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Introduction

Introduction

Les effets négatifs possibles de l'utilisation d'additifs synthétiques ont conduit de
nombreux secteurs a rechercher des alternatives pour obtenir des composés de sources
naturelles dotés de propriétés biologiques actives (Santos et Martins, 2022). Présents dans
I'écorce, les feuilles, les graines et les pétales de plusieurs végétaux, les composés phénoliques
(ou polyphénols) sont des composés phytochimiques d'un grand intérét car ils ont des effets
bioactifs bénéfiques (activité antioxydante, antiradicalaire,...) (Santos and Martins, 2023),
qui seraient a 1’origine de la réduction de risques de développement de plusieurs pathologies

comme les cancers et les maladies cardiovasculaires (Lutz et al., 2011).

Au-deld des bienfaits sur la santé humaine, les polyphénols ont une large gamme
d’utilisations dans l'industrie alimentaire en tant que colorants, additifs fonctionnels dans les
boissons, les produits laitiers, les bonbons, la boulangerie et les céréales (Gonzalez-M et al.,
2006).

Le raisin (Vitis vinifera L.) est une source riche de composés bioactifs tel que les
composés phénoliques qui sont des métabolites secondaires trouvés dans la peau, les graines
et la chair et sont extraits dans les vins lors de la vinification (Ojeil et al., 2010). Les
principaux groupes de polyphénols retrouvés comprennent généralement les anthocyanes, les
catéchines, le resvératrol, les acides phénoliques et les procyanidines (Zhou and Raffoul,
2012).

Le raisin est un fruit nutritif qui figure toujours parmi les fruits les plus produits au
monde (Zhou, 2022). Il représente 14,6% de la production mondiale de fruits juste apres
I’orange (Chira, 2008). La production de raisins de table, de raisins secs et de raisins de cuve
est I’'une des principales activités de 1'Union Européenne dans le domaine de la viticulture
(Biniari et al., 2020).

L'extraction est considérée comme ['étape initiale la plus importante pour la
récupération et la purification des composés bioactifs des matieres végétales (Meziant et al.,
2014). De nombreuses methodes d'extraction avancées incorporant diverses technologies
telles que les ultrasons, les micro-ondes, la haute pression, la haute tension et les forces
mécaniques ont été utilisées pour extraire les composés biactifs des matieres végétales (Chuo,
2020). Parmi ces méthodes, I’extraction assistée par ultrasons (EAU) est 1'une des techniques
d’extraction qui attire de plus en plus I’attention des chercheurs en raison de son efficacité par

rapport aux methodes conventionnelles (Khan et al., 2010).
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L’extraction des composés phénoliques dépend de plusieurs facteurs tels que les
proceédures d'extraction, la température, la durée, la pression, la polarité du solvant, la taille
des particules, etc Brahmi et al. (2021).

L’optimisation du processus d’extraction est réalisée par méthodes empiriques ou
statistiques. La méthodologie de surface de réponse (MSR) est un ensemble de techniques
statistiques et mathématiques nécessaires au développement, a I’amélioration et a
I’optimisation des processus. Le principal avantage de la MSR est de réduire le nombre
d’essais expérimentaux necessaires pour évaluer plusieurs variables et leurs interactions
(Bachir Bey et al., 2014; Chen et al., 2016).

La présente étude a pour objectif principal 1’optimisation des conditions d’extraction
par ultrason (EAU) des composés phénoliques et de I’activité antioxydante a partir de la
poudre de pellicule (peau) de raisin (variété Red Globe) par 1’application de la méthodologie
de surface de réponse en utilisant le plan d’expérience Box-Behnken (BBD). Les principaux
parametres étudiés sont la concentration en solvant, le temps et la température d’extraction et

le ratio (rapport échantillon/solvant).
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Syntheése bibliographique

I. Le raisin

1. Origine et historique

Le raisin (Vitis Vinifera), I'une des premiéres plantes vivaces domestiques, est apparu au
Proche-Orient et demeure une culture importante sur le plan économique et culturel
(Migicovsky, 2017).

L’histoire de la vigne a commencé lors de la transformation graduelle de la vigne
sauvage en vigne cultivée et s’est probablement réalisée a partir du septiéme millénaire avant
I’¢re chrétienne A partir de la Géorgie, la culture de la vigne s’est répandue dans tous les pays
tempérés depuis I’Inde jusqu’a 1’Occident Européen. Les premicres peintures murales
représentant des procédés de vinification ont été retrouvées en Egypte dans des lieux de
sépulture datant de 3000 ans avant J.C. La Grece, grace a ses contacts avec I’Egypte, adopta
la culture de la vigne, la vinification et le commerce du vin (vers 2000 ans avant J.C). Les
Grecs, au cours de leurs nombreux voyages, ont implanté la vigne dans tout le bassin
méditerranéen et ont glorifié les bienfaits du vin (Reynier, 1986).

La viticulture en Algérie remonte a I'Antiquité et particulierement a la colonisation
romaine puisqu'elle a trouvé les conditions agro-climatiques idéales pour son développement
(Levadoux et al., 1971). Durant la période de la colonisation francaise, la viticulture
algérienne a connu un tres fort développement de vignes de cuve, grace aux conditions
extrémement favorables du milieu. Mais la viticulture de table n’y était I’objet d'aucune
attention particuliere. Néanmoins, il faut signaler que des I’époque romaine, 1’Algérie
cultivait des cépages tardifs, en majorité de table. Les facteurs climatiques et pédologiques
favorables expliquent la richesse de I’encépagement de la viticulture algérienne (FODIL,
1989). Les peuples autochtones (les Berberes ou les Numides) d'Algérie cultivaient la vigne
depuis tres longtemps en Afrique du Nord, au premier siecle avant J.C. (Rahali et al., 2019).
D'énormes quantités de vignes furent exportées par les Phéniciens a travers la Méditerranée,
puis les Romains développérent la viticulture jusqu'a l'arrivée des chrétiens et utilisérent
I'Algérie comme un simple entrepdt de céréales pour leur royaume. Ensuite, les raisins de
table ont été importés par les Arabes musulmans, également connus sous le nom de raisins de
table, toujours du Moyen-Orient vers I'Afrique du Nord, et au début du XIXe siécle,
I'occupation francaise a élargi la richesse et I'hétérogénéité de la viticulture. Plusieurs
cultivars ont été dirigés vers I'Espagne et la France apres la crise du phylloxéra en Europe. En

1960, 1’ Algérie était devenue le quatriéme pays producteur mondial de vin, mais aprés avoir
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obtenu son indépendance en 1962, la production de vin a chuté et a perdu une grande partie de

sa part du marché (Khouni et al., 2023).

2. Classification botanique

Le raisin est le fruit de la vigne (Vitis vinifera. L) appartient a la pentandrie monogynie
de Linné et une famille naturelle qui constitue un ordre de la classe des Dicotylédones
polypétales a étamines hypogynes a fruit supere Jussieu (Herpin, 1889). La vigne est classée
dans I’ordre botanique des Rhamnales, elle appartient a la famille des vitacées anciennement
connue sous le nom des ampélidacées (Zhou and Raffoul, 2012). Cette famille comprend
environ 15 genres et 800 especes présentes dans les régions tempérées (Di Pietro Fernandes,
2023), parmi lesquels le genre Vitis qui se divise lui-méme en deux sous-genres, Muscadinia
et Euvitis. La quasi-totalité des vignes cultivées fait partie de ce dernier. Environs 30 espéces
sont dénombrées dans le genre Euvitis et Vitis vinifiera est 1’espéce la plus cultivée (Zhou
and Raffoul, 2012). Toutes les vignes sont des plantes pérennes, ligneuses et grimpantes
(Bouby, 2001). La classification botanique du raisin est représentée sur la figure ci-dessous
(Figure 01).

Famille Vitacées
l l I l
Genres Ampelopsis ~ Cissus Vitis  Parthenocissus  Autres
I
Sous-genres Vraies vignes Muscadinia
I l
Tronc Américain Euro-asiatique Asiatique

| | | | | |
Especes Vriparia V. rupestris V. Berlandlieri V.labrusca V. vinifera V.amurensis V. rotundifolia

|
’ l I I I I l
Varigtés  gloire rupestris carignan  pinot  cabernet gamay chasselas

de Montpellier  du Lot

Figure 01:Classification botanique de la vigne (Reynier, 2011b).
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3. La structure et les valeurs nutritionnelles

Les raisins sont des baies pédicellées ou disposées en grappes sur un pédoncule commun.
Ces fruits sont ronds ou ovales plus ou moins gros, de couleur variable blanc-verdatre, dorés,
rosés, rouges, noirs, bleuatres ; ils sont plus ou moins savoureux, plus ou moins charges de
sucre, d’acides, d’alcalis, de tannin, de fer, etc. selon les pays, le terrain et surtout les cépages
ou variétés de la vigne qui sont tres nombreuses (Herpin, 1889). La baie est un fruit charnu
de forme arrondie plus ou moins allongée en fonction des variétés. Elle est composée de trois

tissus majeurs, la pulpe, la pellicule et les pépins (Kennedy, 2002)

Bourrelet Pédicelle

Ovulaires Pinceau
Centraux
Réseau périphérique

Faisceaux
vasculaires

Embryon
Pépin | Albumen
Téguments

Endocarpe
Pulpe | Mésocarpe
Exocarpe

Locule

Faisceaux vasculaires /

periphériques
Pellicule + Pruine

Figure 02:La structure de la baie de raisin (Kennedy, 2002)

Le raisin appartient a la famille des baies puisqu'il est attaché a la tige. Plusieurs baies
constituent une grappe de raisin. Son fruit est considéré comme I’'un des aliments les plus
agréables a consommer et possede de nombreuses propriétés médicinales et nutritionnelles
connues par les consommateurs. Le raisin est une bonne source d'eau (~ 82%), de glucides
(12-18%), de protéines (0,5- 0,6%), et de graisses (0,3-0,4%). En outre, le raisin contient des
quantités importantes de potassium (0,1-0,2%), de vitamine C (0,01-0,02%) et de vitamine A
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(0,001-0,0015%), ainsi qu'une petite quantité de calcium (0,01-0,02%) et de phosphore (0,08-
0,01%). Le raisin est également une source importante d'autres nutriments tels que le bore
(Yadav et al., 2009). Il contient aussi 40% de fibres, 16% d'huile, 11% de protéines et 7% de

phénols complexes, de tanins et d'autres minéraux et vitamines (Majeed, 2023).

4. Les variétes du raisin

Les vignes appartiennent a la seule espéce Vitis vinifera, cette espece comprend plus de
5000 cépages, différents par leur aspect et la qualité de leurs fruits. En viticulture, le terme de
cépage désigne une variété cultivée. Il existe plusieurs milliers de cépages identifiés mais
seulement 320 sont actuellement inscrits au catalogue des variétés cultivées (Reynier,
2011b).

Les raisins sont divisés en deux groupes selon la couleur de leur peau. Le premier groupe
est les raisins a peau de teinte claire, vert pale, jaune plus ou moins dure (cépages blancs). Le
deuxieme groupe est les raisins a peau plus foncée allant du rosé, rouge et noir violet (cépages
rouges) (Chira, 2008).

Selon Reynier (201la), chaque cépage a une vocation particuliere. D’aprés les
caractéristiques morphologiques des grappes et des baies, comme la compacité, la grosseur et
la forme des baies, I’épaisseur de la pellicule, la consistance de la pulpe, le nombre de pépins,
et en fonction de la destination des raisins, on distingue plusieurs catégories de cépages a

savoir:

1 Cépages de cuve : comme Grenache, Merlot, Syrah, Carignan, Cabernet sauvignon,

Melon, Gamay, Chardonnay, etc.

1 Cépages destiné au séchage : Sultanine B, Corinthe N, Perlette, Muscat d’Alexandrie

et Rosaki.

1 Cépages de table : Chasselas, Danlas, Italia, Muscat Hambourg, Dattier de Beyrouth,

Cardinal, etc.

Le Red Globe est aussi une variété de raisin de table rouge a grosses graines. Parmi ses
caractéristiques distinctives on peut citer sa chair croguante, sa saveur délicate, sa couleur
rose-rouge attrayante de ses baies et son golt légerement sucré. Ses baies servent également
de glacons dans les jus et les boissons fraiches en raison de leur grande taille et de leur pulpe

charnue. Dans la plupart des pays producteurs de raisin, le Red Globe est strictement un
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cultivar de serre. Les vignes peuvent toutefois étre cultivées en plein champ dans des

conditions chaudes avec une longue période de végetation (Alenazi et al., 2019).

5. Production du raisin

5.1. Production mondiale

Le raisin est le deuxieme fruit le plus cultivé au monde. En effet, selon un rapport de
I’Organisation des Nations unies pour I’alimentation et 1’agriculture (FAO) concernant le
marché mondial du fruit, le raisin représente 14,6% de la production mondiale de fruits juste
aprés 1’orange (Chira et al., 2008). Selon 1’Organisation Internationale de 1a Vigne et du Vin,
la culture de la vigne (Vitis vinifera) couvre environ 7,4 millions ha sur ’ensemble des cinq
continents avec une production de 78 millions tonnes de raisins dont 27,3 millions de tonnes
de raisins de table, 1,3 millions de tonnes de raisins secs et de 292 millions d’Hl de vin
(MEGATELI, 2023). Pour la saison 2020/2021, la Chine occupait la premiére place avec
36,2% de la production mondiale totale, suivie de I'Inde (11,5%), la Turquie (6,2%), I'Egypte
(4,9%), I'lran (4,5%), I'Ouzbékistan (4,1%), I'ltalie (3,3%), le Brésil (2,8%), les Etats-Unis
(2,7%), le Pérou et le Japon (2,5%), le Chili (2,1%) et I'Afrique du Sud (1,2%) (Kgang
Itumeleng E, 2023).

5.2. Production algérienne

En Algérie, la vigne est la troisieme culture fruitiére la plus abondante aprés l'olive et la
datte (Khouni et al., 2023). Durant la derniére décennie, la viticulture algérienne a connu un
important développement. En effet, la superficie du vignoble algérien est passée de 50000 ha
en 2000 a plus de 69642 ha en 2018; dont 67% occupée par la vigne de table et 33% par la
vigne de transformation, la production totale des raisins est de 5665787 quintaux (88% pour
les raisins de table et 12% pour les raisins de transformation). Le total des variétés
homologuées s’éléve a 96 dont 55 variétés de tables, 33 de transformation, 5 de séchage et 10
variétés de portes greffes (MEGATEL.I, 2023).

6. Industries de transformation du raisin
Les sous-produits de la transformation du raisin, appelés "marc de raisin™, comprennent
les peaux, les pépins, la pulpe et les tiges. Le marc représente environ 20% de la masse des
raisins transformés (Chedea and Pop, 2019). Le raisin (Vitis vinifera L.) est utilisé a la fois
comme denrée alimentaire fraiche et aussi pour la transformation industrielle telle que le jus,

les raisins secs et le vin (Guo, 2014).
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6.1. Le raisin sec
Le raisin sec est parmi les fruits secs les plus consommés mondialement. 1l est obtenu
par le séchage de certaines variétés de raisin, représentées essentiellement par la Sultanine, la
Golden, la Muscata et le Corinthe noir. La variété Sultanine étant la plus utilisée (Ferradji et
al., 2008)

6.2. Lejus

Le jus de raisin est un jus soit pur ou bien reconstitué a base de concentré (jus ABC). Ce

dernier est principalement utilisé pour les mélanges de jus de fruits (Escudier et al., 2016).

6.3. Levin

La vinification consiste a transformer le moQt de raisin en un type précis de vin doté de
caractéristiques organoleptiques spécifiques. Les raisins réceptionnés apres la récolte et ayant
donné le modt sont transformés par pressurage au vin blancs et par foulage au vin rouges.
Cette étape est généralement complétée par I'élevage du vin (Kupxuiaesuu, 2020). Environ
80% des raisins sont utilisés pour la vinification et 13% sont consommés comme raisins de
table (Miti¢ et al., 2012).

7. Les propriétés biologiques

Les polyphénols des raisins et des vins rouges ont attiré I'attention des scientifiques afin
de définir leur composition chimique et leurs propriétés biologiques. Les polyphénols font
partie des composés antioxydants les plus abondants dans notre alimentation et peuvent jouer
un role clé dans la prévention de plusieurs maladies (Urpi-Sarda et al., 2009).

Bien qu'un grand nombre de composés ont éte isolés a partir du raisin, seuls certains
d'entre eux se sont avérés avoir des activités biologiques et médicinales. Plusieurs activités
biologiques du resvératrol, un composé majeur extrait de la peau et des pépins de raisin, ont
été rapportées (Yadav et al., 2009). Les sous-produits du raisin constitués principalement de
pelures, contiennent une grande quantité de métabolites secondaires, notamment des acides
phenoliques, des flavanols et des anthocyanes, qui possédent des propriétés antibactériennes,
antivirales, antioxydants, anti-inflammatoires, anticancérigénes, et pourraient prévenir les

maladies cardiovasculaires (Corrales et al., 2008).
7.1. Les propriétés antioxydantes
Les caractéristiques antioxydantes des composés phénoliques du raisin, qui constituent

I’activité la plus notable, ont été largement étudiées y compris le piégeage des radicaux libres,

I'inhibition de l'oxydation des lipides, la réduction de la formation d'hydroperoxydes, etc.
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Plusieurs méthodes ont été utilisées pour évaluer les capacités antioxydants des composés
phénoliques extraits de divers raisins ou de différentes parties de raisin telles que la méthode
DPPH, ABTS, PR, ’ORAC...etc. (Xia et al., 2010). Grace a la mobilité de I’hydrogéne

phenolique, les composés phénoligues sont capables de piéger les radicaux libres oxygenes en
particulier les radicaux peroxydes (ROO), alkoxyles (RO‘), superoxydes (O2) et les

hydroxyles (OH") générés en permanence par notre organisme ou formés en réponse a des
agressions de notre environnement (cigarette, polluants, infections...) (Min and Ebeler, 2008;
Ojeil et al., 2010).

Une phytoalexine naturelle que I'on trouve en abondance dans le raisin et le vin rouge
qui est le resvératrol (3,5,4-trans-trihydroxystilbéne) possede de puissantes propriétés

antioxydants et protectrices (Yadav et al., 2009).

7.2. Les propriétés antibactériennes

Les raisins secs sont largement connus par leur richesse en composes phénoliques. 1l a
été démontré que ces composés, en particulier le resvératrol, ont un large éventail d'effets
biologiques notamment antimicrobiens et antioxydants (Hollecker et al., 2009). Guessaibia
et al. (2019) ont pu confirmer a travers leur investigation que la variété algérienne de raisins
secs Black Corinth, possédait de puissantes propriétés antibactériennes indiquant ainsi leur
potentiel en tant que produits pharmaceutique naturel pour prévenir et traiter les maladies
humaines infectieuses.

Il a été démontré aussi que les composés phénoliques des extraits de marc de raisin
présentent aussi des propriétés antioxydante et antibactérienne contre E. coli, L.
monocytogenes, et S. aureus. Les activités antimicrobiennes sont attribuées a leur capacite a
se lier aux protéines extracellulaires et solubles ce qui leur permet de se complexer avec les

parois cellulaires bactériennes (Xu et al., 2016).

7.3. Les propriétés anticancéreuses
Le resveratrol du raisin est présent en concentration significative dans le vin rouge,
inhibe in vitro la croissance cellulaire des leucémies, du cancer de la prostate, du sein et
d'autres cancers épithéliaux. Le resvératrol blogue la tumorigenése au niveau de la peau
endommagée par les rayons UV et chez les rats. Il blogue la néoplasie des glandes

mammaires (Opipari Jr, 2004).
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7.4. Les bienfaits cardiovasculaires

Les raisins sont associés a une incidence plus faible de maladies cardiaques et
d'accidents vasculaires cerébraux ischémiques (Jiménez, 2008). Des études ont confirmé les
bienfaits du raisin et les produits a base de raisin sur la réduction des maladies
cardiovasculaires, sur 1’inhibition de l'agrégation plaquettaire, la diminution de 1'oxydation
des LDL, la réduction du stress oxydatif, I’amélioration aigué€ et chronique de la fonction
endothéliale, la diminution de I’inflammation et la réduction de la tension artérielle en
particulier chez les personnes ayant une tension artérielle habituelle plus élevée (Rasines-
Perea, 2017).

7.5. Les propriétés neuroprotectrices

Les fruits riches en polyphénols tels que les raisins sont reconnus pour leur potentiel
neuroprotecteur qui est directement lié a leurs propriétés antioxydants (Renaud, 2011). Des
études ont démontré la capacité du resvératrol du raisin a protéger contre les dommages
neuronaux causeés par l'administration d'acide kainique. Il réduit également la mort des
cellules neuronales induites par I'éthanol (Sun et al., 2002).

Le raisin peut étre bénéfique pour ralentir les déficits neuronaux associés au
vieillissement. Les extraits de pépins de raisin ont aussi un effet neuroprotecteur. Une
consommation accrue de raisin et de vin riche en reseveratrol est trés efficace pour la

neuroprotection (Lee et al., 2017)
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I1. Les polyphénols du raisin

1. Définition

Les composés phénoliques constituent un groupe de molécules biologiquement actives
et l'une des classes les plus importantes de métabolites secondaires des plantes. Ils sont
essentiels a la croissance des plantes et peuvent présenter un large éventail de propriétés
biologiques (Ghitescu et al., 2015). lls sont largement présents dans les fruits, les légumes,
les céréales, I'huile d'olive extra vierge, les légumineuses seches, le chocolat et les boissons
telles que le thé, le café et le vin (D'Archivio 2008). Ce sont des composés organiques formés
d’un ou de plusieurs cycles aromatiques (le benzéne) liés a un ou plusieurs groupements
hydroxyle (Elie, Frédéric, 2022). Il existe environ 8000 composés d'une grande diversité
structurelle (Garcia-Salas et al., 2010). lls sont solubles dans I'eau et les solvants organiques
(Ashraf et al., 2018).

2. Les polyphénols présents dans le raisin

Les raisins sont une source riches de composes phénoliques, environ 75% de ces
derniers se trouvent dans la peau et les pépins (Ghafoor et al., 2009). Ces composés
phénoliques peuvent étre classés en deux groupes : les non-flavonoides et les flavonoides
(Rebello, 2013). Les flavonoides comprennent les flavan-3-ols (catéchine), les flavonols
(quercétine) et les anthocyanes. Les non flavonoides comprennent les acides phénoliques et
les stilbenes. Dans la baie de raisin, les flavonoides sont principalement localisés dans la peau
comme les anthocyanes et le resveératrol, tandis que les flavan-3-ols (catéchines et

proanthocyanidines) sont présents dans la peau, les graines et la pulpe (Mané et al., 2007).

2.1. Les acides phénoliques
Les acides phénoliques sont classés en fonction de leurs deux structures carbonées
distinctes, de la position et le nombre des groupements hydroxyles sur le cycle aromatique, en
acides hydroxybenzoiques et acides hydroxycinnamiques (Chandrasekara and Shahidi,
2018). Les acides benzoiques, contenant sept atomes de carbone (Ce-C1) et les acides
cinnamiques comprenant neuf atomes de carbone (Cs-C3). Ces composes se présentent sous

forme libre ou conjuguée (Garrido, 2013).

2.1.1. Les acides hydroxycinnamiques
Les acides hydroxycinnamiques (AHC) constituent I'une des principales classes de

composés phénoliques présents dans la nature (Herrmann and Nagel, 1989). Ce sont des
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métabolites secondaires derives de la phénylalanine et de la tyrosine. Ils ont tous un squelette
carboné Ce-C3 avec une double liaison dans la chaine latérale (El-Seedi et al., 2012). Ces
principaux acides hydroxycinnamiques sont les acides caféique, férulique, sinapique, p-
coumarique, cinnamique, o-coumarique et m-coumarique (El-Seedi et al., 2012; Herrmann
and Nagel, 1989). Ces constituants sont surtout présents dans la pulpe de la baie de raisin. Le
composé majeur des acides hydroxycinnamiques dans le raisin est ’acide caftarique (ester
caféoyl-tartrique) (Chira, 2008).
2.1.2. Les acides hydroxybenzoiques

Les acides hydroxybenzoiques sont des dérivés de I'acide benzoique avec une structure
a sept atomes de carbone de type Ce-C: (Rashmi and Negi, 2020). Ils comprennent
notamment les acides gallique, p-hydroxybenzoique, vanillique, syringique et
protocatéchique. Leur concentration est généralement faible dans les fruits (Tomas-Barberan
and Clifford, 2000) a I'exception de certains fruits rouges (les raisins), du radis noir, de
I'oignon et de la peau des pommes de terre (Lewis et al., 1998 ). Les principaux acides
hydroxybenzoiques sont les acides gallique, éllagique, protocatéchique et 4-hydrobenzoique
(Lafay and Gil-1zquierdo, 2008).

2.2. Les flavonoides

Les flavonoides sont des composés

phénoliques comprenant 15 atomes de carbone

formant une structure Cs-C3-Cs, soit deux

0.
I
/l\
N

Isoflavone

noyaux aromatiques reliés par un pont de 3
carbones (Chira et al., 2008). Ils peuvent étre
subdivisés en différents sous-groupes (figure

03) en fonction du carbone de I'anneau C sur

lequel est fixé l'anneau B (Panche et al.,
2016) Anthocyanidine @ﬂj Flavan-3-ol

Flavanone

Parmi les flavonoides on trouve les flavanols, Figure 03:Structures de base des principaux
les anthocyanes, les flavanones, les flavonols, flavonoides (Chira et al., 2008).

les flavones, et les isoflavones (Ghedira, 2005). Dans la baie de raisin, les flavonoides sont
principalement localisés dans la pellicule, comme les anthocyanes et le resvératrol, tandis que
les flavan-3-ols (catéchines et proanthocyanidines) sont présents dans la pellicule, les pépins

et dans la pulpe (Miti¢ et al., 2012).
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2.2.1. Les anthocyanines

Les anthocyanidines sont largement présentes dans le régne végétal principalement sous
formes de glycosides, exclusivement dans la pellicule des raisins noirs (les raisins blancs sont
dépourvus d’anthocyanidines) (Chira et al., 2008). Les anthocyanes sont directement
responsables de la couleur rouge, bleue et violette des raisins noirs. Ce sont des
monoglycosides de 5 anthocyanidines a savoir la delphinidine, la cyanidine, la pétunidine, la
péonidine, et la malvidine (Xia et al., 2010). Les anthocyanidines et les anthocyanes se
distinguent des autres flavonoides par la présence de deux doubles liaisons dans leurs anneaux
hétérocycliques (Singla, 2019) et présentent des teneurs importantes en anthocyanes 3,5
diglucosides (Conde, 2007).

2.2.2. Les flavonols

Les flavonols incolores sont parmi les flavonoides les plus abondants dans les plantes et
sont généralement présents sous forme de mono, di ou triglycosides (Stracke, 2010).

Les flavonols sont une classe de composes flavonoides présents dans la pellicule des baies
de raisin Vitis vinifera et participent a la protection contre les rayons UV (Castillo-Mufioz,
2010). Les flavonols présents dans le raisin sont : le kaempférol, la quercétine, la myricétine,
I'isorhamnétine, larictrine et syringétine des glycosides qui provient des aglycones (Garrido,
2013).

2.2.3. Les flavanols (proanthocyanidines)

Les flavanols sont également rencontrés sous forme d'oligoméres et de polymeéres,
appelés tannins condensés ou proanthocyanidines parce qu'ils libérent des anthocyanidines
(Cheynier, 2005). Les flavan-3-ols sont la catégorie de flavonoides la plus complexe. Ils sont
présents a la fois dans la pellicule et les pépins de raisin. Les pellicules contiennent des
concentrations en flavan-3-ols beaucoup plus faibles que les pépins et leur composition est
également différente (Gonzélez-Manzano Susana, 2004).

2.3. Lesstilbénes
Les stilbenes sont des composés organiques comportant deux anneaux phénoliques dont
la formule de base est Ce-C2-Cs. lls sont localisés généralement dans la pellicule de raisin
frais essentiellement sous forme glycosylés et localisés aussi dans les pepins et les tiges
(Geana et al., 2015). lls synthétisés par les plantes en tant que composeés de défense contre les
stress biotique et abiotique (Wang et al., 2010). lls peuvent étre sous forme de monomeéres,

diméres ou oligomeres (Chong et al., 2009). Les stilbénes monomeéres peuvent subir
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differents types de modifications telles que [I'oligomérisation, la glycosylation, la
méthoxylation et la prénylation, et peuvent également donner naissance a d'autres stilbénoides
(Kiselev et al., 2019).

2.3.1. Le resveratrol
Le resvératrol (C14H1203), phytoalexine produite par la vigne en réponse aux agressions
fongiques et bactériennes, a été identifié dans plus de 70 espéces de végétaux et est abondant
dans la pellicule de raisin Vitis vinifera et dans le vin rouge (Pifieiro et al., 2006). Le
resvératrol et ses dérivés appartiennent a une catégorie de métabolites secondaires végétaux
particuliers appelés stilbénes ou stilbénoides (Chastang, 2014). Les resvératrols sont aussi
connus pour accroitre ’activité anti-oxydante, stimuler les fonctions digestives, inhiber la

peroxydation des LDL, et réduire le processus de thrombose (Zhang et al.,2006).
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I11. Extraction assistée par ultrason

1. Les méthodes d’extraction

L'extraction est une étape primordiale dans l'isolement, I'identification et I'utilisation des
composés phénoliques (Ghafoor et al., 2009). Elle est généralement realisée a l'aide de
techniques conventionnelles (Soxhlet, macération et hydrodistillation) (Milella et al., 2019).
Outre ces procédés classiques d'extraction par solvant utilisés pour la récupération des
composés phénoliques, des methodes non conventionnelles sont apparues comme alternatives
a ces dernicres telles que I’extraction assistée par ultrasons (EAU), I’extraction par fluide
supercritique (EFS) et I’extraction assistée par micro-ondes (EAM). Elles sont plus rapides et
automatisées (Dahmoune et al., 2013). Parmi ces techniques, I'EAU a suscité un grand intérét
car elle offre plusieurs avantages comme 1’accélération du processus d'extraction et
I’amélioration du rendement d'extraction des composés bioactifs en particulier de composés

phénoliques (Corrales et al., 2008).

2. Définition de I’extraction assistée par ultrason

L’extraction des composés bioactifs par ultrasons (20-100 kHz) est une technique
émergente qui offre beaucoup de reproductibilité en peu de temps, trois fois plus rapide
qu’une extraction simple par solvant (Chemat and Khan, 2011). La matiére premiere est
immergée dans le solvant soit par contact direct (sonde) ou indirect (bain) et en méme temps
elle est soumise a ’action des ultrasons. Cette technique peut étre utilisée pour 1’extraction
des composés aromatiques ou des essences de plantes, mais elle a surtout été développée pour
I’extraction de certaines molécules ayant un intérét thérapeutique (SaliSova et al., 1997).

L'extraction assistée par ultrasons (UAE) est reconnue comme une technologie
d'extraction respectueuse de I'environnement et tres efficace (Shen et al., 2023). Les ultrasons

permettent un bon transfert de masse avec un chauffage limité (Cilinescu, 2021).

3. Principe
Pendant la sonication, les ondes sonores générent des vibrations mécaniques dans un
solide, un liquide ou un gaz. Ces ondes sonores peuvent se propager dans une matiére et elles
impliquent des cycles d'expansion et de compression lors de la propagation dans le milieu
(figure 04). La dilatation écarte les molécules tandis que la compression les rapproche, les

pousse l'une vers l'autre. L'expansion peut créer des bulles qui se forment, se développent et
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s'effondrent dans un liquide (Luque-Garcia and De Castro, 2003). La taille de ces bulles
augmente jusqu’a atteindre une taille critique puis elles implosent spontanément en créant une
zone d’énergie intense. L’éclatement des bulles de cavitation provoque 1’apparition de micro-
jets de solvant dirigés vers la cellule entrainant une diffusion plus rapide de ce dernier.
L’entrée du solvant dans la cellule provoque le gonflement de cette derniere, ce qui induit un
élargissement des pores de la paroi cellulaire et contribue ainsi aux taux de diffusion élevés.
L’augmentation du volume de la cellule provoque I’éclatement de la paroi cellulaire, ce qui

contribue a I’enrichissement du solvant en composés. Par conséquent, des rendements plus

E I = = = =
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bulle des cycles bulle

consecutifs

Figure 04: Génération, croissance et éclatement de bulles résultantes du phénomeéne de
cavitation (Mason, 2002).

importants ont été observés pour 1’extraction assistée par ultrasons (Fabiano-Tixier, 2016).

4. Facteur influencant la performance de ’EAU

4.1. Choix et volume du solvant

Le solvant d'extraction doit étre choisi en fonction de la solubilité des composés vises
par le processus. En outre, la toxicité, le codt et la disponibilité doivent également étre pris en
compte (Medina-Torres et al., 2017). Lors de la sélection d'un solvant d'extraction pour les
composés bioactifs, divers facteurs doivent étre pris en considération notamment le transfert
de masse, la toxicité humaine, l'affinité moléculaire, la sécurité environnementale et la
faisabilité économique. Divers solvants ont des propriétés variables conduisant a différents
effets de cavitation ultrasonore dans des conditions identiques. La viscosité du solvant joue un
role car des solvants plus visqueux réduisent 1’effet de cavitation. La polarité et la solubilité
du composé cible dans le solvant peuvent avoir un impact significatif sur I’efficacité de

I’extraction et enfin, la volatilit¢ du solvant doit étre prise en compte. Si l'extraction est
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effectuée pendant des périodes prolongées a des températures plus élevees, les solvants
volatils peuvent s'évaporer, entrainant une réduction de I'efficacité de I'extraction. La prise en
compte de ces facteurs est importante lors de la sélection d’un solvant d’extraction approprié

afin d’obtenir des résultats optimaux (Bellumori et al., 2016).

4.2. La fréquence des ondes ultrasonores
La fréquence a une importance primordiale dans I’EAU. La plupart des études sont
réalisées avec des équipements a basse fréquence (20-60 kHz) car ces derniéres n'affectent pas
la stabilité des composés phénoliques bioactifs aprés leur extraction (Soria and Villamiel,
2010). La haute fréquence réduit I’effet de la cavitation, par contre a une plus basse
fréquence, des cavitations plus violentes sont produites ayant pour résultat une augmentation

de la température et de la pression (Wu et al., 2012).

4.3. Puissance des ultrasons
La puissance ultrasonique est directement proportionnelle a I'amplitude ultrasonique.
Une puissance ultrasonique plus élevée génére une force de cisaillement plus forte ce qui
améliore le rendement et l'efficacité de ’EAU (Carreira-Casais et al., 2021). Cependant, une
puissance ultrasonique élevée (supérieure a 600 W) génere des radicaux hydroxyles qui
réagissent avec les composés phénoliques et les dégradent (Dzah et al., 2020). Curko et al.
(2017) ont observé une réduction significative des polyphénols totaux et des anthocyanidines

totaux dans le vin soumis a une puissance élevée.

4.4. Temps de ’extraction
Le temps a une grande influence sur I'extraction. L'accroissement du temps améliore le
rendement de I'extraction. Cependant, il peut y avoir également un risque de dégradation des
composants de la plante en raison d'une exposition prolongée (Ranjha et al., 2021; Shen et
al., 2023). Lors de I'ajustement de la température, une période de temps plus longue peut

entrainer la dégradation des phytoconstituants (Ranjha et al., 2021).

4.5. Température de I’extraction
Une température plus élevée peut augmenter la solubilité des molécules et la diffusion
du solvant d’extraction mais il est également important d'éviter la surchauffe car si la
température d'extraction est trop élevée, le solvant sera vaporisé et les composés phénoliques

seront décomposés (Richter, 2007).
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5. Equipement de laboratoire

En général, le bain & ultrasons et la sonde a
ultrasons  (figure n°05) sont les
équipements de laboratoires les plus
utilisés dans le monde entier et dans
différents domaines de la chimie
analytique et agroalimentaire (Carreira-
Casais et al., 2021).

5.1. Le bain a ultrasons

Le bain a ultrason est le type

d'appareil a ultrasons le plus connu. Il est ) o .
] L Figure 05: Bain a ultrason (aet b) et sonde a
composé d'une cuve en acier inoxydable ultrason(c et d) (Shen et al., 2023).

équipée d'un ou plusieurs transducteurs a
ultrasons. Il fonctionne généralement a une fréquence d'environ 40 kHz et peut étre équipé
d'un systtme de contrble de la température. Il permet de traiter un grand nombre

d'échantillons simultanément (Chemat et al., 2017).

5.2. Lasonde ultrasonique

Les sondes ultrasoniques fonctionnent généralement a environ 20 kHz et utilisent un
transducteur lié a la sonde qui est immergée dans le réacteur ce qui permet de délivrer des
ultrasons directement dans le milieu d'extraction avec une perte minimale d'énergie
ultrasonore. Le systeme de sonde est plus puissant en raison de l'intensité ultrasonique
délivrée a travers une surface plus petite (uniquement la pointe de la sonde) par rapport au
bain ultrasonique. Les sondes de forte puissance sont les plus utilisées pour les applications
d'extraction et il existe plusieurs modeles de sondes avec des longueurs, des diameétres et des
géomeétries d'extrémité différents (Chemat et al., 2017).

6. Application des ultrasons
Les ultrasons peuvent étre utilisés dans I'industrie alimentaire pour diverses opérations
telles que I'extraction, le séchage, la filtration, I'émulsification, I'homogénéisation, etc.
(Singla, 2021). lls ont également été utilisés pour intensifier les techniques d'extraction a

haute pression bien qu'a une échelle beaucoup plus réduite (Dias et al., 2021).
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L’extraction assistée par les ultrasons a ¢été appliqué pour extraire les composants
alimentaires tels que les ardmes, les antioxydants, les pigments et d'autres composants
organiques et minéraux a partir de plusieurs matrices. Les ultrasons jouent un réle important
en tant que technique durable potentielle pour les applications industrielles de I'extraction des

polyphénols (Petigny, 2013).

7. Les avantages et inconvénients

Les avantages de 1’extraction assistée par ultrasons pour 1’industrie sont nombreux en
particulier : I’amélioration des taux d’extraction globaux et du rendement; la possibilité
d’utiliser moins de solvants; 1’utilisation de sources de produits bruts moins coliteuses;
I’amélioration de 1’extraction de composés sensibles a la chaleur; la réduction du temps et les
colts du procédé et la non destruction des composés volatiles (Fabiano-Tixier, 2016). Les
ultrasons peuvent aussi améliorer la pénétration du solvant dans les cellules ce qui permet
d'améliorer le transfert de masse et perturber les parois cellulaires facilitant ainsi la libération
du contenu cellulaire (Yang et al., 2017).

La technique d’extraction assistée par ultrasons présente aussi quelques inconvénients a
savoir: I’échauffement limité (Calinescu, 2021); I’augmentation de la température interne du
récipient d'extraction pour des durées d'extraction plus longues (Petigny,2013); les effets
délétéres des ondes ultrasonores de forte intensité sur les constituants actifs des plantes en
raison de la formation de radicaux libres qui entrainent des modifications indésirables des
composants extraits et la dégradation des principes actifs des matrices végétales qui est due a
la pyrolyse oxydative provoquée par les radicaux hydroxyles (OH-) pendant la cavitation
(ameer, 2017); la production d’environ 65dB (décibels) de bruit par 1'équipement
ultrasonique pendant le fonctionnement. Les ultrasons a haute fréquence sont susceptibles
d'avoir un impact négatif sur la santé des opérateurs et ils sont susceptibles de générer une
quantité importante de radicaux libres, ce qui entraine la dégradation des polyphénols et la
réduction de leur activité biologique ainsi que la réduction des composants bioactifs (Shen et
al., 2023).

8. Otimisation de I’extraction par le plan d’expérience

8.1. Les plans d’expérience
Les plans d’expériences sont des techniques statistiques qui permettent de quantifier les

effets de divers facteurs sur une réponse et de les optimiser dans des domaines expérimentaux
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bien déterminés. Une suite d’essais organisée consistant & manipuler les facteurs afin de

décrire la méthode permettant d’obtenir la réponse optimale (Hancco et al., 2011).

8.2. La méthodologie de surface de réponse

L’optimisation du processus d’extraction est réalisée par des méthodes empiriques ou
statistiques. La méthodologie de surface de réponse (MSR) fait partie des plans d’expériences
utilisés pour I’optimisation. C’est un protocole statistique et mathématique utilisé dans la
modélisation mathématique. Le principal avantage de la MSR est de réduire le nombre
d’essais expérimentaux nécessaires pour évaluer plusieurs variables et leurs interactions
(Chen et al., 2016) a I’aide d'un logiciel statistique qui est le JMP (de D’institut SAS). Le
modele de la MSR peut donner une équation mathématique (Bachir Bey et al., 2014). La
MSR permet de concevoir des expériences, de construire des modeles, d'évaluer les effets des
facteurs et de rechercher les conditions optimales des facteurs pour obtenir les réponses
souhaitées. Le processus d'optimisation de cette méthodologie implique I'étude de la réponse
des combinaisons concues statistiquement, I'estimation des coefficients en les adaptant a un
modeéle mathématique qui correspond le mieux aux conditions expérimentales, la prédiction
de la réponse du modele adapté et la veérification de la validation du modele (Dong, 2009).

Parmi les trois types de plans de surface de réponse couramment utilisés les plans de
Box-Behnken, les plans de Doehlert et les plans composites centrés (CCD) (Fadil et al.,

2015). Dans le présent travail le Box-Behnken est le plan qui a été applique.

8.2.1. Le plan Box-Behnken (BBD)
Le plan Box-Behnken (BBD) est un type de plan de MSR employé pour examiner le

rapport entre une ou plusieurs variables de réponse et un ensemble de paramétres
expérimentaux quantitatifs (Ragonese et al., 2002). Le BBD a été proposé en utilisant
seulement trois niveaux de chaque facteur et un nombre raisonnable de points expérimentaux.
Ce plan est rotatif, il nécessite trois niveaux pour chaque facteur au lieu de cing comme dans
le CCD, ce qui réduit le nombre d'essais expérimentaux pour évaluer les variables multiples et
leurs interactions et il est plus pratique et moins coliteux a mettre en ceuvre que le CCD (Wu,

2012).
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Matériel et méthodes

1. Matériel végétale

La présente étude porte sur 1’optimisation de 1’extraction des composés phénoliques a

partir de la pellicule de raisin Vitis vinifera de la variété Red Globe.

1.1. Echantillonnage

Les échantillons de raisins (environ 4 kg) ayant servis pour notre étude ont éte récoltes a
la ferme El Aifa d’Amizouren Septembre 2022. Les échantillons ont été emballés dans des
sacs hermétiqguement fermés, transportés au laboratoire puis soigneusement lavés avec 1’eau
du robinet afin d’éliminer toutes les impuretés a la surface. Les fruits ont été tout d’abord
coupés en deux avec un couteau afin d’extraire les pépins. Ensuite, les pellicules ont été
soigneusement retirées de la pulpe. Les pellicules ont été séchées dans un lyophilisateur
jusqu’a séchage complet (48h). Apres séchage, ces derniers ont été broyés dans un broyeur
électrique et la poudre obtenue a été conservée au réfrigérateur (4°C) dans des boites en verre
hermétiques jusqu’a analyse (optimisation de 1’extraction des composés phénoliques et de

I’activité antioxydante).

1.2. Extraction assistée par ultrasons (EAU) des composés phénoliques
L’optimisation de I’extraction des composés phénoliques ainsi que I’activité anttioxydantea
partir des pellicules de raisin (variété Red Globe) a été réalisée par I’extraction assistée par

ultrasons (EAU) dans le but d’extraire le maximum de composés phénoliques.

L’extraction des polyphénols a partir de la poudre des pellicules de raisin (PPR) a été
réalisée dans un bain a ultrasons (ELmasonic S 60 H) (figure05) fonctionnant a une fréquence
comprise entre 50 et 60 Hz, une puissance maximale de 550 W et a température maximale de
80°C. Une quantité de la PPR (50 mg) a été placée dans un flacon en verre puis mélangée
avec différents solvants d’extraction (15 ml) et soniquée pendant différents temps et
différentes températures. La température au cours de I’extraction a été mesurée a 1’aide d’un
thermometre a sonde fixe. Apres extraction, les extraits obtenus ont été refroidis puis
centrifugée dans une centrifugeuse (Sigma 3-16 kl) a 4200 rpm et a 15°C/20 min. Les
surnageant ont ete filtrés a travers un papier filtre. Les extraits filtrés ont été conserves a 4°C
jusqu'a analyse. Ces extraits ont été utilisés pour la détermination des composés phénoliques
totaux (CPT), des composés flavonoides totaux (CFT), et des proanthocyanidines ainsi que la
mesure de 1’activité antioxydante (neutralisation du radical DPPH, neutralisation du radical

ABTS, et le pouvoir réducteur PR).
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Figure 05: Bain ultrason utilisé (ELmasonic S60H).

2. Dosage des composés phénoliques
2.1. Dosage des polyphénols totaux (PT)

2.1.1. Principe de la méthode
Cette méthode est basée sur la réduction en milieux alcalin de la mixture
phosphotungstique (HsPW12040) et de phosphomolybdique (HsPMo012040) du réactif de Folin-
Ciocalteu par les groupements oxydables des composés phénoliques, conduisant a la
formation de produits de réduction de couleur bleue. Cette réaction, est réalisée avec du

carbonate de sodium. La coloration bleue est lue a 765 nm (Georgé, Brat et al., 2005).

2.1.2. Protocole

La teneur en composés phénoliques totaux a été mesurée par colorimétrie en utilisant la
méthode au Folin-Ciocalteu (FC). Un volume de 100pl de I'extrait a été transféré dans un tube
a essai puis mélangé avec 1ml de réactif de FC dilué 1/10. Apres 3 minutes, un volume de 0,8
ml de carbonate de sodium (7,5%, p/v) a été ajouté. Les mélanges ont été incubés pendant 30
min dans l'obscurité avant de mesurer I'absorbance a 765 nm dans un spectrophotomeétre UV-
Vis contre un blanc contenant du solvant d’extraction a la place de I’extrait. Les
concentrations en PT ont été calculées en se référant a une courbe d’étalonnage réalisée avec

I’acide gallique.
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Les résultats ont été exprimés en mg équivalent d'acide gallique dans un gramme de
matiere seche (mg EAG/g MS) (Figure 01, Annexe I) (Dranca and Oroian 2016).

2.2. Dosage des flavonoides totaux (FT)

2.2.1. Principe de la méthode
Les flavonoides possedent un groupement hydroxyle (OH) libre en position 5
susceptible de se fixer aux ions AL*® du chlorure d’aluminium (AICIls) pour donner un
complexe de couleur jaunatre. La coloration produite est proportionnelle a la quantité de

flavonoides présents dans 1’extrait (Ribéreau-Gayon 1968).

2.2.2. Protocole

La quantification des flavonoides a été estimée selon la méthode de Woisky and
Salatino (1998).Un volume de 0,5 ml de I’extrait ont été transféré dans un tube a essai puis
mélangé avec0,5 ml de solution d'éthanol a 2% d'AICI s.Les mélanges ont été incubés pendant
30 min avant de mesurer I'absorbance & 420 nm. La teneur en FT a été calculée en se référant
a une courbe d’étalonnage réalisée avec la quercétine. Les résultats ont été exprimés en
milligramme équivalent de la quecétine dans un gramme de matiére seche (mg EQ/g MS)
(Figure 02, Annexe 1) (Ordonez, Gomez et al., 2006).

2.3. Dosage des proanthocyanidines

2.3.1. Principe de la méthode
Les proanthocyanidines vont subir une hydrolyse (dépolymeérisation) acide pour libérer
des unités de flavan-3-ols. Chaque unité de flavan-3-ol va réagir avec une molécule de
vanilline pour former un complexe de couleur rose. L’intensit¢é de la coloration est
proportionnelle & la quantité de proanthocyanidines présente dans 1’extrait (Schofield,
Mbugua et al., 2001).

2.3.2. Protocole
La teneur en proanthocyanidines a été déterminée selon la méthode décrite par Li, Guo
et al. (2006) Un volume de 100 pL d'extrait a été transféré dans un tube a essai puis mélangé
avec 0,6 ml de vanilline a 4% (w/v) dilué dans le méthanol. Le mélange a été ensuite ajouté
a un volume de 0,3 ml d’HCI pur puis incubé pendant 15 minutes avant la lecture de
I'absorbance a 500 nm. La teneur en proanthocyanidines a été calculée en se référant a une

courbe d’étalonnage réalisée avec la catéchine. Les résultats ont été exprimés en milligramme
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équivalents catéchine par gramme de matiere seche (mg EC/g MS) (Figure 03, Annexe 1)
(Vuong, Hirun et al., 2013).

3. Activite antioxydant par DPPH
3.1. Neutralisation du radical DPPH

3.1.1. Principe de la méthode
Le test de neutralisation du radical DPPH (1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl, C1gH12N50s)
est basé sur la mesure de la capacité de piégeage de ce radical par les antioxydants. L'électron
impair de I'atome d'azote dans le DPPH est réduit en recevant un atome d'hydrogéne des
antioxydants pour former I'nydrazine correspondante. Le DPPH présente une forte bande
d'absorption a 517 nm en raison de son électron impair et la solution apparait d'une couleur
violette profonde (Kedare and Singh 2011).

3.1.2. Protocole

La détermination de la capacité de piégeage des radicaux libres a été évaluée a I'aide du
radical stable 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl (DPPH), comme décrit par Brand-Williams,
Cuvelier et al. (1995) et modifié par Sanchez-Moreno, Larrauri et al. (1998). Un volume
de 50 pl de I’extrait a été transféré dans un tube & essai puis mélangé avec a 1450 ul de
solution méthanolique de DPPH (0,03 mg/ml) puis incubé pendants 30 min. L’absorbance est
lue a 517 nm a l'aide d'un spectrophotometre. Le taux de neutralisation du radical DPPH a été
calculée en se référant a une courbe d’étalonnage réalisée avec le trolox. Les résultats ont été
exprimés en milligramme équivalents trolox par gramme de matiere seche (mg ET/g MS) en

se référant a la courbe d’étalonnage en (Figure 04, Annexe I1) (Junior, Araujo et al. 2021).

3.2. Neutralisation du radical ABTS

3.2.1. Principe
Le radical ABTS (sel d'ammonium de I’acide 2,2'-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-
sulfonique) de couleur verte réagit rapidement avec les oxydants par transfert d'électron et se
décolore (Huang, Lin et al. 2021).

3.2.2. Protocole

Le test de neutralisation du radical ABTS a été déterminé conformément selon la

méthode Babbar, Oberoi et al. (2011) avec quelques modifications. Une solution meére
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d'ABTS a été préparée en mélangeant un volume d’une solution de persulfate de potassium
(2,45 mM) avec le méme volume d’une solution d'/ABTS (7 mM) puis incubé pendant 16h a
température ambiante dans 1’obscurité. La solution ABTS a été ensuite diluée avec de
I'éthanol 70% jusqu’a ce que l'absorbance soit de 0,7 a 734 nm. Un volume de 100 pL
d'extrait a été mélangé avec 0,9 ml de solution d’ABTS. Aprés 6 min, l'absorbance est lue a
734 nm contre un blanc contenant du le solvant d’extraction a la place de I’extrait. Le taux de
neutralisation du radical ABTS a été calculé en se référant a une courbe d’étalonnage réalisée
avec le trolox. Les résultats ont été exprimés en milligramme équivalent trolox par gramme de
matiere seche (mg ET/g MS) (Figure 06, Annexe Il) (Singanusong, Nipornram et al.
2015).

3.3.  Pouvoir de réduction (PR)

3.3.1. Principe
Le PR est basé sur la capacité des composés phénoliques a réduire le Fe®* en Fe?', en

présence du 2, 4,6-trypyridyl-s-triazine pour former un complexe coloré (Roginsky and Lissi
2005).

3.3.2. Protocole

Le pouvoir réducteur (PR) des extraits a été mesuré selon la méthode Oyaizu (1986).
Un volume de 100 pl d’extrait a été ajouté a un volume de 250 pl de tampon phosphate (0,2
M, pH 6,6) et 250 ul de ferricyanure de potassium (1%). Les mélanges ont été incubés a 50°C
pendant 20 min dans un bain marie puis 250 ul d'acide trichloracétique (10%) ont été ajoutés
au mélange. Un volume de 250 pl de mélange a été prélevé et placé dans un tube a essai puis
additionné de 250 pl d'eau distillée et 50 pl de FeCls (1%). L'absorbance est lue a 700 nm. Le
PR a eté calculé en se référant a une courbe d’étalonnage réalisée avec 1’acide ascorbique. Les

résultats ont été exprimés en mg équivalent d’acide ascorbique par gramme de matiére séche

(mg EAA/g MS) (Figure 05, Annexe 11).

4. Etude préliminaire par méthode séquentielle
Des essais préliminaires ont été effectués pour pouvoir choisir les paramétres a fixer
pour I’étude préliminaire. Afin d’optimiser les parametres d’extraction, les extraits obtenus
ont fait I’objet de différents dosages en polyphénols totaux (PT), flavonoides (FT),
proanthocyandines (PAC) et I’activité¢ antioxydante a été évaluée (DPPH, ABTS et PR). Les

résultats des différents dosages ont été déterminés a partir des équations de regression
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linéaires des courbes d’étalonnage qui sont représentées en Annexe I et 1l et exprimées en mg

équivalent par gramme de matiere séche.

4.1. Choix de solvant d’extraction
L’extraction par ultrasons a été réalisée en utilisant 04 types de solvants : acétone 50%,
méthanol 50%, éthanol 50%, et eau distillée. Les parameétres de départ ont été fixés comme
suit : le temps d’extraction a 20 min, la température a 35°C, le ratio a 50 mg/15 ml. La
puissance et la fréquence ont été fixées a 550 W et a 50-60 Hz, respectivement. Le meilleur

solvant a été choisi en se basant sur la teneur en polyphénols totaux.

4.2. Gradient du solvant (acetone)
Apreés avoir choisi le meilleur solvant d’extraction qui est 1’acétone. Différentes
extractions ont éteé effectuées a différentes concentrations en acétone (10, 30, 50, 70, et 90%
v/v). La meilleure concentration a été choisie en se basant également sur la teneur en

polyphénol totaux.

4.3. Température d’extraction
La température idéale d’extraction a été étudiée en utilisant le meilleur solvant et la
meilleure concentration en solvant qui ont été déterminés précédemment. Les températures
testées sont 25, 30, 35, 40, 45, et 50°C. La meilleure température a été sélectionnée en se

basant sur la teneur en polyphénol totaux.

4.4, Temps d’extraction
La variation du temps d’extraction (5, 10, 20, 30 et 40 min) a été réalisée aprés avoir
fixé les trois parametres précédents (type et concentration en solvant et la température
d'extraction). Le meilleur temps d’extraction a été choisi en se basant sur la teneur en

polyphénol totaux.

4.5. Ratio échantillon/solvants
La détermination du ratio a été effectuée en fixant le solvant (15 ml d’acétone) et en
variant la quantité de la poudre de pellicule de raisin : 25, 50, 100, 150 et 200 mg. Les autres
parametres déterminés précédemment en été fixés. Le meilleur ratio d’extraction a été choisi

en se basant sur la teneur en polyphénol totaux.
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5. Optimisation par plan d’expérience
Dans cette étude, I’optimisation de 1’extraction des composés phénoliques et de
’activité antioxydant a partir de la poudre de pellicule de raisin a été réalisée par la méthode
de surfaces de réponses (MSR). Un plan Box-Behnken a trois niveaux (-1, 0, +1) a été utilisé

pour évaluer I’effet de quatre variables indépendantes sur les deux réponses étudiées.

Quatre variables spécifiques du processus d'extraction dénommeées X1 (concentration de
solvant, variant de 30 a 70%), X2 (temps d'extraction allant de 10 & 30 min), et X3
(température variant entre 30 a 50°C) et X4 (Ratio solide/ liquide, allant de 25 a 100
mg/15ml) ont été sélectionnées. Au total, 27 séries expérimentales ont été réalisées de
maniere aléatoire comme indiqué dans le tableau Il. Les données recueillies au cours de ces

expériences ont été utilisées pour développer un modele polynomial complet du second ordre.
L’étude préliminaire a permis de déterminer les niveaux haut et bas pour les variables

influengant I’expérimentation. Ces derniers sont illustrés dans le tableau I.

Tableau I:Variables indépendantes et les niveaux des facteurs influengant 1’extraction par
ultrasons.

Les variables indépendantes Niveaux des facteurs
-1 0 +1
X1: Gradient d’acétone 30 50 70
(%)
X2 : Temps (min) 10 20 30
X3 : Température (C°) 30 40 50
X4 : Ratio solide / liquide 25 62,5 100
(mg/15ml)
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Tableau I1: Les combinaisons effectuées par I’optimisation des conditions d’extraction.

Essai Configuration | Gradient Temps Température
de solvant
1 -00 30 10 40
2 -+00 30 30 40
3 +-00 70 10 40
4 ++00 70 30 40
5 00-- 50 20 30
6 00++ 50 20 30
7 00+- 50 20 50
8 00++ 50 20 40
9 -00- 30 20 40
10 -00+ 30 20 40
11 +00- 70 20 40
12 +00+ 70 20 40
13 0--0 50 10 30
14 0-+0 50 10 50
15 0+-0 50 30 30
16 0++0 50 30 50
17 -0-0 30 20 30
18 -0+0 30 20 50
19 +0-0 70 20 30
20 +0+0 70 20 50
21 0-0- 50 10 40
22 0-0+ 50 10 40
23 0+0- 50 30 40
24 0+0+ 50 30 40
25 0000 50 20 40
26 0000 50 20 40
27 0000 50 20 40
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6. Analyse statistique :

Les résultats représentent la moyenne de 3 essais (n=3) et de deux extractions (N=2) et
présentés sous forme de moyenne + ET. Une analyse de la variance (ANOVA) suivi de test
Tukey a été réalisée a I’aide du logiciel STATISTICA 12 afin de mettre en évidence les
différences significatives entre les résultats pour chaque parametre. Le degré de signification
des données est pris a la probabilité p<0,05. Un logiciel JMP Pro 14 a été utilisé pour

construire le plan d’expérience de (BBD) pour 1’analyse de tous les résultats.
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Résultats et discussion

1. Extraction assisté par ultrason
Dans le présent travail, la méthode d’extraction assistée ultrasons (EAU) a été utilisée
pour optimiser les conditions d’extraction des composés phénoliques ainsi que I’activité
antioxydante des pellicules de raisin (variété Red Globe). Quatre paramétres ont été variés
dont le type de solvant, le gradient en solvant (concentration en %), la température et le temps

d’extraction ainsi que le ratio (solide/liquide, mg/15 ml).

2. Etude préliminaire

Le type de solvant d’extraction était le premier paramétre étudié. En tout, quarte
solvants de polarité différente ont été testés a savoir 1’eau, 1’éthanol, le méthanol et 1’acétone.
Apres avoir déterminer le meilleur solvant (acétone), nous avons testé I’effet de gradient de ce
solvant (10, 30, 50, 70 et 90%) suivi par I’effet de la température d’extraction (25, 30, 35, 40,
et 50°C), du temps d’extraction (5, 10, 15, 20, 30 et 40 min) et enfin, I’¢tude de I’effet du
ratio solide/liquide en fixant le volume du solvant a 15ml et en variant le poids de
I’échantillon (25/15, 50/15, 100/15, 150/15 et 200 mg/15 ml).

2.1. Effet du type de solvant

La figure 07 montre les résultats de 1’étude de I’effet du type de solvant sur I’extraction
des composés phénoliques et de 1’activité antioxydante de la poudre de pellicule de raisin. Ces
résultats montrent que le type de solvant a un effet significatif (p<0.05) sur le taux
d’extraction des polyphénols totaux (PT) (figure 07A), flavonoides totaux (FT) (figure 07B),
proanthocyanidines (PAC) (figure 07C) ainsi que sur D’activité antioxydante a savoir
piégeage du radical DPPH (figure 07D), pourvoir réducteur PR (figure 07E) et piégeage du
radical ABTS (Figure 07F). L’acétone 50% présentait le meilleur taux d’extraction des PT,
des FT et des PAC avec des teneurs de 52,41 mg EAG/g MS, 1,81 mg EQ/g MS, et 68,24 mg
EC/g MS, respectivement. L’extrait acétonique manifestait également la meilleure activité
antioxydante avec des valeurs de 52,44 mg ET/g MS (piégeage du DPPH), 39,34 mg ET/g
MS (piégeage de ’ABTS), et de 33,38 mg EAA/g MS (PR); suivie de I’extrait éthanolique,
méthanoligque et enfin I’extrait aqueux qui possédait 1’activité antioxydante 1a plus faible.

Les valeurs obtenues des différents dosages effectués dans 1’étude préliminaire sont
enregistrées dans le tableau | (Annexe I11). Les valeurs en PT du raisin rouge Reg Globe,
obtenues dans cette étude sont supérieurs a celles rapportées par d’autres auteurs. Guerrero et
al. (2009) ont trouvé des teneurs allant de 119,1 a 336,1 mg EAG/100 g MS dans cinq
variétés de raisin rouge espagnoles. Ces différences pourraient étre dues a l'influence de la

région geographique, a I’effet de la variété (facteur génétique), ainsi qu’aux facteurs liés a
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I’extraction telle que la méthode d’extraction, la puissance et la fréquence du bain a ultrasons,
etc.

D’aprés Munoz et al. (2008), les composés phenoliques se trouvent principalement
dans les couches internes de la pellicule et des pépins du raisin. Leur concentration dépend du
cultivar et est influencée par des facteurs viticoles et environnementaux. L'efficacité de
I’extraction par les solvants varie en fonction de leurs polarités et de leurs viscosités.
L'utilisation des ultrasons permet d'augmenter la capacité d'extraction des PT avec l'acétone
car celui-ci peut facilement diffuser dans la matrice de la plante. De plus, la cavitation
acoustique se produit plus facilement dans le solvant d’extraction a faible viscosité vu que
I’énergie ultrasonore dépasse plus facilement les forces intermoléculaires du liquide.
Cependant, I’acétone a une pression de vapeur élevée (229,52 mmHg), ce qui entraine moins
de violence et d’intensité d’effondrement des bulles (Hemwimol et al., 2006).

Nos résultats sont en accord avec ceux de la littérature qui ont montré que 1’acétone
était le meilleur solvant d’extraction. Medouni-Adrar et al. (2015) ont extrait les PT dans la
pellicule de deux variétés de raisin et ont montré que 1’acétone 50% donnait le meilleur
rendement en composés phénoliques totaux avec des teneurs allant de 27,90 a 31,15 mg
EAG/g MS, suivi de I’éthanol puis le méthanol et enfin I’eau avec les teneurs les plus faibles
de 5,58 a 12,53 mg/g MS. Chaalal et al. (2012) ont trouvé que 1’acétone 50% était le meilleur
solvant dans I’extraction des polyphénoles et de I’activité antioxydante de la figue de
Barbarie, suivi par I'éthanol, le méthanol et I'eau. Les résultats de ’EAU des PT a partir des
pelures de la mandarine et du citron vert obtenus par Singanusong et al. (2015) ont révélé que
I’acétone donnait le meilleur rendement en composés phénoliques totaux et en flavonoides,

Suivi le méthanol et I’éthanol.
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Figure 07: Effet du choix de solvant sur I’extraction des PT « A », FT « B », PAC « C », DPPH « D », PR « E » et ’ABTS «F » de la

poudre des écorces de raisin.

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement difféerents (p<0,05) avec e<d<c<b<a.
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2.2. Effet du gradient en acétone

Aprés avoir déterminé le type du solvant approprié pour I’extraction des PT, qui est
I’acétone, différentes combinaisons acétone/eau ont été testées afin d’étudier I’effet de la
concentration du solvant (10, 30, 50, 70 et 90%, v/v) sur I’extraction des composés
phénoliques et ’activité antioxydante de la pellicule de raisin.

Les resultats obtenus figure 08 montrent que le gradient en acétone a un effet
significatif (p<0,05) sur les teneurs en composés phénoliques et I’activité antioxydante. Ces
dernieres augmentent avec I’augmentation de la concentration en acétone jusque a atteindre le
maximum en PT, FT et en PAC a la concentration de 50% d’acétone. La méme chose a été
observée pour I’effet du gradient en acétone sur I’activité antioxydante (piégeage du radical
DPPH, piégeage du radical ABTS et pourvoir réducteur PR).

Cependant, en appliquant des gradients en acétone supérieurs a 50% a induit des
diminutions des teneurs en composés phénoliques et de 1’activité antioxydante. Les teneurs les
plus faibles ont été enregistrées au niveau de I’acétone 90% Tableau | (Annexe Il11).
L’¢élévation de I’activité antioxydante (activité antiradicalaire et pouvoir réducteur) de
I’extrait acétone 50% est due a sa richesse en composés phénoliques.

Nos résultats sont similaires a ceux de Brahmi et al. (2021) qui ont trouvé que
I’augmentation du gradient en acétone a partir de 10% induisait une augmentation de la teneur
en PT des pépins de raisin jusqu’a atteindre le maximum a la concentration de 70%. A partir
de ce dernier gradient, les PT ont diminué. Miti¢ et al. (2012) ont rapporté que les extraits de
variétés de raisin a forte teneur en composés phénoliques totaux présentaient des activités
antioxydantes plus élevées, ce qui corrobore nos résultats.

Selon Naczk et Shahidi (2006), la récupération des composés phénoliques a partir des
matieres végétaux est influencée par la solubilité du solvant utilisé pour le processus
d'extraction. En outre, la polarité des solvants joue un réle primordial dans 1’augmentation de
la solubilité phénolique.

2.3. Effet de la température sur ’extraction des CP et les AA
Les résultats présentés sur la figure 09 montrent que la température a un effet significatif
(p<0.05) sur I’extraction des composés phénoliques et ’activité antioxydante de la pellicule
de raisin pour les températures 25, 30 et 50°C. Cependant, les températures 35, 40 et 45°C
n’ont eu aucun effet significatif (p<0.05) sur ’extraction des PT, FT, le PR et le piégeage de
I’ABTS car les valeurs de ces paramétres sont statistiquement identiques dans cette marge de

température.
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Résultats et discussion

Différentes études ont montré I'impact bénéfique de I'élévation de la température sur
I'extraction des composes bioactifs. Il a été démontré que la diffusion de ces divers composés
est fortement influencée par la température, et que I'impact de cette derniere est généralement
représenté par une variation du coefficient de diffusion (Amor, 2008).

Selon Prasad et al. (2011), I’augmentation de la température d'extraction peut rompre
les liens de la matrice phénolique et influencer la structure membranaire des cellules végétales
ce qui les rend moins sélectives en raison de la coagulation des lipoprotéines. Cependant, un
contr6le approprié de la température est nécessaire pour éviter la destruction des composes
organiques et pour permettre une application efficace des ultrasons sachant que les effets des
ultrasons diminuent avec des températures supérieures a 40 et 50°C, des températures
modérées entre 9,9 et 40°C ont été choisies. En outre, l'augmentation des phénomenes de
cavitation est directement proportionnelle a l'augmentation de la température du systéme.
Enfin, les polyphénols pourraient subir une dégradation a des températures supérieures a 40
°C surtout lorsqu'ils sont combinés avec les ultrasons (Pingret et al., 2012).

Ainsi, en tenant compte de cela et pour toute éventuelle destruction et/ou dégradation
des composeés phénoliques la température de 35°C a été choisie comme température optimale
pour la suite de 1’étude des autres paramétres (temps d’extraction et ratio).

2.4. Effet du temps d’extraction

Les résultats présentés dans la figure 10 montrent que le temps a un effet significatif
(p<0.05) sur I’extraction des composés phénoliques et de I’activité antioxydante de la poudre
de pellicule de raisin. L’augmentation du temps d’extraction a fait augmenter le rendement en
composés phénoliques et ’activité antioxydante. En appliquant des temps d’extraction allant
de 5 a 20 min, on note une élévation de la teneur en PT allant de 48 jusqu’a 52,41 mg EAG/g
MS, une augmentation du piégeage du radical DPPH allant de 49,80 a 52,44 mg ET/g MS
pour. La méme chose a été observée au niveau des FT, PAC et les autres tests antioxydants,
Par contre, en appliquant des temps d’extraction supérieurs a 25 min, on observe une
diminution du taux d’extraction (les résultats sont mieux illustrés dans le Tableau I (Annexe
I11). Ainsi, le temps de 20 min a été considéré comme temps optimum d’extraction car il a

donné les meilleures teneurs en composés phénoliques et de I’activité antioxydante.
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Figure 09 : Effet de la température sur I’extraction des PT « A », FT « B », PAC « C », DPPH « D », PR « E » et ’ABTS « F » de la
poudre des écorces de raisin.

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents (p<0,05) avec e<d<c<b<a
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Figure 10: Effet des temps sur ’extraction des PT « A », FT « B », PAC « C », DPPH « D », PR « E » et ’ABTS « F » de la poudre des écorces

de raisin.

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents (p<0,05) avec e<d<c<b<a
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Nos résultats sont en accord avec ceux de la litérature. Bonilla et al. (1999) qui ont
obtenu un un meilleur rendement d’extraction en composés phénoliques des extraits aqueux
de marc de raisin rouge a un temps de 20 mn. Novak et al. (2008) ont appliqué I'EAU pour la
détermination des flavonoides dans les pellicules de raisin rouge a l'aide d'un bain a ultrason
et ont noté qu’une extraction rapide a été obtenue entre 15 et 30 min pour les différents types
de flavonoides.

Selon certains auteurs, I'extraction des polyphénols augmente avec le temps d'exposition
aux ultrasons, et le rendement d'extraction est ainsi le plus élevé. D'autre part, I'application
prolongée d'ultrasons peut entrainer la dénaturation des composes phénoliques. 1l convient
donc de contrdler soigneusement la durée d'exposition aux ultrasons (Gonzéalez-M et al.,
2006).

De nombreux chercheurs ont démontré aussi la possibilité d'oxydation des composés
phénoliques a des temps d’extraction longs, ce qui peut mener a une diminution extrémes des
leurs teneurs (Druzynska et al., 2007). D’aprés Chavan et Singhal (2013), un temps
d’extraction prolongé peut augmenter la décomposition des composés bioactifs et diminuer de
ce fait le rendement. Il est également évident qu’un temps beaucoup plus long est moins

pratique du point de vue économique.

2.5. Effet du ratio (solide/liquide)

Les résultats obtenus dans le tableau I (Annexelll), montrent clairement que
I’augmentation du poids du solide ou bien ratio d’extraction fait augmenter le rendement en

PPT ainsi qu’en AA.

Le ratio (solide/liquide) a un effet significatif (p<0.05) sur I’extraction des composés
phénoliques et de I’activité antioxydante de la poudre de pellicule de raisin, comme indiqué
dans la figure 11. La teneur en composés phénoliques et de I’activité antioxydante augmentait
avec I’augmentation du solide, pour atteindre la teneur maximale de 52,41 mg EAG/g MS
pour le poids de 50 mg de poudre de raisin. Pour des quantités de poudre allant de 100 a 200
mg, on remarque une diminution remarquable du rendement en PT ainsi que ’activité
antioxydante jusqu’a atteindre un taux de 1,44 mg EAG/g MS de PT et des valeurs de 14,55,
13,84 et 8,69 mg/g MS pour les tests antioxydants. Cette diminution est due a I’insuffisance

en solvant d’extraction c’est-a-dire qu’on a atteint le stade de saturation de notre solution.
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Figure 11: Effet du ratio (solide/liquide) sur I’extraction des PT « A », FT « B », PAC « C », DPPH « D », PR « E » et ’ABTS « F » de la poudre
des écorces de raisin.

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents (p<0,05) avec e<d<c<b<a.
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D’apres Eskilsson et Bjorklund (2000), le volume de solvant peut étre un parametre
fondamental pour des extractions efficaces. Le volume de solvant doit étre suffisant afin
d’assurer une immersion totale de 1’échantillon, en particulier lorsque la matrice est

susceptible de gonfler au cours du processus d’extraction.

3. Les conditions optimales
Les conditions optimales de I’extraction assistée par ultrasons des polyphénols totaux
ainsi que I’activité antioxydante & partir de la pellicule de raisin (variété Red Globe), sont
indiqués dans le tableau I11. Ces résultats optimums sont obtenus a partir de 1’étude
préliminaire des différents parameétres étudiés.

Tableau I11: Conditions optimales de 1’extraction des PT ainsi que I’AA obtenues a partir de
I’étude préliminaire.

Les parametres Les Valeurs des teneurs optimales
d’extraction optimums
obtenus PT FT PAC DPPH PR ABTS
Choix du solvant Acétone
Concentration en acétone 50%
Température d’extraction 35°C
. 52,41+0,522 | 1,81 0,082 | 68,24+0,982 | 52,44+0,422 | 33,38+0,56% | 39,34+0,842
Temps d’extraction 20 min
Ratio (solide/liquide) 50 mg

4. La méthodologie de surface de réponse

La méthode de surfaces de réponses (MSR) est une approche mathématique et statistique
employée afin de modéliser et d'analyser un processus dans lequel la réponse d’intérét et
affectée par divers variable. L objectif de cette méthode est d’optimiser la réponse. La MSR
explore les relations entre les variables de réponse et plusieurs variables d'entrée. Les
parametres qui affectent le processus sont appelés variables indépendantes, tandis que les
réponses sont des variables dépendantes (Silva, 2018).

Dans cette étude, deux réponses sont seulement choisies pour 1’optimisation de
I’extraction des composés phénolique a partir de la poudre des pellicules de raisin par la MSR

qui sont les PT et le piégeage du radical DPPH, ce qui permet d’expliquer I’influence de
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chacun des quatre parametres étudiés a savoir la température, la concentration en solvant, le
temps d’extraction et le ratio (solide/liquide) indépendamment et d’analyser I’interaction entre
eux sur les réponses étudiées.

D’aprés 1’étude préliminaire, les quatre parameétres étudiés ont montré une influence
significative sur I’extraction des PT et sur 1’activité antioxydante (% solvant, température,
temps et ratio S/L).

Dans la MSR trois étapes ont été suivies : réalisation du plan expérimental, modélisation
de la réponse et représentions graphiques des résultats. Le plan Box-Behnken a été utilisé
pour I’optimisation de 1’extraction des antioxydants a partir de la poudre des pellicules de

raisin.

4.1. Etude de I’optimisation de la procédure d’extraction assistée par

ultrasons

Le logiciel JMP a été employé pour traiter les résultats de 1’optimisation par la MSR.
Les courbes d'iso-réponses sont utilisées pour identifier les zones de compromis entre les
facteurs qui engendrent les réglages conduisant a la réponse désirée. L'objectif de cet outil est
d'obtenir des courbes de surface qui reflétent les variations des réponses (Marti-Mestres et
al., 1998). Apreés la détermination du modele et la vérification de sa validité, les courbes
d'isoréponses peuvent étre tracées a l'intérieur du domaine expérimental. Ces courbes
représentent des plans de surfaces de réponse, c’est-a-dire la représentation graphique des
résultats (modele estimé) afin d’en tirer des optimums. Ensuite, pour chercher le réglage
optimal exact avec un certain pourcentage de compromis, la fonction « désirabilité » a été
utilisée permettant de donner un réglage optimal exact variant entre 0 et 1(Fadil et al., 2015).

4.2. Application du plan d’expérience

En se basant sur I’étude préliminaire, les gammes de chaque variable indépendante, la
concentration de solvant (acétone/eau 30-70% v/v), le temps (10- 30 min), la température (30-
50°C) et le ratio (S/L 25-100 mg/15 ml) ont été choisis pour la construction du plan
d’expérience par le logiciel JMP selon le modele Box-Behnken pour déterminer 1’effet de la
réponse étudiée sur les PT et le piégeage du radical DPPH de la poudre des pellicules de

raisin.

4.2.1. VVérification du modele

Les conditions optimales pour I’extraction des PT et I’activité antioxydante de la

poudre des pellicules de raisin qui dépendent du gradient de solvant, temps et température
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d’extraction ainsi que du ratio S/L ont été obtenues a 1’aide des équations prédictives de la
MSR. Les valeurs expérimentales et prédites ont été comparées afin de déterminer la validité
du modele et sont indiquées dans le Tableau 1V ci-dessous. Il ressort de ces résultats que les
valeurs expérimentales et predites sont fortement rapprochées.

Les résultats montrent que le taux d’extraction des PT varie entre 39,017 et 66,490 mg
EAG/g MS et ceux du piégeage du radical DPPH varient entre 28,908 et 60,495 mg ET/g MS.
Ces résultats sont tres proches des valeurs prédites avec des valeurs comprises entre 36,400 et
66,053 mg EAG/g MS pour les PT et des valeurs comprises entre 26,292 et 59,935 mg ET/g
MS pour piégeage du radical DPPH.

Candrawinata et al. (2015) ont confirmé que les parametres temps et température
d'extraction ainsi que le ratio ont un impact sur le taux des PT et de piégeage du radical DPPH

des extraits aqueux de marc de pomme en utilisant la MSR.
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Tableau IV: Valeurs expérimentales et prédites de 1’optimisation des conditions d’extraction
des PT et de piégeage du radical DPPH par le plan BBD pour la poudre des pellicules de
raisin.

Parametres Composés Activité

phénoliques antioxydante

(DPPH)
Essai Configuration Gradient Temps Température Ratio Mesurés Prédits Mesurée Prédite
de
solvant
1 --00 30 10 40 62.5 57,462 56,549 56,212 54,791
2 -+00 30 30 40 62.5 58,991 56,862 54,029 52,841
3 +-00 70 10 40 62.5 57,462 58,177 54,617 53,985
4 ++00 70 30 40 62.5 58,263 57,762 55,624 55,225
5 00-- 50 20 30 25 53,406 52,401 59,895 55,895
6 00++ 50 20 30 100 42,703 42,824 28,908 29,664
7 00+- 50 20 50 25 52,451 50,916 51,235 48,658
8 00++ 50 20 40 100 41,133 40,725 29,184 31,363
9 -00- 30 20 40 25 43,713 45,020 48,873 49,392
10 -00+ 30 20 40 100 41,201 40,529 29,302 26,292
11 +00- 70 20 40 25 52,314 51,677 46,039 48,843
12 +00+ 70 20 40 100 39,017 36,400 29,144 28,419
13 0--0 50 10 30 62.5 63,505 61,769 58,564 58,763
14 0-+0 50 10 50 62.5 60,520 59,577 56,128 56,330
15 0+-0 50 30 30 62.5 61,685 61,318 59,151 58,744
16 0++0 50 30 50 62.5 59,500 59,926 56,044 55,639
17 -0-0 30 20 30 62.5 54,913 56,248 51,594 54,857
18 -0+0 30 20 50 62.5 52,365 53,437 51,342 53,179
19 +0-0 70 20 30 62.5 54,841 56,493 56,548 56,737
20 +0+0 70 20 50 62.5 54,331 55,719 54,113 52,877
21 0-0- 50 10 40 25 52,177 53,189 51,235 52,675
22 0-0+ 50 10 40 100 42,157 44,022 29,853 30,066
23 0+0- 50 30 40 25 52,997 53,855 49,660 51,473
24 0+0+ 50 30 40 100 41,543 43,254 29,971 30,557
25 0000 50 20 40 62.5 66,490 66,053 59,487 59,935
26 0000 50 20 40 62.5 66,126 66,053 60,495 59,935
27 0000 50 20 40 62.5 65,544 66,053 59,823 59,935
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Chan et al. (2009) ont aussi confirmé I’effet des paramétres temps, température et
concentration en solvant sur le taux des composés phénolgiues extraits a partir des pellicules
de combava (Citrus hystrix) en utilisant la MSR.

Les résultats des valeurs expérimentales et prédites sont fortement proches, le graphique
des valeurs observees en fonction des valeurs prédites (figure 12A et 12B) montre que les
valeurs des modeles concordent avec les réponses mesurées, les valeurs des PT et de piégeage

du radical DPPH font partie de I’intervalle de confiance.

A B|

PPT Observe
DPPH Observe
-~

5 40 45 50 5 60 65 70 25 30 35 40 45 50 55 60 65
88 R carré=099 P-

R carré=098 P- DPPH Prévue RMSE=1,988

-a!-cv 0001 value<.0001
Figure 12: Graphique des valeurs observées en fonction des valeurs prédites en PT (A), et de piégeage
du radical DPPH (B).
4.2.2. Analyse de la variance
Les résultats de I’analyse de la variance du modéle du plan Box-Behenken (BBD) sont

illustrés dans les tableaux V et VI.

4.2.2.1. Modéle globale et manque d’ajustement

Afin de vérifier si le modéle était statistiguement significatif, le rapport (F) entre le
carré moyen de la régression du modele (M) et le carré moyen résiduel (R) a été utilisé
comme référence. Plus la valeur de F est élevée par rapport a l'unité, plus elle explique la
variation des données autour de leur moyenne, et plus les effets estimés des facteurs sont
réels. La valeur du rapport F (M/R) explique de fagon adéquate la variation des données
autour de leur valeur moyenne, en plus, elle atteste 1’effet significatif principal. De méme, le
rapport F (DA/EP) entre le carré moyen di au défaut d’ajustement (DA) et le carré moyen di
a l’erreur pure (EP) est utilis¢ pour évaluer I’ajustement du modéle par rapport aux
observations. Des valeurs élevées du rapport F(DA/EP) indiquent un manque d'ajustement du

modele (Ammar et al., 2010).
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L’analyse de la variance de la régression du model (Tableau V et VI) a montré que le
modele est trés significatif pour les deux réponses (p<0,05) par rapport a I’erreur pure qui

n’est pas significative, ce qui confirme que le modele est satisfaisant.

Dans un modgele, si la valeur de P du manque d’ajustement est significative ce model

sera rejeté (Wang et Wang, 2005).

Tableau V: Analyse de variance du modéle et du défaut d'ajustement pour les PT

Source Degrés de Somme des Carré Rapport F Prob. > F
liberté carrés moyen (CM) (M/R)
Modele (M) 14 1778,3603 127,026 38,5754 <0,001*
Résiduel (R) 12 39,5150 3,293
Défaut 10 39,059632 3,90596 17,1548 0,0563
d'ajustement
Erreur pure (EP) 2 0,455379 0,22769
R2 0,978263
R2 carré ajusté 0,952903
Tableau VI: Analyse de variance du modéele et du défaut d'ajustement pour I’AA
Source Degrés de Somme des | Carré Rapport F | Prob. > F
liberté carrés moyen (CM) | (M/R)
Modele (M) 14 3240,2031 231,443 58,5171 <0,001*
Résiduel (R) 12 47,4617 3,055
Défaut
d'ajustement 10 46,934803 4,69348 17,8172 0,0543
(DA)
Erreur pure
2 0,526848 0,26342
(EP) ’ ’
R2 0,985564
R2 carré ajusté 0.968721
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4.2.2.2. Coefficient de détermination R2
Les coefficients de régression de la surface de réponse ont été utilisés pour étudier
I'impact des variables sur l'extraction des composés phénoliques totaux et leur capacité
antioxydante totale (Uma et al., 2010).

Le facteur de détermination (R2) nous renseigne sur la qualité du modele. Les valeurs de
R? de ’ordre de 97,82% et 98,55% nous indiquent qu’il y a une bonne corrélation entre les
valeurs expérimentales et prédites du modéle pour les PT ainsi que le piegage du radical
DPPH et elles impliquent aussi que de la réponse est expliquée par le modéle.

Selon Meziant et al., (2014), I’analyse de la variance permet de calculer un paramétre
statistique trés utile qui est le coefficient de détermination R? (efficacité d’ajustement
globale). Ce dernier nous renseigne sur la qualité du model utilisé. Si cette grandeur se
rapproche de 1 cela veut dire que le modeéle exprime une forte puissance d’explication, et s’il
se rapproche de 0 cela indique qu’il présente une faible puissance d’explication (Meziant et
al.,2014).

Les résultats de I’analyse de la variance (tableau V et V1) pour I’effet des facteurs sur
le taux de PT ainsi que le piégeage du radical DPPH indiquent que les deux modéles de
réponse sont hautement significatifs (p<0,05) avec un coefficient de détermination R2=0,97
pour les PT et R2=0,98 pour le piégeage du radical DPPH, ce qui signifie que 3 et 2% des
variations ne sont pas expliquées par le modele (cela pourrait s’expliquer par des erreurs de
manipulation ou par la pureté du solvant utilisé) et une valeur de R? ajust de 0,95 et 0,96 pour
les deux réponses étudiées du modele. Cependant, le R2jusi est proche de la valeur de R? ce
qui affirme la significativité¢ du modele, et que les valeurs expérimentales sont fortement
expliquées par les valeurs predites.

D’aprés Chan et al. (2009), le R%jusi est une valeur corrigée de R? aprés 1’élimination

des termes du modeéle non significatifs.

4.2.3. Effet des facteurs
Dans l'analyse statistique, les valeurs p ont été utilisees comme outil pour Vérifier la
signification de chaque coefficient et indiquer également la force d'interaction de chaque
paramétre. Plus les valeurs p sont faibles, plus le coefficient correspondant est significatif
(Liu et al., 2010).
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Les effets des facteurs dans les modeles mathématiques des surfaces de réponses des

teneurs en PT et le piégeage du radical DPPH incluent les effets linéaires, d’interactions et les

effets quadratiques des différents facteurs.

Les effets des quatre facteurs étudiés (Gradient de solvant (Xi), Temps (X2),

Température (X3) et le Ratio S/L(X4) ainsi que leurs interactions sur les réponses d’extraction

des PT et le piégeage du radical DPPH sont exprimés dans le tableau V11 suivant :.

Tableau VI1: Analyse de la variance pour ’effet des facteurs sur les PPT et AA en utilisant le

BBD de la surface de réponse.

TERME Estimation  Erreur Ration Prob.>|t|
standard

Composés
phénoliques
Constante 66,053333  1,047683 63,05 <0,001*
Effet linéaire
Gradient solvant: (30,70) 0,6319167  0,523841 1,21 0,2509
Temps: (10,30) -0,025333 0,523841 -0,05 0,9622
Température : (30,50) -0,896083 0,523841 -1,71 0,1129
Ratio(S/L) : (25,100) -4,942 0,523841 -9,43 <0,001*
Effet d’interaction
Gradient de solvant *Temps -0,82 0,90732 -0,20 0,8444
Gradient solvant * Température 0,5095 0,90732 0,56 0,5848
Temps * Température 0,2 0,90732 0,22 0,8292
Gradient solvant * Ratio(S/L) -2,69625 0,90732 -2,97 0,0117*
Temps * Ratio(S/L) -0,3585 0,90732 -0,40 0,6997
Température * Ratio(S/L) -0,15375 0,90732 -0,17 0,8683
Effet quadratique
Gradient solvant* Gradient solvant -6,944625  0,785762 -8,84 <0,001*
Temps * Temps -1,771 0,785762 -2,25 0,0437*
Température * Température -3,634625  0,785762 -4,63 0,0006*
Ratio(S/L) * Ratio(S/L) -15,70225  0,785762 -19,98 <0,001*
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Activité antioxydante
Constante 59,935 1,43716 42,40 <0,001*
Effet lineaire
Gradient solvant : (30,70) 0,3944167 | 0,706858 0,56 0,5871
Temps : (10,30) -0,1775 0,706858 -0,25 0,8060
Température : (30,50) -1,3845 0,706858 -1,96 0,0738
Ratio(S/L) : (25,100) -10,88125  0,706858 -15,39 0,001*
Effet d’interaction
Gradient solvant * Temps 0,7975 0,994376 0,65 0,5271
Gradient solvant * Température -0,54575 0,994376 -0,45 0,6637
Temps * Température -0,16775 0,994376 -0,14 0,8933
Gradient solvant * Ratio(S/L) 0,669 0,994376 0,55 0,5948
Temps * Ratio(S/L) 0,42325 0,994376 0,35 0,7356
Température * Ratio(S/L) 2,234 0,994376 1,82 0,0930
Effet quadratique
Gradient solvant * Gradient solvant = -4,340583 0,861155 -4,09 0,0015*
Temps * Temps -1,384208  0,861155 -1,31 0,2162
Température * Température -1,181958 0,861155 -1,11 0,2868
Ratio(S/L)* Ratio(S/L) -17,35783  0,861155 -16,37 <0,001*
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4.2.3.1. Effet linéaire

Les résultats du plan BBD de la MSR montrent que le facteur qui influence
significativement sur I'extraction des PT et le piegeage du radical DPPH est seulement le
Ratio solide/liquide (X4) avec une probabilité de I’ordre de p<0,001 pour les deux réponses
étudiées. Cependant, les autres facteurs a savoir le gradient de solvant (X1), le temps (X2) et la
température (X3) n’ont pas d’effet linéaire significatif sur I’extraction des PT et le piégeage du

radical DPPH sur les pellicules de raisin.

4.2.3.2. Effet quadratique

L’effet quadratique le plus prononcé pour les PT et le piégeage du radical DPPH est
représenté par (X4)?> (Ratio S/L*Ratio S/L) ainsi que (X1)? (Gradient solvant*Gradient
solvant) et ils influent d’une maniére significative sur I’extraction des PT avec des probabilité
de lordre de p<0,001), suivi de D’effet X3Xs (Température*Température) et de (X2)?
(Temps*Temps) avec des probabilités de 1’ordre de p(0,0006) et p(0,0437), respectivement.
Par contre, pour le piégeage du radical DPPH I’effet quadratique le plus marqué est I’effet
(X4)? avec une probabilité de ’ordre p<0,001 suivi de ’effet (X1)?> avec une probabilité
p(0,0015), alors que les autres effets quadratiques (X2)? et (Xs)? n’ont pas d’effet significatifs
avec des probabilité de p(0,2162) et p(0,2868), respectivement.

4.2.3.3. Effet d’interaction

Le seul effet d’interaction qui influe significativement sur 1’extraction des PT est 1’effet
X1Xa(Gradient solvant*Ratio S/L) avec une probabilité de 1’ordre de p(0,0117) par contre les
autres interactions n’ont pas d’effet significatif sur I’extraction des PT a savoir X1 X2
(Gradient solvant*Temps), X1X3 (Gradient solvant*Température), X2X3
(Temps*Température), X2X4 (Temps*Ratio S/L) et X3Xs (Température*Ratio S/L) avec des
probabilités supérieures a 0,005 (p>0,005) (tableau VII).

Les effets d’interaction des quatre parametres etudiés ont influencé négativement
I'activité antioxydante. Les interactions X1Xz, X1X3, X2X3, X1Xs, X2X4 et X3X4 ne sont pas
significatives sur le piégeage du radical DPPH avec des probabilités supérieures a 0,005
(p>0,005) qui sont de I’ordre de p(0,5271), |p(0,6637) ; p(0.8933) ; p(0,5948); p(0,7356) et
p(0,0930) respectivement.
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4.2.4. Analyse du modele mathématique

Dans le but de réduire le nombre de paramétres a tester, plusieurs parametres ont déja
été testés dans une gamme plus large avant I'optimisation par la MSR (Bachir Bey et al.,
2014).

L'optimisation de I'extraction par ultrasons d'antioxydants a partir de la poudre des
pellicules de raisin était basée sur la maximisation de I'extraction des PT et de piégeage du
radical DPPH. Les coefficients de régression des termes linéaires quadratiques et d'interaction
du modele ont été calculés a I'aide de la technique des moindres carrés et qui sont représentés
dans le tableau VII. Ces coefficients ont permis de voir que les quatre parametres linéaires, et
les quatre paramétres quadratiques et les paramétres d’interaction (X?) étaient significatifs
pour certains parameétres et non significatifs pour d’autres.

D’apres les résultats de 1’étude, les valeurs des coefficients significatifs et la fonction
qui régit I’extraction des PT ainsi de piégeage du radical DPPH & partir de la poudre des
pellicules de raisin rouge (variété Red Globe) étudiée sont alors bien connues. Le modéle
mathématique quadratique ajusté de la réponse en PT et de piégeage du radical DPPH dans la
présente étude est représenté par les équations Yepr et Yaa pour les parametres ayant un effet
significatif (p<0,005) seulement.

Pour les composés phénoliques

Yppr: 66.053- 4.942 X4 — 2.696 X1 X4 -6.944 X1X1 -1.771 XoXz2 — 3.634 X3X3 -15.702 X4X4
Pour de piégeage du radical DPPH

Yaa 1 59.935- 10.881 X4 —4.340 X1X1- 17.357 XsX4

Avec

Yept : Rendement en polyphénols totaux (réponse)
Y aa : Rendement en activité antioxydante (réponse)
X1 : Gradient de solvant

Xz : Temps d’extraction

X3 : température d’extraction

X4 : Ratio (solide/liquide)

4.2.5. Représentation spatiale et analyse des surfaces de réponses
D’aprés Meziant et al., (2014), le principal avantage de la MSR est de réduire le

nombre d’essais expérimentaux nécessaires pour évaluer plusieurs variables et leurs
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interactions et la meilleure fagon d'exprimer I'effet d'une variable indépendante sur I'extraction
des PT et l'activité antioxydante était de générer des diagrammes de surface de réponse du
modele en faisant varier deux variables dans la plage expérimentale étudiée et en maintenant
I'autre variable & son niveau central.

Dans un cette étude, I’interaction des quatre variables indépendantes, concentration du
solvant, temps, température et ratio a été utilisée pour tracer les courbes de surfaces de
réponses. Mais on s’est contenté de présenter une secule présentation spéciale pour chaque
réponse en choisissant les deux paramétres qui influent significativement sur 1’extraction des
PT et le piégeage du radical DPPH dans ce modéle qui sont le gradient en solvant et le ratio
(S/L). Ces parameétres ont eté choisi aussi car le seul effet d’interaction bien est 1’effet X1 X4
(Gradient solvant*Ratio S/L).
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Figure 13: Représentation spatiale des modeéles de surfaces de réponses de 1’effet du gradient du
solvant et du ratio d’extraction (S/L) sur ’extraction de PT (A) et le piégeage du radical DPPH
(B) des pellicules de raisin

Les figures 13A et 13B illustrent la représentation en trois dimensions des effets de la
concentration du solvant et du ratio sur I’extraction des PT et le piégeage du radical DPPH de
la poudre de pellicules de raisin. L’effet de la concentration en solvant et du ratio montrent
une forte influence sur la teneur en PT et sur le piégeage du radical DPPH. Le taux
d’extraction des antioxydants augmente aussi avec I’augmentation de ces deux parametres
avec un maximum d’extraction a une concentration de 50,86% et un ratio de 53,33 mg/ 15ml.
Au-dela, la teneur en composés phénoliques et de piégeage du radical DPPH diminuent.

Concernant le ratio d’extraction et le gradient de solvant, les effets linéaire et quadratique sur
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I’extraction des PT et le piégeage du radical DPPH sont significatifs. Par contre 1’effet linéaire
est significatif uniquement pour le parametre ratio (S/L) sur les deux réponses.

Selon Luximon-Ramma et al. (2005), les mélanges acétone/eau sont les meilleurs
solvants d'extraction des composés phénoliques et de 1’activité antioxydante. Le paramétre de
la concentration en solvant est le plus utilisé pour I'extraction des antioxydants polaires et des
composés phénoliques a partir de différentes matrices.

Le rapport solide/liquide entre I'échantillon et le solvant est lI'une des variables les plus
importantes dans le transfert de masse car un volume important de solvant affecte la
procédure de diffusion (Medina-Torres et al., 2017).

Brahmi et al. (2021) ont montré qu’un rapport soluté/solvant plus élevé génére un
gradient de concentration plus important sur la diffusion du solide dans la solution et un
gonflement plus important de la matiére végétale ce qui augmente la surface de contact entre

le solide et le liquide.

4.2.6. Etude de la désirabilité et détermination des conditions optimales
L’objectif de notre étude est de maximiser le rendement en PT ainsi que le piégeage du
radical DPPH afin qu’il atteigne des valeurs maximales tout en garantissant un ratio
(solide/liquide), un temps, une température et un solvant d’extraction minimaux. La figure 14
indique que I’atteinte de valeurs de rendement maximales est possible avec une désirabilité de
I’ordre de 89,44%.
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Figure 14: Profil de prévision des conditions optimales de ’EAU des Pt et de piégeage du
radical DPPH des écorces de raisin
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Les niveaux estimés des conditions d'extraction optimales pour une réponse maximale des
composés phénoliques totaux et de 1’activités antioxydante des extraits de pellicule de raisin
obtenus par extraction assistée par ultrasons sont résumés dans le tableau VI1II. Les
conditions d'extraction assistée par ultrasons prédites étaient un gradient de solvant de
50,86%, un temps d’extraction de 19,80 mn, une température de 37,37°C et finalement un
ratio de 53,33 mg de matiere végétale. Ces conditions ont permis d’obtenir le maximum de PT
et de piégeage du radical DPPH de I’ordre de 66,33 mg EAG/g MS et 61,99 mg ET/g MS,
respectivement.

Tableau VI1I: Conditions et valeurs optimales pour 1’extraction des PT et de piégeage du
radical DPPH de la poudre des pellicules de raisin par la MSR.

Parametre optimisé Valeur optimale
Concentration du solvant 50,86%
Température d’extraction 37,37°C

Temps d’extraction 19,80 min

Ratio (solide/liquide) 53,33 mg/15ml
Composés phénoliques 66,334 mg EAG/g MS
Activité antioxydante 61,994 mg ET/g MS

4.2.7. La validation du modéle

Les valeurs R? ajustées du modéle sont de 1’ordre de 0,952 et 0,968 pour les PT et le
piégeage du radical DPPH respectivement. Ceci signifie que le modele a représenté de
maniere adéquate la relation réelle entre les parameétres choisis. Pour comparer les résultats
prédits avec les valeurs expérimentales, un contréle expérimental a été effectué pour chaque
réponse en utilisant les conditions d'extraction optimales obtenues ci-dessus.

Les valeurs expérimentales étaient de 65,900 mg EAG/g MS et 59,07 mg ET/g MS
pour les composés phénoliques et le piégeage du radical DPPH respectivement. Ces résultats
expérimentaux étaient en accord avec les valeurs prédites qui étaient de 66,33 mg EAG/g MS
pour les PT et 61,99 mg ET/g MS pour le piégeage du radical DPPH.

La bonne corrélation entre ces résultats a confirme la validité du modele de la MSR pour les

deux réponses étudiées.

53



CONCLUSION




Conclusion

Conclusion

Les plantes ont été considérées depuis longtemps comme source essentielle de
substances bioactives naturelles tels que les composés phénoliques. Actuellement, ces
molécules attirent I'attention de nombreux chercheurs en raison de leurs bienfaits bénéfiques

sur la santé humaine.

Notre étude s’est consacrée a I’optimisation de I’extraction des composés phénoliques et
de I’activité antioxydante de la poudre de pellicule de raisin (variété Red Globe) en utilisant
I’extraction assistée par ultrasons (EAU) comme moyen d’extraction. L’optimisation a été
réalisée tout d’abord par une étude préliminaire puis la méthodologie des surfaces de réponses

(MSR) en appliquant le modéle Box et Behnken.

Une étude préliminaire a été effectuée afin d’évaluer I’effet de différents parametres sur
I’extraction des composés phénoliques et ’activité antioxydante de la pellicule de raisin a
savoir le type de solvant (acétone, éthanol, méthanol et eau), la concentration en solvant
(acétone 10, 30, 50, 70 et 90%), la température d’extraction (25, 30, 40, 45, et 50°C), le temps
d’extraction (5, 10, 15, 20, 30, et 40 min) ainsi que le ratio solide/liquide (ratio : 25/15, 50/15,
100/15, 150/15, et 200 mg/15 ml) avec un degré de signification des données (p< 0,05).

L’étude préliminaire nous a permis de déterminer les conditions optimales d’extraction
des composés phénoliques et de ’activité antioxydante qui sont 1’extraction avec ’acétone
50% a 35°C pendant 20 min avec un ratio de 50/15 (mg/ml). Ces conditions optimales ont
permis d’obtenir des valeurs de 52,41+0,52 mg EAG/g MS (pour les PT),1,81+0,08 mg EQ/g
MS (pour les FT) 68,24+0,98 mg EC/g MS (pour les PAC), 52,44+0,42 mg ET/g MS (pour le
piégeage du radical DPPH), 39,34+0,84 mg ET/g MS (pour le piégeage du radical ABTS) et
enfin 33,38 +0,56 mg EAA/g MS (pour le PR).

Apres I’étude préliminaire, nous avons réalisé I’optimisation par la méthodologie des
surfaces de réponses (MSR), en appliquant le modéle Box-Behnken pour étudier les effets de
quatre variables indépendantes : la concentration en acétone (30 a 70%), le temps (10 a 30
min), la température (30 a 50°C) et le ratio solide/liquide (25 a 100%) sur deux réponses (PT
et piégeage du radical DPPH). Les résultats montrent une bonne adéquation avec le modele
proposé (R?= 0,97). La valeur de la probabilit¢ pour le manque d’ajustement était
insignifiante, ce qui a confirmé la validité des modeles. L'analyse des surfaces de réponses a

montré que les parameétres d'extraction optimaux permettant d'optimiser I'extraction des
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composés phénoliques et de I’activité antioxydante étaient 50,86% d'acétone, 19,80 min,
37,37°C, et 53,33 mg/15ml. Dans des conditions optimales, les valeurs expérimentales
correspondantes pour les PT et piégeage du radical DPPH étaient de 66,334 mg EAG/ g de
MS et de 61,994 mg ET/g MS respectivement. Les résultats expérimentaux correspondent a
ceux prédits, ce qui témoigne de la pertinence du modele et de la réussite de la MSR dans
I'optimisation des conditions d'extraction des composés phénoliques et I’activité antioxydante
a partir des pellicules de raisin.

En conclusion et a la lumiere des résultats obtenus, il nous ait permis de conclure que
la pellicule de raisin rouge (variété Red Globe) est une bonne source de composes
phénoliques et posséde une bonne activité antioxydante. Ainsi, il est suggéré que la pellicule
de raisin rouge (variété Red Globe) pourrait étre utilisé comme source d’antioxydants naturels
dans le domaine agroalimentaire et/pharmaceutique.

En perspectives et dans le but de compléter et d’améliorer ce travail, il serait
intéressant de :

e Réaliser une analyse chromatographie (HPLC) afin d’identifier les composés
phénoliques présents dans nos extraits.

e De valoriser la poudre de pellicule de raisin rouge (variété Red Globe) comme
ingrédient dans la formulation de certains produits alimentaires comme le yaourt.

e Dr’étudier d’autres activités biologiques comme [’activité antibactérienne de nos
extraits

Enfin, de réaliser des études in vivo pour voir I’effet de nos extraits a 1’échelle cellulaire.
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Tableau I:Résultats des dosages des CP et des AA de 1’étude préliminaire en mg/g MS

Dénomination PT FT PAC DPPH PR ABTS
mMgEAG/gMS mgEQ/gMS mgEC/gMS mgET/gMS | mgEAA/gMS | mgET/gMS
Type de solvant
Acétone 50% 52,41+0,52 | 1,81+0,08 68,24+0,98 52,44+0,42 | 33,38+0,56 | 39,34+0,84
Ethanol 50% 30,65+0,38 | 1,29+0,06 26,96+0,62 27,72+0,75 | 19,91+0,56 | 35,59+0,97
Méthanol 50% 27,54+0,83 | 1,46+0,04 30,98+0,91 31,7240,80 | 21,06+0,98 | 34,27+0,97
Eau 20,67+1,23 | 0,85+0,09 3,88+0,55 10,17+0,99 | 10,04+0,53 | 24,53+0,98
Gradient
d’acétone%
[10] 32,62+0,82 | 1,72+0,02 28,04+0,98 26,16+0,83 | 18,13+0,18 | 33,20+0,388
[30] 42,87+0,64 | 1,78+0,04 51,46+0,44 41,97+0,94 29,12+0,32 | 33,97+0,60
[50] 52,41+0,52 | 1,81+0,08 68,24+0,98 52,44+0,42 | 33,38+0,56 | 39,34+0,84
[70] 47,52+0,40 | 1,39+0,04 61,39+0,86 48,08+0,80 | 31,04+0,30 | 36,37+0,35
[90] 22,88+0,51 | 1,34+0,06 36,14+1,280. 36,05+0,16 | 18,16+0,32 | 13,66+0,93
Température (C°)
25 450,77 1,43+0,04 59,14+0,67 49,26+0,33 | 18,65+0,28 | 35,8+0,93
30 48,5+1,06 1,44+0,05 62,75+1,33 49,65+0,38 | 19,42+0,74 | 35,91+0,68
35 52,41+0,52 | 1,81+0,08 68,24+0,98 52,44+0,42 | 33,38+0,56 | 39,34+0,84
40 51,3+0,48 1,8+0,07 64,16+1,10 50,40+0,73 | 33,23+0,28 | 38,2+0,81
45 51,154+0,72 | 1,6440,03 64,19+1,37 49,31+0,53 | 33,18+0,49 | 36,42+0,65
50 48,85+0,71 | 1,62+0,08 63,52+0,81 48,38+0,54 | 32,54+0,62 | 35,84+0,69
Temps (min)
5 48+0,26 1,53+0,04 52,83+0,88 49,80+0,53 | 32,65+0,55 | 26,03+0,63
10 48,6+0,57 1,56+0,03 56,93+0,77 50,09+0,38 | 32,9+0,38 27,9+0,45
15 49,9+0,44 1,61+0,05 60,86+1,05 50,26+0,77 | 33,1+0,27 28,78+0,81
20 52,41+0,52 | 1,81+0,08 68,24+0,98 52,44+0,42 | 33,38+0,56 | 39,34+0,84
30 47,93+0,71 | 1,6+0,04 61,57+0,78 50,38+0,34 | 32,09+0,59 | 29,91+0,94
40 47,6+0,79 1,55+0,08 61,14+0,70 50,18+0,72 | 31,87+0,97 | 23,76+0,33
Ratio

(solide/liquide)

25 49,24+0,82 | 1,7+0,06 45,2+0,84 51,37+0,64 | 23,74+0,75 | 26,12+0,97
50 52,41+0,52 | 1,81+0,08 68,24+0,98 52,44+0,42 | 33,38+0,56 | 39,34+0,84
100 43,36+1,43 | 1,5+0,01 60,94+0,76 29,54+0,19 | 21,54+0,70 | 25,93%0,65
150 40,94+1,28 | 1,45+0,01 60,93+0,28 19,5+0,13 18,36+0,49 | 16,08+0,23

200 37,02+0,64 | 1,44+0,01 58,73+0,61 14,55+0,05 | 13,84+0,34 | 8,69+0,89






Résumé

L’'objectif de ce travail est I'optimisation de I'extraction des composés phénoliques et de I'activité
antioxydante de la pellicule de raisin (variété Red Globe). Une étude préliminaire a été effectuée pour
évaluer I'effet de différents parametres a savoir le choix du solvant (acétone, méthanol, éthanol, et
eau), la concentration en solvant (acétone 10, 30, 50, 70 et 90%), la température d’extraction (25, 30,
35, 40, 45 et 50°C), le temps d’extraction (5, 10, 15, 20, 30, et 40 min) ainsi que le ratio solide/liquide
(25/15, 50/15, 100/15, 150/15, et 200/15 mg/ml) sur le rendement en composés phénoliques et
I"activité antioxydante avec un degré de signification des données (p< 0,05). Les conditions optimales
trouvées étaient I'extraction avec I'acétone 50% a 35°C pendant 20 min avec un ratio de 50/15
(mg/ml). Ensuite, la méthodologie des surfaces de réponses (MSR), en appliquant le modéle Box-
Behnken, a été utilisée pour étudier les effets de quatre variables indépendantes : la concentration en
acétone (30 a 70%), le temps (10 a 30 min), la température (30 a 50°C) et le ratio solide/liquide (25 a
100 mg/15 ml) sur deux réponses (PT et piégeage du radical DPPH). Les résultats montrent une bonne
adéquation avec le modeéle proposé (R?= 0,97). La valeur de la probabilité pour le manque d’ajustement
était insignifiante, ce qui a confirmé la validité des modeéles. L'analyse des surfaces de réponses a
montré que les parameétres d'extraction optimaux permettant d'optimiser I'extraction des composés
phénoliques et de I'activité antioxydante étaient 50,86% d'acétone, 19,80 min, 37,37°C, et 53,33
mg/15ml. Dans des conditions optimales, les valeurs expérimentales correspondantes pour les PT et
piégeage du radical DPPH étaient de 66,334 mg EAG/ g de MS et de 61,994 mg ET/g MS
respectivement. Les résultats expérimentaux correspondent a ceux prédits, ce qui témoigne de la
pertinence du modeéle et de la réussite de la MSR dans I'optimisation des conditions d'extraction des
composés phénoliques et 'activité antioxydante a partir des pellicules de raisin.

Mot clefs : pellicule de raisin, extraction, optimisation, composés phénoliques, activité antioxydante,
méthodologie de surfaces de réponses, modéle Box-Benken.

Abstract

The objective of this work is the optimization of the extraction of phenolic compounds and the
antioxidant activity of grape skin (Red Globe variety). A preliminary study was carried out to evaluate
the effect of different parameters namely the choice of solvent (acetone, methanol, ethanol, and
water), the solvent concentration (acetone 10, 30, 50, 70 and 90%), the extraction temperature (25,
30, 35, 40, 45 and 50°C), the extraction time (5, 10, 15, 20, 30, and 40 min) as well as the solid/liquid
ratio (25/15, 50/15, 100/15, 150/15, and 200/15 mg/ml) on the yield of phenolic compounds and the
antioxidant activity with a degree of significance of the data (p < 0.05). The optimal conditions found
were extraction with 50% acetone at 35°C for 20 min with a ratio of 50/15 (mg/ml). Then, the response
surface methodology (RSM), applying the Box-Behnken model, was used to study the effects of four
independent variables: acetone concentration (30 to 70%), time (10 to 30 min), temperature (30 to
50°C) and solid/liquid ratio (25 to 100 mg/15ml) on two responses (TPC and DPPH radical scavenging).
The results showed a good fit with the proposed model (R? = 0.97). The probability value for lack of fit
was insignificant, which confirmed the validity of the models. Response surface analysis showed that
the optimal extraction parameters for optimizing the extraction of phenolic compounds and
antioxidant activity were 50.86% acetone, 19.80 min, 37.37°C, and 53.33 mg/15 ml. Under optimal
conditions, the corresponding experimental values for TPC and DPPH radical scavenging were 66.334
mg EAG/g DM and 61.994 mg ET/g DM, respectively. The experimental results were consistent with
those predicted, which demonstrates the relevance of the model and the success of RSM in optimizing
the extraction conditions of phenolic compounds and antioxidant activity from grape skins.
Keywords: grape skin, extraction, optimization, phenolic compounds, antioxidant activity, response
surface methodology, Box-Benken model.



