avec un temps court et une fréquence modérée, afin
d’éviter la dégradation des composés phénoliques sensibles tout en maximisant leur

libération dans le solvant.

A:t (min) B:T(C) C:F(Hz) D:V (ml)

25 27 29 31 33 35 40 42 44 46 48 50 50 55 60 65 70 25 27 29 31 33 35
| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
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FIGURE 3.14 : Combinaison optimale pour une meilleure activité antioxydant FRAP.

3.5.3. Les conditions optimales pour les TPC avec FRAP
Les conditions optimales conjointes pour maximiser a la fois la teneur en composés
phenoliques totaux (TPC) et la capacité antioxydant (FRAP) ont été déterminées a 1’aide
d’un modéle quadratique basé sur la méthodologie de surface de réponse (RSM)
(figure3.15). Les paramétres optimaux sont les suivants : un temps d’extraction de 26,39

minutes, une température de 49,45 °C, une fréquence de 50,43 Hz, et un volume de solvant
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de 33,86 mL. Sous ces conditions, les valeurs prédites sont de 6,490 mg EAG/g pour le TPC
et de 0,174 mg équivalent acide ascorbique/g pour le FRAP. Ce compromis permet d’obtenir
simultanément un rendement élevé en composés phénoliques et une forte activité
antioxydant. Il reflete un équilibre optimal entre les effets positifs de la température et du
volume sur I’extraction, tout en limitant les effets négatifs potentiels d’un temps ou d’une
agitation excessive. Ces résultats montrent qu’une extraction bien contr6lée dans des

conditions modérées est idéale pour valoriser au mieux les composés bioactifs d’origine

végétale.
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FIGURE 3.15: Combinaison optimale pour une meilleure extraction des tpc et I’activite

antioxydant FRAP.
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3.6. Expérimentation des meilleures conditions établies sur quelques déchets

de sorgho locaux

Une comparaison a été effectuée entre les résultats expérimentaux du contenu en composes
phénoliques totaux (CPT) et de ’activité antioxydant (FRAP) de 1’échantillon de référence
(SRE) et des autres extraits ¢tudiés, dans le but d’évaluer la proximité des propriétés

phenoliques et réductrices des différents extraits (Tableau 3.7).

Tableau 3.7 : Variation du contenu phénolique et de I’activité antioxydant dans les

conditions optimales de quelques déchets de sorgho locaux

Echantillon | CPT (mg EAG/g MS) FRAP (mg/gl Fe*")
SRE 6,23 0,174
NB 0,406 0,038
SB 3,106 0,054
SR1 6,295 0,179
SR2 6,009 0,167
SR3 2,795 0,0515
BR 6,219 0,155
BB 1,022 0,0153

Les échantillons SR1, SR2 et BR ont montré des valeurs trés proches de celles de
I’échantillon de référence, aussi bien pour le CPT (respectivement 6,295 ; 6,009 et 6,219
contre 6,23) que pour le FRAP (0,179 ; 0,167 et 0,155 contre 0,174), ce qui suggere une
similarité dans la composition chimique végétale, notamment en ce qui concerne la nature et
la quantité des composés phénoliques a potentiel réducteur. Cette proximité est
vraisemblablement liée a la couleur rouge dominante de ces échantillons, souvent associée a
une concentration plus élevée en anthocyanes et autres phénols facilement extractibles. En
revanche, 1’échantillon NB (de couleur blanche) a enregistré les valeurs les plus faibles en
CPT et FRAP, ce qui pourrait s’expliquer par une faible teneur en composés actifs ou une
difficulté¢ d’extraction due a la structure tissulaire ou a la nature chimique de 1’échantillon.
D’autres échantillons tels que SB, BB et SR3 se sont également distingués par une
divergence notable par rapport au témoin, notamment en ce qui concerne le pouvoir
antioxydant (FRAP), ce qui confirme que I’activité antioxydante ne dépend pas uniquement

de la quantité de phénols, mais aussi de leur structure chimique et de leur réactivité
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réductrice. Malgré ces différences, toutes les analyses ont été réalisées dans des conditions
expérimentales strictement identiques, ce qui confére une credibilité scientifique a la

comparaison et renforce la fiabilité de I’interprétation.

L’¢évaluation de ’existence des différences significatives entre les groupes de sorgho étudiés
par le test de Kruskal-Wallis, les valeurs de p (Tableau 3.8) sont inférieures au seuil de
signification de 0,05 (p < 0,003), indiguant une différence significative entre les groupes de

sorgho.
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Tableau 3.8 : Analyse des differences entre groupes — test de
KRUSKAL-WALLIS

Variable | H de Kruskal-Wallis | Valeur de p (Sig.)
CPT 21,853 0,003
FRAP 22,120 0,002

3.5. Analyse hiérarchique des clusters

Le dendrogramme obtenu par la méthode de Ward met en évidence les relations de similarité
entre huit déchets de sorgho locale, répartis en deux groupes principaux : les sorghos blancs
(SB, NB, BB) et les sorghos rouges (SRE, BR, SR1, SR2, SR3) (Figure 3.16).Ces résultats
renforcent I’interprétation de 1’analyse des différences entre groupes par le test de Kruskal
Wallis.

3.5.1. Groupe 1 : Sorghos blancs
Les lands races NB et BB présentent une trés forte similarité (distance quasi nulle), suggérant
une proximité génétique ou phénotypique élevée. La variété SB, bien qu’un peu plus
éloignée, demeure étroitement associée a ce groupe, ce qui confirme une homogeénéité
globale au sein des sorghos blancs.

3.5.2. Groupe 2 : sorghos rouges
Un sous-groupe treés homogene est formé par SRE et BR, fusionnés a une distance minimale.
Ce résultat peut traduire une origine génétiqgue commune ou des caractéristiqgues morpho
agronomiques similaires.
SR1 et SR2 constituent également un cluster cohérent, mais apparaissent a une distance de
fusion plus élevée, révélant une divergence plus marquée avec les autres génotypes rouges.
La variété SR3, bien qu’appartenant a la classe des sorghos rouges, est regroupée avec le
cluster des sorghos blancs (SB, NB, BB). Cette position atypique suggéere que SR3 possede

des caractéristiques intermédiaires, voire une affinité plus grande avec les variétés blanches.
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Dendrogramme utilisant la Distance de Ward
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FIGURE 3.16 : Dendrogramme de classification des déchets de sorgho par classification
hiérarchiqgue (WARD METHOQOD)
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Conclusion




4. Conclusion générale

En conclusion, cette étude, intitulée « Détermination des conditions optimales de I’extraction
ultrasonique, ainsi le pouvoir réducteur des extraits phénoliques des dechets de sorghos
(Sorghum bicolor L., Moench) locaux. Applications du plan de Box-Behnken », s’est inscrite
dans une démarche d’optimisation de I’extraction des composés phénoliques a partir de
déchets végétaux, en exploitant les avantages offerts par I’extraction assistée par ultrasons.
Grace a l'utilisation du plan expérimental de type Box-Behnken, il a été possible de
modéliser les effets linéaires, quadratiques et d’interaction de quatre variables indépendantes
(temps, température, fréquence ultrasonique et rapport solide/liquide) sur deux réponses
majeures : la teneur en composés phénoliques totaux (TPC) et I’activité antioxydante par la
méthode FRAP. Les analyses statistiques (ANOVA) ont confirmé la pertinence et la
significativité des modéles quadratiques pour les deux réponses, avec des coefficients de
détermination élevés (R? = 0.91 pour le TPC et R? = 0.93 pour le FRAP), traduisant une
bonne adéquation entre les données expérimentales et les prédictions du modéle. Les
variables D (rapport solide/liquide) et C (fréquence ultrasonique) ont montré un effet
hautement significatif, particulierement sur la réponse antioxydante, tandis que les effets
quadratiques des variables A2, B2, C2 et D2 ont été statistiquement significatifs, révélant la
non-linéarité du comportement du systeme. Les conditions opératoires optimales permettant
de maximiser simultanément le rendement en composés phénoliques et leur capacité
réductrice ont ét¢ déterminées comme suit : un temps d’extraction de 26.39 minutes, une
température de 49.45°C, une fréquence ultrasonique de 50.43 kHz, et un rapport
solide/liquide de 33.86 mL/g. Sous ces conditions, la teneur prédite en polyphénols atteint

6.490 mg EAG/g MS, tandis que la valeur maximale du pouvoir réducteur (FRAP) atteint
0.174 mg EVC/g MS, démontrant I’efficacité du procédé ultrasonique appliqué. Ces résultats
confirment que I’ultrasonication, associée a un ajustement précis des paramétres, constitue
une stratégie efficace, rapide et éco-compatible pour la valorisation des sous-produits
agroalimentaires. La richesse des extraits obtenus en composes antioxydants naturels
renforce leur potentiel d’application dans les industries alimentaires comme agents de
conservation naturels, dans le domaine pharmaceutique comme agents de prévention contre
le stress oxydatif, ou encore dans les formulations cosmétiques en tant qu’ingrédients actifs
anti-age. Ce travail ouvre également la voie a des études complémentaires sur 1’identification
structurale des phénols extraits et I’évaluation de leur bioactivité in vivo, afin de mieux

exploiter le potentiel fonctionnel du sorgho rouge local.
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Résumeé:

Le sorgho (Sorghum bicolor L. Moench) est I’'une des cultures les plus anciennes et les plus résistantes a la
sécheresse. Cette étude vise a extraire les composés phénoliques de la son de sorgho local par extraction
assistée par ultrasons, et a évaluer leur activité antioxydante a 1’aide du test FRAP. La Méthodologie de
Surface de Réponse (RSM), selon le plan Box-Behnken, a été utilisée pour optimiser les conditions
d’extraction. Les résultats ont montré que les conditions optimales ont permis d’obtenir une teneur en
composés phénoliques totaux de 6,490 mg EAG/g et une activité antioxydante (FRAP) de 0,174 mg EVC/g,
confirmant la validité du modéle statistique. Ces résultats mettent en évidence le potentiel delason de sorgho
comme source naturelle de composés bioactifs valorisables dans les industries agroalimentaire,
pharmaceutique et cosmétique.

Mots-clés : Sorgho (Sorghum bicolor), RSM, composés phénoligues, ultrasons, FRAP antioxydant.

(English):

Sorghum (Sorghum bicolor L. Moench) is one of the oldest and most drought-tolerant crops. This study aims
to extract phenolic compounds from local sorghum bran using ultrasound-assisted extraction and to assess
their antioxidant activity through the FRAP assay. Response Surface Methodology (RSM) with a Box-
Behnken design was used to determine optimal extraction conditions. The results showed that optimal
values yielded a total phenolic content of 6.490 mg GAE/g and an antioxidant capacity (FRAP) of 0.174 mg
AAE/qg, confirming the accuracy of the statistical model. These findings highlight the potential of sorghum
bran as a natural source of bioactive compounds for application in the food, pharmaceutical, and cosmetic
industries.

Keywords: Sorghum (Sorghum bicolor), RSM, phenolic compounds, ultrasound, FRAP antioxidant.
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