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Introduction

Les déchets des fruits et légumes, tel les écorces d’agrumes sont des matrices
hautement valorisables vue leur disponibilité et leur richesse en ingrédients nutritionnels et
fonctionnels (Bejar et al., 2011).

Les agrumes occupent le plus grand secteur de la production de fruit au monde avec
plus de 100 millions de tonnes produits chaque année (Huang and Ho, 2010). Cette
importante production agrumicole engendre de grandes quantités de déchets qu’il est
important de valoriser.

Les déchets de mandarine (Citrus reticulata blanco) sont une source riches de
composés bioactifs, tels que les composés phénoliques (les flavonoides et les acides
phénoliques), I'acide ascorbique, les caroténoides, les sucre réducteurs...etc (Singanusong et
al., 2015).

L’exploitation des constituants bioactifs des sous produits alimentaires a partir de leur
extraction de la matrice cellulaire, devrait étre réalisée par des méthodes quantitatives, non
destructives et rapides (Dahmoune et al., 2013).

L'extraction assistée par ultrasons (UAE) est I'une des méthodes qui attire de plus en
plus l'attention des chercheurs en raison de son efficacité par rapport aux méthodes
conventionnelles (Khan et al., 2010). Pour une application réussie de I’EAU, la puissance
ultrasonore appliquée, la fréquence, le temps, la température d'extraction et 1’interaction
solvant-échantillon sont des variables a prendre considération (Esclapez et al., 2011).

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 utiles au développement, a I'amélioration et a I'optimisation des
processus. Le principal avantage de MSR est de réduire le nombre d’essais expérimentaux,
nécessaire pour évaluer plusieurs variables et leurs interactions (Chen et al., 2016).

Dans le but de valoriser les sous produits de la mandarine commune (Citrus reticulata
Blanco), I’objectif principal de la présente étude est 1’optimisation des conditions d’extraction
par ultrasons des composé€s phénolique et de I’activité antioxydante a partir des écorces de
mandarine (Citrus reticulata Blanco) par application de la méthodologie de surface de
réponse (MSR) en utilisant le plan d’expérience Box-Behnken (BBD) et en tenant compte de
lI'influence de plusieurs variables du processus, les principales étant la température, le temps

d'extraction et notamment le solvant d’extraction.
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I- Les agrumes

Les agrumes appartiennent a la famille des Rutacées. On ne dénombre pas moins de
900 variétés a ce jour (Ramful et al., 2011).

Trois genres sont principalement cultivés dans le monde, Poncirus, Fortunella et
Citrus (M'Hiri, 2015) , c’est au sein de ce dernier que se rencontrent les principales especes
cultivées: les oranges (Citrus sinensis); les mandarines (Citrus reticulata); les clémentines
(Citrus clementina); les citronniers (Citrus limon); et les pomelos (Citrus paradis) (Hellal,

2011).

I.1. La mandarine

Le Citrus reticulata blanco communément connu sous le nom de « mandarine »
(Khan et al., 2010) est largement cultivé dans les régions subtropicales, il est beaucoup plus
résistant au froid que 1’orange douce et I’arbre est plus tolérant a la sécheresse (Lim, 2012).

La mandarine commune (Citrus reticulata blanco) est parfois considérée localement
représentative, qu'elle n'a pas de nom particulier : on l'appelle « la mandarine » comme s'il
n'en existait pas d'autre variété. Dans le Bassin méditerranéen lorsqu'il est question de
mandarine sans autre précision, il s'agit toujours de la mandarine commune. Divers
appellations peuvent étre trouvées remplacant le mot commune dans les pays méditerranéen
notamment en Algérie : de Bougie, de Boufarik, de Blidah et d'Algérie (Chapot, 1962).

Le fruit de la mandarine Commune possede en général un parfum unique, tres marqué

et tres agréable, ce qui I’a fait grandement apprécier depuis longtemps (Chapot, 1962).

I.1.1. Les variétés

Quatre variétés de mandarines sont retrouvés, en plus de la mandarine Commune, la
mandarine Carvalhal, remarquable variété, assez précoce, cultivée au Portugal d'ou elle a été
introduite au Maroc et de la en Algérie; la mandarine Sanguigno, qui est en réalité une
tangerine et non une mandarine sanguine, d'origine italienne ; la mandarine Mandalina,
exclusivement cultivée au Liban, et qui est aussi une tangerine. Toutes les autres variétés sont
d'introduction récente (Satsumas, Dancy, King of Siam) ou tres récente (Wilking) (Chapot,
1962). Selon BOUSBIA (2011a) les variétés de mandarine sont: Mandarine (Citrus
reticulataBlanco) (dont la mandarine commune « Ponkan », clémentine et la tangerine),
satsumas (Citrus unshin), Mandarines méditerranéennes (Citrus deliciosa) et la Mandarine

king (Citrus nobilis).
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I.1.2. Classification botanique de la mandarine
La classification botanique de la mandarine est représentée dans le tableau ci-dessous :

Tableau N°I : Classification botanique de la mandarine (Hellal, 2011)

.Désignation

Régne Plantae
Sous-regne Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida
Sous-classe Rosidae

Ordre Sapindales

Famille Rutaceae

Genre Citrus

Espece Citrus reticulata blanco

1.1.3. Description morphologique et physiologique de 1’écorce de mandarine

Tous les fruits cultivés de citrus ont presque la méme structure. La coupe transversale
du fruit permet de distinguer les parties suivantes (Figure 01) :

1.3.1. Le péricarpe

Le péricarpe représente 8 a 10% du fruit, c’est une écorce rugueuse, résistante, de
couleur vive (jaune a orange), plus connu sous le nom d’épicarpe (ou flavédo), qui recouvre le
fruit et le protege des dommages (Guimaraes et al., 2010).

1.3.2. Le mésocarpe (ou albédo)

Le mésocarpe appelé albédo est la couche intérieure, de structure spongieuse,
blanchatre, plus ou moins épaisse par rapport a la taille du fruit, elle peut constituer 12 a 30%
du fruit. Elle est intimement associée a 1’épicarpe avec lequel elle forme ce qu’il est convenu
d’appeler les écorces ou peau d’agrumes (Bampidis and Robinson, 2006; Dugrand-Judek,
2015; Guimaraes et al., 2010).

1.3.3. L’endocarpe

L’endocarpe est la partie comestible d’agrumes. Il est constitué d’une fine membrane
qui tapisse les nombreuses loges carpellaires (Ramful et al., 2010). Constitué de la pulpe, est
divisé en segments (carpelles) ol se concentre le jus (avec ou sans pépins selon les variétés) et

en une enveloppe radiale épaisse (endocarpe) (BOUSBIA, 2011a).

-
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Cette partie, riche en sucres solubles, renferme des quantités significatives de vitamine

C, de pectine, de fibre, de différents acides organiques et de sel de potassium, qui donne au

fruit son acidité caractéristique (BOUSBIA, 2011a).

Epicarpe

Endocarpe

Pépins
Flavedo

T P

P i

Albedo

Vésicules
de jus

Cuticule

Cellules
d’huile

Placenta

Segment

Figure N°01 : Image représentative de 1’anatomie de la mandarine (Guimaraes et al., 2010).

I.1.4. Production mondiale d’agrumes

Les agrumes sont des fruits ayant une valeur commerciale élevée sur le marché du

frais et dans l'industrie alimentaire (Ledesma-Escobar and de Castro, 2014), ils représentent

la premiére production fruitiere mondiale avec plus de 135 millions de tonnes en 2013,

répartis a plus de 71 millions pour les oranges, plus de 28 millions pour les mandarines, plus

de 15 millions pour les citrons et limes et plus de 8 millions pour les pomelos (FAO : Food

and Agriculture Organization, 2015) (Dugrand-Judek, 2015). Les premiers pays producteurs

d’agrumes dans le monde sont représentés dans le tableau II.

Selon les données du Département Américain de 1’Agriculture USDA (United States

Department of Agriculture) la production mondiale d’agrumes s’éleve a plus 90 MT pour la

campagne 2016/2017. Durant la derniere décennie, la production de tangerines (mandarine) a

augmenté de 5,2% passant de 19 MT en 2007/2008 a 29 MT en 2016/2017 (USDA, 2017).
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Tableau N°II: Données de production mondiale d’agrumes (Dugrand-Judek, 2015)

Classement Pays Données Date de
I'information
1 Chine 33104744 2013
2 Brésil 19734725 2013
3 Etats-Unis 10133246 2013
4 Inde 10090000 2013
5 Mexique 7613105 2013
6 Espagne 6379100 2013
7 Egypte 4092339 2013
8 Nigeria 3800000 2013
9 Turquie 3681158 2013
10 Argentine 2814697 2013

I.1.5. Production nationale des agrumes

La production d’agrumes en Algérie est estimée a 517 milles tonnes. Cette derniere
occupe la 19eme place mondiale et la 2éme dans 1’Union Maghrébin Arabe. Cette production
est répartie en plusieurs variétés d’agrumes dans laquelle ’orange représente 57%, la
mandarine 30%, le pamplemousse 7%, le citron et la lime 6% (selon I’'USDA, 2014) (M'Hiri,
2015).

La production nationale agrumicole avait dépassé les 14 millions de quintaux en 2018,
contre 7 millions de quintaux en 2010, dont plus de 11 millions de quintaux d’oranges et
2,5 millions de quintaux de mandarine, et pres de 800.000 quintaux de citrons. Sur un total de
32 wilayas productives d’agrumes, la wilaya de Blida vient en téte avec 4,1 millions de
quintaux, suivie de Mostaganem avec 1,2 millions de quintaux, puis Tipasa avec 1,1 million
de quintaux, la wilaya de Chlef étant considérée parmi les cinq wilayas pionnieres dans ce

domaine (http://www.reporters.dz).

I.1.6. Composition chimique des écorces de mandarine

La composition chimique des écorces d’agrumes (tableau III) est sujette a des
variations sous l’influence de divers facteurs et notamment la variété. De plus, dans une
méme variété, la teneur en  divers composés dépend des facteurs climatiques et

environnementaux.

-
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Tableau N°III : Composition chimique globale des déchets de mandarine (M'Hiri, 2015)

Désignation Composition g/100 g de base seche
Eau 60-75%
Lipides 2,97 g/100 g MS
Protéines 8,55 g/100 g MS
Minéraux 3,96 g/100 g MS
Glucides 18,27 g/100 g MS
Fibres 27 g/100 g MS
Caroténoides totaux 0,209 /100 g MS
Phénol totaux 2,91 g/100 g MS
Vitamine C 0,280 g/100 g MS
Huiles essentielles (Limonene) 92,6%

I.1.6.1. Eau

Les écorces d’agrumes présentent des teneurs élevées en eau (soit 60% a75% de base
humide), de ce fait c’est un coproduit hautement périssable (M'Hiri, 2015).
I.1.6.2. Glucides

Les glucides des déchets d’agrumes sont les sucres solubles tels que le glucose,
fructose et le saccharose, et les sucres insolubles tels que la cellulose, I’hémicellulose et les
pectines (El Kantar et al., 2018).
1.1.6.3. Fibres

Les déchets d’agrumes sont riches en fibres et surtout en fibres hydrosolubles
(pectines). En effet, les teneurs en pectine varient selon la variété (2,58-3,73% pour la
mandarine) Plusieurs études ont porté sur 1’extraction des fibres des écorces d’agrumes pour
les utiliser dans la formulation des aliments diététiques. La pectine commerciale est extraite
dans la plupart des agrumes (Wang et al., 2008). Ils contiennent aussi des fibres insolubles
(I’hémicellulose, la cellulose et la lignine) (Fuentes-Zaragoza et al., 2010).
1.1.6.4. Minéraux

Les déchets d’agrumes sont riches en minéraux majeurs (Ca, Mg, K, Na) et quelques
minéraux mineurs (Zn, Fer, Cu). Ces teneurs varient selon la variété considérée d’agrumes,

les mandarines sont, essentiellement, riches en potassium (641-831 mg/100g BS) (Xu

et al., 2008).

-
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I.1.6.5. Antioxydants

Les antioxydants sont des composés naturels ou synthétiques, capables de piéger les
radicaux libres et d'inhiber les processus d'oxydation (Hayat et al., 2010b).

Les agrumes sont une source importante de composés bioactifs, y compris des
antioxydants comme les flavonoides de I'acide ascorbique, les caroténoides et les composés
phénoliques (Ghasemi et al., 2009; Goulas and Manganaris, 2012; Hegazy and Ibrahium,
2012).

A. Polyphénols

Les polyphénols sont des métabolites secondaires synthétisés dans les plantes en
réponse aux stress écologiques et physiologiques. Ils posseédent un ou plusieurs cycles
aromatiques avec un ou plusieurs groupes hydroxyles (Missaoui, 2018).

Les déchets de mandarine sont une source importante de composés phénoliques
principalement les flavonoides et les acides phénoliques (Hayat et al., 2010a; Hayat et al.,
2010b). La teneur en polyphénols totaux (PPT) de la mandarine est de 1’ordre de 226,2 mg
EAG/g BS (Ghasemi et al., 2009). Cette derniere est toujours nettement plus élevées dans les
écorces que dans la pulpe (Goulas and Manganaris, 2012).

B. Flavonoides

Ce sont des composés phénoliques de faible poids moléculaire, responsables des
colorations jaune, orange et rouge de différents organes végétaux (Ghedira, 2005). Les
principaux groupes de flavonoides présents dans les écorces d’agrumes sont les flavanones,
les flavones et les flavonols. L hespéridine est le flavonoide dominant dans la plus part des
especes d’agrumes (Bousbia, 2011b). Les teneurs en flavonoides de la peau étaient toujours
plus élevées de 1,96 a 2,91 fois que celles de la pulpe avec une teneur en hespéridine de
63,065+0,55 mg/g MS dans les écorces de mandarine (Goulas and Manganaris, 2012).

C. Caroténoides

Les caroténoides sont des substances liposolubles jouant le réle de pigments de
couleurs jaune a rouge dans beaucoup de fruits et Iégumes dont le plus connu est le B-carotene
(Neve, 2002).

Les agrumes sont une source importante de caroténoides, les teneurs en f-carotene
des pelures de mandarine sont 4,5 fois plus élevé que celles de la pulpe (Guimaraes et al.,
2010), avec une teneur de 62,20 ug/g (Wang et al., 2008).

D. Vitamine C
La vitamine C ou acide ascorbique est une vitamine hydrosoluble, sensible a la

chaleur, aux ultraviolets et a I’oxygeéne. C’ est un antioxydant puissant capable de neutraliser

<!
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les especes réactives de 1’oxygene (ERO) et susceptible de limiter la peroxydation lipidique
(Boubekri, 2014).

Selon de Moraes Barros et al. (2012) et Goulas and Manganaris (2012) Ia teneur
en vitamine C des écorces d’agrumes est de 0,109 a 1,150 g/100 g BS, sachant que I’écorce
de mandarine contient la teneur la plus faible en vitamine C comparée a 1’orange et au
pamplemousse
I.1.7. Valorisation des déchets industriels

La consommation et I’industrie de transformation des agrumes génerent de gigantesques
masses de sous-produits tels que les écorces, les pulpes et les pépins. Ces derniers présentent
une marge de 45 a 60 % du fruit entier et qui sont souvent rejetés dans la nature (Lagha-
Benamrouche et al., 2018; Li et al., 2000).

Les déchets d'agrumes sont une matrice hautement valorisable vue sa richesse en
ingrédients fonctionnels (huiles essentielles, fibres, caroténoides, vitamine C et composés
phénoliques) ayant des applications trés variées dans les industries agroalimentaires,
cosmétique, nutraceutique et dans les industries de production de biocarburant et de matériaux
biodégradables (Celhay, 2013; Ledesma-Escobar and de Castro, 2014). Egalement utilisés
comme l'un des intrants de l'industrie pharmaceutique pour la préparation de médicaments, de
savons, de parfums et autres produits cosmétiques.

Les écorces sont éventuellement riches en limonene, qui est employé dans la
formulation de solvants industriels mais aussi comme solvant biologique. Ils peuvent étre
appliqués dans la production du plastique biodégradable (M'Hiri, 2015).

Leur richesse en sucres a permis aussi leur utilisation pour la production de
biocarburants (éthanol), des biogaz. Une autre application intéressante des sous-produits
d’agrumes dans les aliments du bétail (Bampidis and Robinson, 2006).

L’intérét majeur des composés bioactifs est 1i€é a leur activité pharmacologique,
antibactérienne et surtout leur activité antioxydante (Ghasemi et al., 2009). Cette dernicre

est considérée comme responsable des propriétés «préventives» (Celhay, 2013).

II. Meéthodes d’extraction

Outre les procédés classiques d'extraction par solvant couramment utilisés pour la
récupération des composés phénoliques, des procédés non conventionnels, plus rapides et
automatisés ont récemment €été utilisés, tel D’extraction par fluide supercritique (EFS),

extraction assistée par micro-ondes (EAM) et extraction assistée par ultrasons (EAU). Il a été
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démontré que les micro-ondes et les ultrasons pourraient accélérer le processus d'extraction en
améliorant l'extraction de composés bioactifs, en particulier de composés phénoliques
(Dahmoune et al., 2013).

I1.1. Définition de L’extraction assistée par ultrasons (EAU)

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 mati¢re premiere est
immergée dans le solvant soit par contact direct (sonde) ou indirect (bain), et en méme temps
elle est soumise a I’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).

Pendant la sonication, les ondes sonores génerent des vibrations mécaniques dans un
solide, un liquide ou un gaz. Les ondes sonores peuvent propager dans une matiere et elles
impliquent des cycles d'expansion (raréfaction) et de compression lors de la propagation dans
le milieu (figure 2). L'expansion peut créer des bulles qui se forment, se développent et
s'effondrent dans un liquide. Pres d'une surface solide, l'effondrement de cavité est
asymétrique et produit un jet de liquide a grande vitesse. Le jet liquide a un fort impact sur la
surface solide (Bousbia, 2011b; Luque-Garcia and De Castro, 2003).

Les effets mécaniques des ultrasons induisent une plus grande pénétration du solvant
dans les matériaux cellulaires et améliorent le transfert de masse. Dans le processus
d’extraction Les ultrasons peuvent également perturber les parois cellulaires, facilitant la
libération de leur contenu. Par conséquent, 1‘efficacité de rupture des cellules et du transfert
de masse sont cités en tant que deux facteurs principaux menant aux bonnes performances de

l'extraction avec la puissance ultrasonique (Mason et al., 1996).

— —>
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Figure N°02: Génération des bulles de cavitation par I’action des ultrason (Mason et al.,

2003).
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III. Optimisation d’extraction par le plan d’expérience
I11.1. Plans d’expérience

Les plans d’expériences sont des techniques qui permettent de quantifier les effets de
divers facteurs sur une réponse et de les optimiser dans des domaines expérimentaux bien
déterminés. Une suite d’essais organisée consistant a manipuler les facteurs afin de décrire la
méthode permettant d’obtenir la réponse optimale (Fadil et al., 2015).

I11.1.1. Méthodologie de surface de réponse (MSR)

La méthodologie de surface de réponse (MSR) est un protocole statistique
expérimental utilisé dans la modélisation mathématique. Cette méthode réduit les mesures,
améliore la possibilité d’interprétation statistique et indique ’interaction entre les variables
(Bachir et al., 2014).

Les trois types de plans de surface de réponse couramment utilisés sont les plans de
Box-Behnken, les plans de Doehlert et les plans composites centrés. Dans le présent travail le
Box-Behnken est le plan qui a été appliqué.

II1.1.1.1. Plan Box-Behnken (BBD)

Le plan Box-Behnken est un type de plan de MSR, employé pour examiner le rapport
entre une ou plusieurs variables de réponse et un ensemble de parametres expérimentaux
quantitatifs. L'application des conceptions BBD a été enregistrée dans l'optimisation des
processus de technologie alimentaire, des études microbiologiques et des travaux du
développement pharmaceutique de formulation(Ragonese et al., 2002).

Box et Behnken ont proposé des conceptions a trois niveaux pour adapter les surfaces
de réponses. Celles-ci sont formées en combinant des factorielles avec des dessins de blocs
incomplets. La figure 03 illustre la conception a trois variables du BBD (Manohar et al.,
2013). Les points expérimentaux du plan Box-Behnken sont représentés au milieu des arétes
de chacun des cotés d’un cube. C’est un plan qui peut comporter jusqu’a quinze essais

(Goupy and Creighton, 2006).
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Figure N°03 :Plan de Box- Behnkena trois variables (Manohar et al., 2013)
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L. Matériel végétal

La présente étude porte sur la valorisation des déchets (écorces, pépins) de mandarine
Citrus reticulata blanco considérés comme sous-produits naturels.

Les fruits frais au stade de maturité (5 kg) ont été achetés au marché hebdomadaire de
fruits et 1égumes de la wilaya de Bejaia, en mois de Mars 2019. Ces derniers ont été emballés
et transportés au laboratoire dans des sacs hermétiquement fermés.

Les mandarines (Oued Ghir) ont été sélectionnées pour leur uniformité, leur couleur
orange et leur poids moyen qui était de 120+7g.

Les mandarines fraiches ont fait I’objet de détermination du taux d’humidité, taux de
cendre et de dosage de la vitamine C et caroténoides. Le reste de 1’échantillon a été mis au

séchage pour 1’étude d’optimisation.

II. Préparation de I’échantillon
I1.1. Le séchage

Les mandarines fraichement récoltées ont été soigneusement lavées avec 1’eau du
robinet afin d’éliminer toutes les impuretés a la surface. Les écorces et les graines ont été
retirés manuellement des fruits; afin d’extraire les pépins, les mandarines ont été découpées en
deux pour faciliter leur I’extraction et les écorces ont été découpées en petits carrés de 1 cm?,
par la suite les déchets (environ 1,4 kg) ont été mis a sécher dans une étuve ventilée (figure 4)
a température 40°C (pour éviter toute sorte de dénaturation de leurs constituants) jusqu’a
I’obtention d’un poids constant (36h). L’intérét du séchage est d’éviter tout effet nocif di a
I’exces d’humidité qui favorise la fermentation microbienne des déchets et le développement

des moisissures.

Figure N°04 : photo représentative du séchage des déchets de mandarine a 1’étuve.
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I1.2. Broyage et tamisage

Le broyage des échantillons séchés (figure 05) a été réalisé a 1’aide d’un broyeur
(SEB, France) afin d’obtenir des poudres avec des granulométries plus au moins fines.

Le Tamisage des poudres obtenues a été réalisé a 1’aide d’un tamiseur (Retsch AS200)
de mailles de 500 um de diametre. La poudre ainsi obtenue a été conditionnée dans des
flacons en verre opaques et hermétiques (pour protéger la poudre contre I’humidité et
I’attaque par les moisissures), étiquetée, stockée a 1’obscurité pour éviter I’oxydation de cette

derniere et conservée a température ambiante dans un endroit sec et propre.

Figure N°05 : photo représentative des échantillons séchés et broyés

III. Caractéristiques physico-chimiques des écorces de mandarine
II1.1. Taux d’humidité

La teneur en humidité des déchets (écorces et pépins) de mandarine a ét€é déterminée
selon le protocole de Doymaz et al. (2004). Cette derniere a été mesurée par la dessiccation
de 5 g de I’échantillon dans une étuve ventilée a 105°C jusqu’a 1’obtention d’un poids
constant. L humidité et la matiére seche ont été calculées selon les formules suivantes (Taleb

Née Bouderaa, 2015).

H%="1"M2 + 100
M1

Matiere seche = 100 - H%
D’ou:
H% : taux d’humidité en pourcentage :
M1 : masse de I’échantillon avant séchage ;

M2 : masse de 1’échantillon apres séchage.
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I11.2. Taux de cendre
La teneur en cendres des déchets de mandarine a été déterminée selon la méthode
officielle AOAC 972.15. Une quantité de 5 g de 1’échantillon a été pesée dans des creusets en
porcelaine préchauffés. Les creusets ont été ensuite placés dans un four a moufle a 550°C
pendant 5 heures et ont été ensuite refroidis dans un dessiccateur, puis pesés (M'Hiri, 2015).
Le pourcentage de la teneur en cendres a été déterminé selon 1’équation ci-dessous
(M'Hiri, 2015).

la masse de cendre

Teneur en cendre (%) = — - - x 100
masse initiale de l'echantimmon

ITL.3. Sucres totaux

Les sucres totaux ont été extraits suivant la procédure décrite par Kader et al. (1993),
avec quelques modifications. Une prise d’essai de 5 g de poudre des déchets de mandarine a
été mélangée avec 100 ml de I’éthanol 80% et 1’ensemble est mis sous reflux réfrigérant
pendant 10 minutes. Le surnageant a ét€ récupéré par filtration a travers un papier filtres.

Le dosage des sucres totaux dans les extraits obtenus a été réalisé par la méthode de
Dubois et al. (1956), en présence de ’acide sulfurique, les glucides sont déshydratés en
dérivés de furfural qui se combinent facilement avec le phénol et donnent une coloration rose-
saumon (le glucose fournit de I’hydroxy-méthyle-furfural).

Un volume de 0,5 ml du filtrat a été€ ajouté respectivement a 0,5 ml de phénol a 5% et
1,5 ml de I’acide sulfurique concentré, le mélange a été€ mis a ’abri de la lumiere pendant 30
minutes a une température ambiante. L’absorbance a été mesuré a 490 nm a I’aide d’un
spectrophotometre contre un témoin.

La teneur en sucres totaux a ét€ exprimée en g par 100 g de matiere séche et
déterminée en se référant a une courbe d’étalonnage réalisée dans les mémes conditions

opératoires en utilisant le glucose (Annexe IV).

II1.4. Sucres réducteurs

Le dosage des sucres réducteurs a été réalisé selon la méthode de DNS (acide di-nitro-
3,5 salicylique) décrite par Miller (1959).

Une prise d’essai du surnageant récupéré pour le dosage des sucres totaux a été utilisé
pour le dosage des sucres réducteurs.

Une coloration orangée du au réactif DNS apparait proportionnellement a la teneur en

sucres réducteurs. Un volume de 1 ml de réactif DNS (Annexe V) a été mélangé avec 1 ml de
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I’échantillon a analyser. Apreés homogénéisation, le tout a été porté au bain marie a 100°C
pendant 10 min. Les tubes ont été ensuite refroidis dans un bain a glace et 10 ml d’eau
distillée ont été ajoutés pour arréter la réaction. L’absorbance a été mesurée a 530 nm.

La teneur en sucres réducteurs dans la poudre exprimée en g pour 100 g de base seche
a été déterminée en se référant a une courbe d’étalonnage réalisée dans les mémes conditions

opératoires en utilisant le glucose (Annexe V).

I1L.5. Teneur en protéines

Le dosage des protéines a été réalisé selon la méthode de Bradford (1976). Cette
méthode colorimétrique permet de déterminer la concentration d’une solution protéique.

Une quantité de 1g de poudre a été dissoute dans 50 ml d’eau distillé puis agitée
pendant 30 minutes et filtrée a travers un papier filtre.

Un volume de 1 ml du filtrat a ét€ additionné de 3 ml de bleu de coomassie (Annexe
VI), et I’absorbance a été mesurée a 595 nm (Kruger, 2009; Mohammedi et al., 1989).

La teneur en protéines a été déterminée en se référant a une courbe d’étalonnage
réalisée avec du BSA (Albumin Serum Bovin) dans les mémes conditions opératoires

(Annexe VI).

II1.6. Acide ascorbique

Le dosage de ’acide ascorbique est basé sur la réaction d’oxydation de la vitamine C
par le 2,6 dichloro-phénol-indophénol (DCPIP) en milieu acide. Le produit de réduction est de
couleur rose. La présence de la vitamine C se traduit par le virage de la couleur bleu du
DCPIP en rose pale (Hughes, 1983).

L’extraction de la vitamine C a été réalisée selon la méthodes décrite par Klein and
Perry (1982). Une quantité de 0,5 g des déchets (écorces et pépins) frais de la mandarine a été
mélangée a 20 ml de 1’acide oxalique (1%), avec une agitation pendant 30 min a 1’obscurité.
Apres centrifugation 5000 tpm/10 min, un volume de 300 pl de surnageant a été mélangé avec
2,7 ml de DCPIP a 15 ppm. L’absorbance a été lue a 515 nm apres 15 secondes.

Les résultats ont été exprimés en mg équivalent d’acide ascorbique /100 g de MF en se

référant a une courbe d’étalonnage. (Annexe II).
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I11.7. Caroténoides

Les caroténoides sont des molécules lipophiles leur extraction exige I’utilisation de
deux phases une phase apolaire pour solubiliser les caroténoides et une phase polaire pour
éliminer les molécules hydrophile.

Le dosage des caroténoides a été réalisé suivant la méthode de Ellong et al. (2015).
Un volume de 25 ml d’un mélange d’hexane, acétone, éthanol (50/25/25) ont été ajoutés a 1g
d’échantillon ; le mélange a été ensuite agité pendant 30 min puis filtré a travers un papier
filtre. La phase supérieure contenant les caroténoides a été récupérée, et son absorbance a été
mesurée a 450 nm.

La teneur en caroténoides a été exprimée en mg de B-carotene/100g MF, en se référant

a une courbe d’étalonnage (Annexe III).

IV. Optimisation d’extraction des composés phénoliques et activité

antioxydante

IV.1. Procédure d’extraction
L’extraction des polyphénols a partir de la poudre des déchets (écorces et pépins) de
mandarine a été réalisée par la méthode de bain a ultrasons (BRANSON, type S510E-DTH)
(figure 06) fonctionnant a une fréquence de 42+6 kHz, une puissance maximale de 100 W et
a température maximale de 70°C. Un volume de 20 ml de solvant a été ajouté a 1 g de la
poudre. Le mélange a été filtré a travers un papier filtre et le surnageant récupéré a été utilisé

pour les différents dosages.

Figure N° 06 : photo représentative du Bain a ultrasons utilis¢é (BRANSON).
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Afin d’optimiser les parametres d’extraction, les extraits obtenus ont fait 1’objet de
différents dosages en polyphénols totaux (PPT) et flavonoides. L’activité antioxydante (AA)
a éventuellement été évaluée. Les résultats des différent dosages ont été déterminées a partir
des équations de régression linéaires des courbes d’étalonnage qui sont représentées en

annexe et exprimés en mg équivalent par 100 g de matiere végétale seche.

IV.2. Dosage des polyphénols totaux

La détermination des polyphénols totaux est basée sur la méthode utilisant le réactif
Folin-Ciocalteu. Ce dernier est un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW;,049) et
d’acide phosphomolybdique (H:PMo0;,04¢) qui est réduit lors de 1’oxydation des phénols, en
un mélange d’oxydes bleus de tungstene (WgO,3) et de molybdene (MogO;3) en présence de
carbonate de sodium (Boizot and Charpentier, 2006; Georgé et al., 2005; Lapornik et al.,
2005)).

L’intensité de la coloration produite est proportionnelle a la quantité de composés
phénoliques présents dans 1’extrait (Georgé et al., 2005).

Un volume 200 pl de Pextrait, a été mélangé a 800 ul du réactif de Folin Ciocalteu
(1/10). Apres 4 min d’incubation a température ambiante, 400 ul de carbonate de sodium
Na,CO; (7,5 %), ont été additionnés au mélange. L’ensemble préalablement agité est incubé a
I’abri de la lumiere pendant 1 heure. L’absorbance a été mesurée a 760 mm (Maisuthisakul
et al., 2008; Saffidine, 2018; Singleton and Rossi, 1965).

Les résultats sont exprimés en mg équivalents d’acide gallique par 100 g MS par

rapport a une courbe d’étalonnage (Annexe I).

IV.2.1. Dosage des flavonoides
Les flavonoides possédent un groupement hydroxyle (OH) libre en position 3,
susceptible de donner en présence de chlorure d’aluminium un complexe jaunatre par

chélation de I’ion Al"

. La coloration jaune produite est proportionnelle a la quantité de
flavonoides présente dans I’extrait (Ribéreau-Gayon, 1968).

La teneur en flavonoide des extraits a été déterminée par la méthode décrite par
Djeridane et al. (2006). Un volume de 1 ml d’extrait a été additionne a 1 ml de chlorure
d’aluminium AICl; a 2%. Le mélange a ét€ incubé pendant 15 min puis 1’absorbance a été
mesurée a 430 nm.

Les résultats ont été exprimes en mg équivalent de quercétine par 100 g de maticre

seche en se référant a la courbe d’étalonnage (Annexe VII).

3
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IV.2.2. Mesure de ’activité antioxydante
I1V.2.2.1.Test de Piégeage du radical DPPH

Le principe de la méthode est basé sur la mesure du piégeage des radicaux libres
DPPH" (1,1-Diphényl-2-picrylhydrazyl de couleur violette) (Mansouri et al., 2005). En
présence de molécules dites antioxydants (AH) donneur d’atome H, le DPPH" est transformé
en sa forme réduite (2,2-diphényl-1- picrylhydrazine (DPPH-H)) de couleur jaune et au
radical (A") (figue 07), ce qui conduit a une diminution de 1’absorbance (Boumerfeg et al.,

2018; Lakshmi et al., 2014).

Figure N°07 : Figure représentative de la réduction du radical DPPH’ (FEKIH).

L’activité de piégeage du radical DPPH" a été déterminée selon la méthode de Singh
and Immanuel (2014), Un volume de 1,8 ml de solution de DPPH a été ajouté a 200 ul
d’extrait puis le mélange est laissé a I’obscurité pendant 30 min et la lecture de 1’absorbance a
été faite contre un blanc a 517 nm (Saffidine, 2018).

Le pouvoir anti-radicalaire de I’extrait a ét€é exprimé en pourcentage d’inhibition du

radical DPPH (% DPPH) par la formule suivante :

% d’inhibition= [(A (controle) - A (échantillon)) /A (controle)] x 100
Avec :
A (Controle) : absorbance de la solution de DPPH sans I’échantillon;

A (Echantillon) : absorbance de 1’extrait (Sahin and Samh, 2013).




Matériel et méthodes

V. Etude préliminaire

Une étude préliminaire a été effectuée pour déterminer les conditions optimales de

I’UAE des PPT sur les déchets de la poudre de mandarine et évaluer I’AA de ces derniers.

V.1. Choix de la nature et la concentration du solvant d’extraction

L’extraction assistée par ultrasons a été réalisée en utilisant quatre types de solvant a
des proportions 50% (v/v) : méthanol, éthanol, acétone et I’eau. Les parametres de départ ont
été fixés selon Singanusong et al. (2015), le temps a 30 min, la température a 40°C, le ratio a
1 g/20 ml. La puissance et la pulsation ont été également fixées (100 W et 5 Sec). Le meilleur
solvant a été choisi sur la base des résultats obtenus en teneur la plus élevé en PPT ainsi qu’en
AA.

Apres avoir choisi le meilleur solvant d’extraction, différentes extractions ont été
effectuées a différentes concentrations (20, 40, 60, 80 et 100% (v/v)).

La meilleure concentration a été choisie en se basant aussi sur la teneur la plus élevée

en PPT ainsi que ’AA.

V.2. Température d’extraction
L’impact de la température d'extraction 20°, 30°, 40°, 50°, 60° et 70°C a également été
étudiée en utilisant le meilleur solvant a la meilleure concentration. La meilleure température

d'extraction a été choisie selon la teneur la plus élevée en PPT ainsi que ’AA.

V.3. Temps d’extraction

La variation du temps d’extraction (10, 15, 20, 25 et 30 min) a été réalisée apres avoir
fixé les deux parametres précédents (concentration en solvant et température d'extraction). Le
meilleur temps d’extraction a été choisi sur la base de la valeur la plus élevée en PPT ainsi

que I’AA.

V.4. Le ration Solide/liquide

La détermination du ratio (solide/liquide), a été réalisée en fixant le solide (1 g de la
poudre) et en variant le solvant 10, 20, 30, 40 et 50 ml. Les autres parametres déterminés
précédemment (temps, température et concentration en solvant) ont été fixés. Le meilleur

ratio d'extraction a été choisi sur la base de la valeur la plus élevée en PPT ainsi que I’AA.
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VI. Méthodologie de surface de réponse (MSR)

L’optimisation de 1’extraction des PPT et ’AA a partir des extraits de poudre des
déchets (écorces et pépins) de mandarine a été réalisée par la méthodologie de surface de
réponse en utilisant le logiciel JMP et le plan Box-Behnken (BBD).

Le but de I’étude est d’examiner I’interaction des parametres d’extraction et d’obtenir

les meilleures combinaisons possibles de ces derniers.

VIL.1. Application du plan d’expérience

L’optimisation de la méthode d’extraction a été réalisée en employant le plan de Box-
Behnken a trois niveaux, pour évaluer l'effet combiné de trois variables indépendantes : la
température, concentration du solvant et le temps d’extraction désignés par X;, X,, X3
respectivement.

L’étude préliminaire préalablement effectuée, a permis de déterminer les niveaux bas
et haut pour les variables influencant 1’expérimentation. Ces derniers sont illustrés dans le

tableau IV.

Tableau IV: Les niveaux (bas et haut) des facteurs choisis pour la construction du plan
d’expérience

Niveau des facteurs
Variables indépendantes

-1 0 +1
Xj : Température (°C) 30 50 70
X, : Acétone (%) 10 50 90
X3 : Temps (min) 5 20 35

Les différentes combinaisons effectuées pour [’optimisation des conditions

d’extraction sont obtenues dans le tableau V

<
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Tableau V : Combinaisons effectuées pour 1’optimisation des conditions d’extraction

Concentration du

Essai N° | Configuration Température solvant Temps
1 —0 30 10 20
2 —+0 30 90 20
3 +—0 70 10 20
4 0 70 90 20
5 0— 50 10 5
6 0—+ 50 10 35
7 0+— 50 90 5
8 0++ 50 90 35
9 —0— 30 50 5

10 +0— 70 50 5

11 —0+ 30 50 35
12 +0+ 70 50 35
13 0 50 50 20
14 0 50 50 20
15 0 50 50 20

VII. Analyse statistique

Une analyse descriptive des résultats obtenus en triplicata pour chaque parametre
analysé ont été réalisée a 1’aide du logiciel Microsoft Office Excel 2007, afin de déterminer
les moyennes et les écarts types (moyenne+ SD).

Une analyse de la variance (ANOVA-LSD) a éventuellement été appliquée a 1’aide du
logiciel STATISTICA 5.5, 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 (Version 7.0, SAS) a été utilisé pour construire le plan d’expérience

de (BBD) pour I’analyse de tous les résultats.
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I- Caractéristiques physico- chimiques des déchets de mandarine
Les résultats de 1’étude des caractéristiques physico-chimiques de la poudre des
déchets de la mandarine commune sont représentés dans le tableau ci-dessous :

Tableau VI : Composition chimique de la poudre de déchets de mandarine

Les parametres physico-chimiques Les teneurs obtenues

Taux d’humidité (%) 76,4
Taux de matiere seche (%) 23,6
Taux de cendre (%) 3,86

Teneur en sucre totaux) 21,82 g/100 g MS

Teneur en sucre réducteur 18,14 g/100 g MS

Taux de protéines 7,21 g/100 g
Teneur en vitamine C 37,98 mg/100 g MF
254,42+2.18 mg équivalent de [3-

Teneur en caroténoides
Carotene/100g MS

677,44 + 17,74 mg équivalent de

Teneur en flavonoides
quercétine/100 g MS

I.1. Humidité, protéines, sucres totaux, réducteurs et taux de cendre

Les déchets (écorces et pépins) de mandarine présentent une teneur élevée en eau
(76,4% Base humide). Selon de Moraes Barros et al. (2012) la teneur en humidité des
écorces du ponkan (variété de mandarine) est de 77,1% et selon Bejar et al. (2011) les
écorces d’agrumes contiennent une teneur élevée en eau comprise entre (60 a 75%), de ce fait
les résultats enregistrés dans la présente études sont en accords avec ces derniers.

Les teneurs en protéine, sucres totaux et sucres réducteurs et les cendre enregistrées
sont de 7,21, 21,82, 18,14 et 3,86 g/100 MS respectivement. Ces résultats sont dans la
fourchette trouvé par Bejar et al. (2011) selon lesquels les déchets d’agrumes contiennent
une teneur en protéine comprise entre (1,79 a 9,06 g/100g MS), en sucres solubles (6,52 a
47,81 g/100 MS) et un taux de cendre variant de 2,52 a 10,03 g/100 g de BS.

I.2. Vitamine C

La teneur en vitamine C présente dans I’échantillon analysé était de 37,98 mg

d’équivalent d’acide ascorbique/100g MF. Ce résultat se rapproches de celui enregistré par de

Moraes Barros et al. (2012) qui ont noté une teneur de 47,6 mg d’équivalent d’acide

-
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ascorbique/100 g MF a partir des écorces de mandarine de la variété Ponkan. Cette différence
peut étre expliquée par 1’effet variétal.
1.3. Flavonoides

Concernant les flavonoides une teneur de 677,44 mg équivalent de quercétine/100 g
MS a été notée. Ce résultat est en accord avec celui de Ramful et al. (2010) qui ont indiqué
que les flavonoides des déchets de mandarine renferme une teneur supérieure a 360 mg
équivalent de quercétine /100 g MS.

Selon Singanusong et al. (2015) I’hespéridine est le flavonoide majoritairement
retrouvé dans ’écorce de mandarine extraite par EAU (600-3200 mg équivalent de
quercétine/100 g de MS) de ce fait nos résultats sont aussi en accord avec ses derniers.

I.4. Caroténoides

La valeur enregistrée en caroténoides a partir de 1’échantillon des déchets de
mandarine analysé est de 245,42 mg équivalent de -carotene /100 g BS.

Selon Wang et al. (2008) les écorces de Ponkan (C. reticulata Blanco) renferment la
teneur la plus importante en caroténoides (204+3,6 mg équivalent de B-carotene /100 g BS),
toutefois 1’échantillon des déchets de mandarine que nous avons analysé a révélé une teneur
légerement plus €élevée a cette derniere que nous pourrons expliquer par la différence variétale
ainsi que les conditions climatiques (Li et al., 2006).

II. Optimisation d’extraction des composés phénoliques et activité
antioxydante
I1.1. Extraction assistée aux ultrasons (EAU)

Dans le présent travail la méthode d’extraction assistée par ultrasons a été utilisée pour
optimiser les conditions d’extraction des PPT ainsi que I’AA des déchets (écorces et pépins)
de la mandarine.

Quatre parametres ont €té variés dont la concentration du solvant, le temps, la
température ainsi que le ratio (solide/liquide).

I1.2. Etude préliminaire

Le choix du solvant d’extraction a été le premier parametre étudié (eau, éthanol 50%,
méthanol 50% et I’acétone 50%), suivi par le choix de la concentration en solvant (20, 40, 60,
80 et 100%), de la température (20°, 30°, 40°, 50°, 60° et 70°C), du temps (10, 15, 20, 25, 30
min) et du ratio (1/10, 1/20, 1/30, 1/40 et 1/50 ml v/v). Les résultats sont représentés en mg
EAG/100 g MS pout les PPT et en pourcentage d’inhibition du radical DPPH" pour I’AA.
(Annexe VIII) et (Annexe IX).

S
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11.2.1. Effet du solvant d’extraction

Les figures 8A et 8B regroupent les résultats obtenus de I’étude de 1’effet des
différents solvants sur I’extraction des PPT et sur I’AA.

D’apres les résultats enregistrés le type de solvant a une influence significative
(»<0.05) sur le taux d’extraction des PPT (figure 8A) ainsi que sur I’AA (figure 8B).

L’acétone 50% a permis I’extraction du taux le plus élevé en PPT (826,55 mg
EAG/100 g MS) avec le pourcentage d’inhibition du radical DPPH" le plus important
(86,31%), suivie du méthanol (781,25 mg EAG/100 g MS ; 83,46% respectivement), I’éthanol
(755,38 mg EAG/100 g MS ; 83,34% respectivement) et de 1’eau (549,46 mg EAG/100 g
MS ; 62,41% respectivement).

Lors de I’application des ultrasons, la capacité d’extraire des PPT avec 1’acétone
s’accroit car ce dernier peut facilement étre diffusé 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, 1’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)
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Figure N°08: Effet du type de solvant sur I’efficacité d’extraction des PPT (A) et ’AA (B)

sur de la poudre des déchets de mandarine.

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents (p<0,05) avec c<b<a.

&



——————————————— S Lltats et discussion

Plusieurs travaux ont montré I’acétone comme solvant qui a permis une meilleure
extraction en composés phénoliques a partir de différents agrumes et plantes.

Les résultats de ’EAU des PPT a partir de pelures de mandarine (Citrus reticulata
Blanco cv. Sainampueng) et de citron vert (Citrus aurantifolia) obtenus par Singanusong et
al. (2015), ont révélé 1’acétone comme solvant ayant donné un meilleur rendement en
composés phénoliques totaux et en flavonoides, suivi du méthanol et I’éthanol. La teneur en
PPT enregistrée pour la mandarine est de 3083,61lmg EAG/100 g MS. La différence notée
entre nos résultats et ceux obtenus par ces auteurs peut étre expliquée par I’effet variétal.

L’acétone 60% est le meilleur solvant d’extraction en PPT (6298 mg EAG/100 g MS)
des feuilles du Henné par rapport a 1’éthanol 60% et au méthanol 60% d’apres Uma et al.
(2010).

Le choix du solvant s’effectue selon la nature des principes a dissoudre, ses
caractéristiques économiques et son prix de revient, il doit étre sélectif, posséder une grande
capacité de dissolution, une température d‘ébullition peu élevée, une faible viscosité et étre, si
possible, non toxique, inflammable, et non explosif (Amor, 2008; Gérin, 2002).

La solubilisation des composés dépend de leur affinité avec le solvant. Les différences
de polarité entre les divers solvants permettent donc de cibler des groupes de molécules
spécifiques (Gérin, 2002).

Les différentes efficacités d'extraction des solvants peuvent €tre attribuées a leurs
différentes polarités et viscosités. Bien que les indices de polarité de I'acétone, du méthanol
et de 1'éthanol soient assez similaires (5,1, 5,1 et 5,2 respectivement), l'acétone a une
viscosité inférieure (0,32 cP) a celle du méthanol (0,60 cP) et de I'éthanol (1,20 cP)
(Hemwimol et al., 2006).

11.2.2. Effet de la concentration du solvant (acétone)

Apres avoir déterminé le type du solvant approprié pour 1’extraction des PPT, qui est
I’acétone, différentes combinaisons acétone/eau ont été utilisées pour étudier I’effet de la
concentration du solvant (20 ; 40 ; 60 ; 80 et 100% v/v).

Les résultats de I’étude de I’effet des différentes concentrations en acétone sur
Iefficacité de 1’extraction des PPT ainsi que 1’activité antioxydante sont représentés dans les
figures (figure 9A et 9B) ci-dessous.

Les résultats obtenus (figure 9A et 9B) indiquent clairement que les concentrations en
acétone étudiées (20 ; 40; 60; 80 et 100% v/v) ont montré des différences significatives

(p<0,05) sur les teneurs en PPT et en AA.
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Le meilleur rendement en PPT ainsi que la meilleure AA a été obtenu avec 1’acétone
60% (809,77 mg EAG/100 g, 85,34% respectivement) alors que la faible teneur a été obtenue
avec I’acétone 100% en PPT (481,86 mg EAG/100 g) et en AA avec un % DPPH (61,20%).

L’acétone 50% est le solvant choisi pour la suite des expériences de I’étude
préliminaire par rapport a la teneur élevé en PPT (826,55+6.58 mg EAG/100 g) et

I’importante AA (86,31+0.15%) enregistrés en comparaison a 1’acétone 60%.
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Figure N°09 : Effet de la concentration de 1’acétone sur 1’efficacité d’extraction des PPT (A)

et ’AA (B) de la poudre des déchets de mandarine.

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents (p<0,05) avec e<d<c<b<a.

Uma et al. (2010) ont constaté que les teneurs en PPT extraites du henné
augmentaient avec 1’augmentation de la concentration en acétone de 20% (4725 mg EAG/100
g de MS) a 60% (6298,0 mg EAG/100 g MS), au dela de ces concentrations une diminution
en PPT jusqu’a une teneur de 708,5 mg EAG/100g MS a 100% du solvant.
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L’acétone 80% et le solvant permettant une excellente extraction de PPT a partir
d’autres matrices tel a été démontré par Chavan and Singhal (2013) qui ont obtenus un
meilleur rendement en PPT a partir des noix d’arec par EAU (362,59 mg EAG/g).

I1.2.3. Effet de la température

La température a un effet significatif (p<0.05) sur I’extraction des PPT ainsi que I’AA.
De 20 a 60°C une augmentation progressive du taux des PPT (665,66 a 984,42 mg EAG/100
g) ainsi qu’une augmentation de I’AA (74,89 a 88,62%) a été observé. Apres 70°C le taux
des CPT (808,38 mg EAG/100g) et de I’AA (76,27%) diminue.

Les résultats sont illustrés dans les figures 10A et 10B ci-dessous.

1200 -
S w b 2
& & 1000 - c c b = c
S & 800 1 d I =
3 S -
S 600 -
il U]
9 T 400
o
S E 200 -
o
0
20 30 40 50 60 70
Température d'extraction (°C)
(A)
100 - a

- b b
g e ¢ - - = d
o 80 - - —
8 =
3L 60-
g o
=6 0
2
= 20 -
£
o 0
xX

20 30 40 50 60 70

Température d'extraction (°C)
(B)

Figure N°10 : Effet de la température sur 1’extraction des PPT (A) et ’AA (B) da la poudre

des déchets de mandarine.

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents (p<0,05) avec e<d<c<b<a.

L’¢lévation de la température permet I’accroissement de la solubilité et de la
diffusivité du soluté et la diminution de la viscosité. La limite supérieure de la température est
imposée pour éviter les risques d’extraction des composés nuisibles et la dégradation
thermique du solut¢ (LEYBROS and FREMEAUX, 1990). Plusieurs travaux ont montré

1‘effet positif de 1‘augmentation de la température sur l‘extraction et la diffusivité des

&
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composés bioactifs. Ils ont montré que la diffusion de ces différents composés dépend
énormément de la température et que l‘influence de cette derniere est généralement

caractérisée par la variation du coefficient de diffusion (Amor, 2008).

I1.2.4. Effet du temps d’extraction

Le mécanisme d’EAU comprend deux étapes principales. La premicre concerne la
dissolution des composants solubles sur la surface de la matrice végétale et la deuxieme,
implique le transfert maximal de masse de la substance dissoute a travers la matrice vers le
solvant par diffusion et les processus osmotiques (Chavan and Singhal, 2013)

Les résultats obtenus (figure 11A et 11B) montrent clairement que 1’augmentation du
temps d’extraction fait augmenter le rendement en PPT ainsi que I’AA. De 10 & 25min on
note une élévation de 988,93 a 1259,39 mg EAG/100 g MS en PTT, ainsi qu’une
augmentation de I’AA (piégeage du radical DPPH") de 80,55% a 83,59%. Au dela de 25 min
une diminution du taux de PPT (1212,95 mg EAG/100 g) et de I’AA (81,33%) a été observée.

Maran et al. (2017) ont pu extraire le maximum de PPT (552,64 mg EAG/100 g MS)
des écorces du Ramboutan (Nephelium lappaceum) en 20 min dans un bain a ultrasons, de
méme pour Singanusong et al. (2015) qui ont pu extraire le maximum de PPT (3083,81 mg
EAG/100 MS) ainsi que I’AA (94,65%) sur la poudre d’écorces de mandarine avec de

I’acétone 80% en 30 min toujours dans un bain a ultrasons.
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Figure N°11 : Effet du temps sur I’extraction des PPT (A) et I’AA (B) de la poudre des

déchets de mandarine.

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents (p<0,05) avec c<b<a.

Les quantités de substances extraites sont en fonction du temps de séjour du matériel
au sein du solvant (temps nécessaire a la pénétration du solvant a I‘intérieur des vacuoles et
dissolution du composé). Généralement, une élévation de la température traduisant 1‘agitation
moléculaire permet de diminuer les temps de contact et ce, sans diminution notable du
rendement (Groubert, 1984).

Un temps prolongé d'extraction peut augmenter la décomposition des composés
bioactifs et diminuer de ce fait le rendement. Il est également évident qu'un temps beaucoup
plus long soit une situation moins pratique du point de vue économique (Chavan and
Singhal, 2013).

I1.2.5. Ratio solide/ liquide

L’effet du ration (solide/liquide) sur I’extraction des PPT et I’AA est illustré dans les
figures 12 A et 12B. Selon les résultats de I’étude, la teneur en PPT ainsi que I’AA augmente
avec ’augmentation du volume du solvant d’extraction, allant de 20 ml pour atteindre son
maximum (1162,22 mg EAG/100g) en PPT et (85,91%) en AA a 40 ml (avec un pas de
10ml), puis la teneur en PPT diminue a 50ml (1024,51 mg EAG/100 g) ainsi que I’AA
(83,35%).

En général, un plus grand volume de solvant peut dissoudre des constituants
efficacement, conduisant a une amélioration de l'extraction. Cependant du point de vu
économique, utiliser une grande quantité de solvant n'est pas rentable, impliquant ainsi une

consommation élevée d'énergie (Yang et al., 2013).
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Figure N°12 : Effet du ratio (solide/liquide) sur I’extraction des PPT (A) et ’'AA (B) de a

poudre des déchets de mandarine

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents (p<0,05) avec e<d< c<b<a.

I1.2.6. Conditions optimales

Les conditions optimales de 1’extraction des polyphénols totaux ainsi que I’AA par

ultrasons a partir des déchets de mandarine sont indiquées dans le tableau VII.

BN

Les résultats indiquent les optimums obtenus a partir de I’étude préliminaire des

parametres étudiés.

Tableau VII: Conditions optimales de 1’extraction des PPT ainsi que I’AA obtenues dans

I’étude préliminaire.

Les parametres

Valeurs des teneurs optimales

, Les optimums | ppy (9 EAG/100 AA

d’extraction obtenus

g MS) (%DPPH)
Nature du solvant Acétone

Concentration du solvant 50%

Température d’extraction 60°C 1259,39+17.34 83,59+0.21

Temps d’extraction 25 min
Ration (solide/liquide) 1/40 (g/ml)

B
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III. La méthodologie de surface de réponse

La méthodologie de surface de réponse (MSR) est un protocole statistique
expérimental utilis€é dans la modélisation mathématique. Cette méthode réduit les mesures,
améliore la possibilité d’interprétation statistique et indique 1’interaction entre les variables
(Bachir et al., 2014).

Dans cette étude, 1’optimisation d’extraction d’antioxydants et 1’optimisation de
I’activité antioxydante a partir des déchets (écorces et pépins) de mandarine séchées a été
réalisée par la MSR, qui permet d’étudier I’influence de chacun des trois parametres
(température, concentration en solvant et temps d’extraction) indépendamment et d’analyser
I’interaction entre eux, elle permet également d’explorer les relations entre les variables avec
les plans d’expériences et on obtient le maximum d’information avec le minimum
d’expériences (Goupy and Creighton, 2006).

Apres I’étude de I’influence des quatre parametres sur 1’extraction des PPT et ’AA (étude
préliminaire) a partir des poudres des déchets de mandarine, trois parametres ont montré une
influence significative sur I’extraction des antioxydants et sur I’AA (T°, % solvant et temps).

Dans la MSR trois étapes ont été suivis; Réalisation du plan expérimental,
modélisation de la réponse et représentions graphiques des résultats. Les plans utilisés sont
des plans quadratiques, tel que les plans Box-Behnken. Ce dernier est utilis€ pour
I’optimisation d’extraction des antioxydants a partir des écores de mandarine.

II1.1. Etude de I’optimisation

Pour le traitement des résultats de 1’étude des conditions optimales d’extraction, le
logiciel JMP a été utilisé et les courbes d’isoréponses ont été appliquées pour la recherche
des zones de compromis entre les facteurs qui engendrent les réglages menant a la réponse
souhaitée. La finalit¢ de cet outil est d’obtenir des courbes de surface qui traduisent les
variations des réponses (Marti-mestres et al., 1998). Apres 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, ¢’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 O et 1 (Fadil et al., 2015).

En effet, la valeur O est attribuée lorsque les facteurs conduisent a une réponse
inacceptable (non désirable) et celle de 1 lorsque la réponse représente la performance

maximale désirée pour les facteurs considérés (Fadil et al., 2015).
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I11.2. Application du plan d’expérience

En se basant sur 1’étude préliminaire, les gammes de chaque variable indépendante, la
température (30-70°C), la concentration de solvant (acétone/eau 10-90% v/v) et le temps (5-
35 min) ont été choisi pour la construction du plan d’expérience par le logiciel JMP et selon le
modele Box-Behnken pour déterminer I’effet de la réponse étudiée sur CPT et I’AA des
poudres des déchets (écorces et pépins) de mandarine.
II1.2.1. Vérification du modéle

Les conditions optimales pour 1’extraction des CP et I’AA de la poudre des déchets de
mandarine qui dépendent de la concentration en solvant, température et du temps d’extraction,
ont été obtenues a 1’aide des équations prédictives de MSR. Les valeurs expérimentales et
prédites ont été comparées afin de déterminer la validité du modele (Tableau VIII).

Tableau N°VIII: Valeurs expérimentales et prédites de 1’optimisation des conditions

d’extraction des PPT et I’AA par le plan BBD pour la poudre des déchets de mandarine

Essai Composés
N° Parametres phénoliques Activité antioxydante
Température Concentration Temps Mesurés Prédits Mesurée Prédite
du solvant
1 30 (-1 10 (-1) 20 (0) 7,86 7,77 70,82 70,82
2 30 (-1) 90 (+1) 20 (0) 9,41 8,97 79,29 74,31
3 70 (+1) 10 (-1) 20 (0) 6,63 7,07 56,32 61,30
4 70 (+1) 90 (+1) 20 (0) 5,29 5,39 49,82 49,82
5 50 (0) 10 (-1) 5(1) 7,62 7,36 68,17 65,39
6 50 (0) 10 (-1) 35 (+1) 8,22 8,14 78,68 76,48
7 50 (0) 90 (+1) 5(-1) 9,03 9,11 81,67 83,87
8 50 (0) 90 (+1) 35 (+1) 5,65 5,91 47,23 50,01
9 30 (-1) 50 (0) 5(-1) 7,88 8,24 71,63 74,41
10 70 (+1) 50 (0) 5(-1) 8,5 8,33 81,37 79,17
11 30 (-1) 50 (0) 35 (+1) 9,09 9,26 82,58 84,78
12 70 (+1) 50 (0) 35 (+1) 5,25 4,89 48,81 46,03
13 50 (0) 50 (0) 20 (0) 9,76 9,36 84,48 83,99
14 50 (0) 50 (0) 20 (0) 9,01 9,36 83,58 83,99
15 50 (0) 50 (0) 20(0) 9,31 9,36 83,92 83,99

Les résultats montrent que le taux d’extraction des PPT varie entre 5,25 a 9,76 mg

EAG/g et ceux de I’AA varient entre 47,23 a 84,48%. Ces résultats sont trés proches des

-
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valeurs prédites avec 4,84 a 9,36 mg EAG/g pour les PPT et un pourcentage d’inhibition de
radical DPPH’ de 46,03 a 84,78% pour I’AA.

Chan et al. (2009) ont confirmé I’influence des parametres temps, température et
concentration du solvant sur le taux des CP extraits a partir des écorces du combava (Citrus
hystrix) en utilisant la MSR. Selon Nagendra Prasad et al. (2011), d’autres facteurs peuvent
avoir un effet sur I’extraction des PPT tel que le ratio solide/liquide, le pH et la granulométrie
et d’apres Amor (2008) la fréquence et la pression des ultrasons appliquées peuvent aussi
réagir sur I’action des ultrasons et influencer ainsi ’effet de I’extraction.

Il ressort des résultats que les valeurs expérimentales et prédites sont fortement
rapprochées. Le graphique des valeurs observées en fonction des valeurs prédites (figure 13A
et 13B) montre que les valeurs des modeles concordent avec les réponses mesurées, toutes les

valeurs des PPT et de I’AA font partie de I’intervalle de confiance.
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Figure N° 13 : Graphique des valeurs observées en fonction des valeurs prédites en PPT (A),

et ’AA (B).
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II1.2.2. Analyse de la variance
Les résultats de I’analyse de la variance du modele BBD sont illustrés dans les

tableaux IX et X.

A. Modéle globale et manque d’ajustement

Le rapport (F) entre le carré moyen de la régression du modele (M) et le carré moyen
résiduel (R) a été utilisé afin de vérifier si le modele était statistiquement significatif. 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. Aussi, le rapport entre le
carré moyen dii au défaut d’ajustement (DA) et le carré moyen di a I’erreur pure (EP),
F(DA/EP) est utilisé pour évaluer I’ajustement du modele par rapport aux observations. Un
Rapport F(DA/EP) élevé indique un défaut d’ajustement non significatif (Ammar et al.,
2010).

L’analyse de la variance de la régression du model (Tableau IX et X), a montré que le
modele est tres significatif pour les deux réponses (P<0,05) et un manque d’ajustement non
significatif (P>0,05) par rapport a I’erreur pure, ce qui confirme que le modele est satisfaisant.
Dans un model, si la valeur de P du manque d’ajustement est significative ce model sera rejeté

(WANG and WANG, 2005).

Tableau N°IX: Analyse de variance du modele et du défaut d'ajustement pour les PPT.

Carré
Degrés de | Somme des Rapport F
Source moyen Prob. > F
liberté carrés (M/R)

(CM)
Modele (M) 9 31,550518 3,50561 15,1735 0,0040%*
Résidus (R) 5 1,155175 0,23103
Défaut d'ajustement

3 0,8701750 0,290058 2,0355 0,3462

(DA)
Erreur pure (EP) 2 0,2850000 0,142500
R’ 0,96468
R’ carré ajusté 0,901103

-
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Tableau N°X: Analyse de variance du modele et du défaut d'ajustement pour I’AA

Source Degrés Somme Carré Rapport F Prob. > F
de liberté = des carrés moyen
Modele (M) 9 2618,8797 290,987 14,4932 0,0044*
Résidus (R) 5 100,3871 20,077
Défaut 3| 100,04779 33,3493 3.1350 0.2511
d'ajustement (DA)
Erreur pure (EP) 2 21.27529 10.6376
R’ 0,963083
R’ justé 0,896632

B. Coefficient de détermination R*

L’analyse de la variance permet de calculer un parametre statistique tres 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, donc le modele exprime
une forte puissance d’explication, et s’il se rapproche de O il présente une faible puissance
d’explication (Meziant et al., 2014).

Les résultats de 1’analyse de la variance (tableau IX et X) pour I’effet des facteurs sur
le taux de CP ainsi que I’AA indiquent que les deux modeles de réponse sont hautement
significatifs (p<0,05) avec un coefficient de détermination R?=0,96 ce qui signifie que 4% 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? ;s de 0,90.

Le R? ajusté €St une valeur corrigée de R? apres 1’élimination des termes du modele non
significatifs. La présence de beaucoup de termes non significatifs inclus dans le modele
permet d’avoir un R2aju5té plus petit que le R? (Chan et al., 2009), cependant selon les
résultats obtenus (tableau IX) le R? ajuste €St proche de la valeur de R? ce qui affirme la
significativité du modele, et que les valeurs expérimentales sont fortement expliquées par les
valeurs prédites.

I11.2.3. Effet des facteurs

Les effets des trois facteurs étudiés (Température (X;), concentration du solvant (X3)

et le temps d’extraction (X3)) ainsi que leurs interactions sur les réponses d’extraction des

PPT et de I’AA sont exprimés dans le tableau XI.

<
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Tableau N°XI: Parametres du modele de surfaces de réponses des PPT et de I’AA de la

poudre des déchets de mandarine

Terme

Composé phénolique

Constante
Effet linéaire
Température(30,70)
Concentration de solvant (10,90)
Temps(5,35)
Effet d’interaction
Température*Concentration de solvant
Température* Temps
Concentration de solvant*Temps
Effet quadratique
Température* Température
Concentration Solvant*Concentration de
solvant
Temps*Temps

Activité antioxydante
Constante
Effet linéaire
Température(30,70)
Concentration de solvant(10,90)
Temps(5,35)
Effet d’interaction
Température*Concentration de solvant
Température* Temps
Concentration de solvant*Temps
Effet quadratique
Température* Température
Concentration de solvant*Concentration
de solvant

Temps*Temps

Estimation

9,36

-1,07125
-0,11875
-0,6025

-0,7225
-1,115

-0,995

-1,00625
-1,05625

-0,67375

83,993333

-8,5

-1,9975

-5,6925

-3,7425

-10,8775

-11,2375

-8,885417
-11,04542

-4,010417

Erreur

standard
0,27751
0,169939
0,169939
0,169939
0,240331
0,240331

0,240331

0,250144
0,250144

0,250144

2,586982

1,584196

1,584196

1,584196

2,240392

2,240392

2,240392

2,331874
2,331874

2,331874

Rapport
t

33,73
6,30
0,70
3,55
3,01
4,64

4,14

4,02
422

-2,69
32,47
-5,37
-1,26
-3,59
-1,67
-4,86

-5,02

3,81
474

-1,72

Prob.>|t|

<,0001*
0,0015*

0,5158
0,0165*
0,0299*
0,0056*

0,0090*

0,0101*
0,0083*

0,0431*
<,0001*
0,0030*

0,2630
0,0157*

0,1557
0,0047*

0,0040*

0,0125*
0,0052*

0,1461

F
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Les modeles mathématiques des surfaces de réponses des teneurs en PPT et ’AA se
présentent sous forme de polyndmes de second ordre. Ces modeles incluent les effets
linéaires, d’interactions et les effets quadratiques des différents facteurs.

Les valeurs de P sont utilisées comme un outil pour vérifier la signification de chaque
coefficient, et indiquent également 1’intensité de l’interaction entre les parametres. Plus la
valeur de P est petite, plus grande est la signification du coefficient correspondant (Chan et
al., 2009). La valeur de la probabilité des parametres indique son influence, autrement dit la
significativité du parametre augmente avec la diminution de la probabilité, elle est dite
significative si elle est inférieur a 0,05 (P<0.05).

A. Effet linéaire

Le facteur qui influence significativement I’extraction des PPT et I’AA par ultrasons,
est la température X; avec une probabilité de P(0,0015) pour les PPT et P(0,0030) pour I’AA,
suivi par et le temps d’extraction (X3) avec une probabilité P(0,165) et P(0,157) pour les deux
réponses respectivement. Cependant I’impact est non significatif pour la concentration du
solvant avec une valeur P(0,5158 et 0,2630) pour les deux réponses.

B. Effet Quadratique

Les résultats obtenus montrent 1’existence des effets quadratiques influencant
significativement la teneur en PPT extraite a partir de la poudre des écorces de mandarine
ainsi que sur I’AA.

L’effet quadratique le plus prononcé pour les PPT ainsi que I’AA est représenté par
I’effet de X,X, (concentration solvant-concentration solvant), avec une probabilité de I’ordre
de P(0,0083) et P(0,0052) respectivement, suivi par I’effet quadratique X;X;(température-
température) avec des probabilités de 1’ordre de P(0,0101) et P(0,0125) pour les CP et ’AA
respectivement et enfin I’effet quadratique X3X3 (temps-temps) avec une valeur de P(0,0431)
pour les CPT, par contre 1’effets quadratiques X3X3 (temps —temps) est non significatif pour
I’AA avec une probabilités P(0,1461). Les effets quadratiques (X;X/), (X; X;) et (X3X3) sont
alors tous significatifs (P<0,05) pour les PPT contrairement a I’AA qui sont significatifs
uniquement pour (X;X;) et (X2X3).

La polarité du systeme eau-acétone varie en fonction de la concentration du solvant
(acétone-eau), par conséquent les PPT extraits sont hautement dépendants de la polarité du
solvant (Uma et al., 2010). L’augmentation de la concentration de l'acétone entraine une
diminution de sa polarité, ce qui a favorisé I'extraction de composants moins polaires. De

plus, I'augmentation de la concentration en acétone favorise la dégradation de la membrane

*
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cellulaire, ce qui améliore la perméabilité du solvant dans la matrice solide (Cheok et al.,
2012).
C. Effet d’interaction

Les résultats de 1’étude des interactions des trois variables (X;, X;, X3) montrent que
les effets d’interaction sont tous significatif pour les PPT (tableau XII).

Les deux interactions (X;X3) et (X;X3) sont significatives avec des valeurs de
P(0,0056 et 0,0090) respectivement pour les PPT et P(0,0047 et 0,0040) pour I’AA.
L’interaction (X;X3) est significative a une valeur de P(0,0299) pour les PPT, par contre cette
derniere n’est pas significative pour I’AA avec une valeur de P(0,1557).

Chan et al. (2009) et Bachir et al. (2014) ont montré que les effets linéaires et
quadratiques des trois parametres (concentration du solvant, temps et température) sont
significatifs sur 1’extraction des PPT et I’AA, et que parmi les trois parametres €tudiés, seule
la concentration du solvant influencait ’extraction les PPT des écorces de Citrus hystrietx et

sur les figues noir fraiches.

I1.3.2.4. Analyse du modele mathématique

Dans I’absolu, le choix d’un plan d’expérience n’a pas de sens tant qu’il n’est pas
subordonné au choix préalable d’'un modele mathématique. Le model mathématique postulé
utilisé avec le plan de Box-Behnken pour trois facteurs est un model du second degré
classique, volontairement simplifié par élimination des effets d’interactions jugés non
significatifs dans 1’analyse, ce qui permettra de manipuler plus facilement 1’expression réduite
tout en gardant une qualité d’ajustement quasiment similaire (Tinsson, 2010).

D’apres les résultats de 1’étude, les valeurs des coefficients significatifs et la fonction
qui régit I’extraction des PPT ainsi I’AA a partir de la poudre des déchets (écorces et pépins)
de mandarine étudiée, sont alors bien connues. Le model mathématique quadratique du plan

Box-Behnken de la présente étude est représenté par les équations suivantes :

Pour les composés phénoliques
Y PPT= 9,360 — 1,071 X1 — 0,602 X3 — 0,722 X1X2 — 1,115 X1X3 — 0,995 X2X3 — 1,006 X12 — 1,056
x2” — 0,673 x5

Pour ’activité antioxydante

Yaa= 83,993 — 8,5 x; — 5,692 x5 — 10,877 x1x3 — 11,237 xox3 — 8,885 x;% — 11,045 x>

<
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Avec :
Yppr: rendement en polyphénols totaux (réponse)
Y aa: rendement en activité antioxydante (réponse)
X1 : température d’extraction
X, : concentration du solvant
X3 : temps d’extraction
Il est bien connu que les conditions d’extraction et les caractéristiques de 1’échantillon
peuvent affectés la fiabilité et I’efficacité de I’extraction d’une maniere significative.
L’extraction des PPT est une étape trés importante qui exige certaines conditions
permettant la maximisation de 1’extraction avec le minimum de dégradation. L'application de
I’EAU est d’un intérét majeur du point de vue industriel dans la technologie de transformation
des aliments, car elle facilite 1'extraction des PPT a partir de matériaux végétaux, et augmente

le rendement (Garcia-Salas et al., 2010).

I11.2.5. Représentation spatiale et analyse des modéeles de surfaces de réponses

L’interaction des trois variables indépendantes température, concentration du solvant
et le temps a été utilisée pour tracer les courbes de surface de réponse pour le PPT et I’AA en
utilisant les équations tridimensionnelles (Yppr et Yas) comme illustré dans les figures ci-
dessous.

Des représentations graphiques illustrant les effets des différents facteurs sont
représentés dans les figures 14A, 14B, 15A et 15B. Dans chaque graphe, deux parametres
varient dans le domaine expérimental et le troisieéme est fixé a son niveau central (niveau 0).

Les figures 14 et 15 représentent respectivement les présentations spatiales en trois
dimensions des effets de la température et de la concentration du solvant ainsi que les effets
de la température et du temps d’extraction. D’apres la représentation graphique des résultats,
I’effet quadratique de la température sur I’extraction des PPT et I’ AA est bien illustré et I’effet
d’interaction température, concentration du solvant a entrainé une augmentation de la teneur
en PPT.

Le taux d’extraction des antioxydants augmente avec 1’augmentation de la température
pour atteindre le maximum d’extraction a une température de 40,47°C, au dela de cette
température, la teneur en PPT diminue, ce qui pourrait étre expliqué par la présence des
substances thermolabiles dans les extraits (Bachir et al., 2014). Cela indique aussi que

certains composés phénoliques ont ét€¢ dégradés par la température élevées du processus de
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EAU ou I’effondrement des bulles de cavitation ont détruit les composés dans le solvant par la
pression la plus élevée (Nipornram et al., 2018).
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Figure N°14 : Représentation spatiale des modeles de surfaces de réponses de 1’effet de la
concentration du solvant et de la température d’extraction sur I’extraction de PPT (A) et ’AA (B) des

déchets de mandarine.
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Figure N°15 : Représentation spatiale des modeles de surfaces de réponses de 1’effet de la

température et du temps d’extraction sur I’extraction de PPT (A) et ’AA (B) des déchets de

mandarine.
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Les figures 16A et 16B illustrent la représentation en trois dimensions des effets de la
concentration du solvant et du temps sur I’extraction des PPT et I’AA de la poudre des
déchets de mandarine. L ’effet de la concentration montre une forte influence sur la teneur en
PPT et sur ’AA d’une maniere quadratique, ce qui explique que la polarité du solvant est un
facteur fondamental dans ’extraction des composés phénoliques (BOURGOU et al., 2016).

Le taux d’extraction des antioxydants augmente aussi avec [’augmentation de la

N

concentration avec un maximum d’extraction a une concentration de 56,65% au dela, la
teneur en composés phénoliques diminue.

Concernant le temps d’extraction, les effets linéaire et quadratique sur I’extraction des
CP sont significatifs, tandis que sur I’AA D’effet quadratique n’est pas significatif indiquant
que I’extraction des antioxydants augmente et atteint un pic a 17,46 min puis elle diminue en

raison de la dégradation des composés phénoliques suite au contact prolongé avec le solvant

(BOURGOU et al., 2016).
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Figure N°16: Représentation spatiale des modeles de surfaces de réponses de I’effet de la
concentration du solvant d’extraction et du temps sur I’extraction de PPT (A) et I’AA (B) des déchets

de mandarine.
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I11.2.6. Détermination des conditions optimales

Les conditions requises pour maximiser 1’extraction des PPT et de I’AA sont
déterminés a I’aide du logiciel JMP. Les niveaux des trois facteurs étudiés concentration du
solvant, temps et température d’extraction sont 1’acétone 56,65% a 17,43 min et a 40,47°C.
Ces conditions permettent de donner des prédictions de 967.1 mg EAG/100g MS pour les CP
et un taux de 85,98% pour I’AA (tableau N° XIV).

Tableau N°XIII: Conditions et valeurs optimales pour 1’extraction des PPT et I’AA de la

poudre des déchets de mandarine par la MSR.

Parametre optimisé Valeur optimale
Température d’extraction 40,47 °C

Concentration du solvant 56,65 %

Temps d’extraction 17,42 min

Composés phénoliques 967,1 mg EAG/100 g MS
Activité antioxydante 85,98 %

Afin de confirmer les résultats obtenus par la MSR et le plan BBD sur I’optimisation
d’extraction des polyphénols ainsi que sur I’activité antioxydante de la poudre des déchets
(écorces et pépins) de mandarine, une éventuelle extraction a été effectuée. Les résultats
obtenus (956,8 mg EAG/100 g MS et 86,45%, respectivement) sont tres proches des résultats
prédits (967,1 mg EAG/100 g MS et 85,98 %, respectivement).

<
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Conclusion

Les sous produits de la mandarine constitue une source inépuisable de composés
bioactifs, tels les métabolites secondaires «les polyphénols ». L’isolement et la
caractérisation de ces composé€s constituent un sujet de recherche tres étendu.

Pour une efficacité d’extraction des composés bioactifs a partir de la poudre d’écorces
de mandarine la technique d’extraction assistée par ultrasons (EAU) a été utilisée. La présente
étude vise a ’optimisation des conditions d’extraction par ultrasons des composés phénolique
et de I’activité antioxydante a partir des déchets (écorces et pépins) de la mandarine commune
(Citrus reticulata Blanco) par application de la méthodologie de surface de réponse (MSR).

Une étude préliminaire a été effectuée pour évaluer 1’effet de différents facteurs a
savoir la concentration du solvant (acétone 20%, 40%, 60%, 80% et 100%), la température
d’extraction (20°, 30°, 40°, 50°, 60° et 70°C), le rapport solide/liquide (ratio : 1/10, 1/20,
1/30, 1/40, et 1/50), ainsi que le temps d’extraction (10 min, 15 min, 20 min, 25 min et 30
min) sur le rendement en polyphénols ainsi que leur activité antioxydante, avec un degré de
signification des données (p< 0,05).

Le rendement le plus élevé a été obtenu a une température de 60°C, temps 25 min,
ration 1/40 (g/ml) et une concentration en acétone 50% avec des teneurs de 1259,39+17,34
mg EAG/100 g de MS en PPT et 83,59+0,21% pour I’AA.

L’optimisation des conditions optimales d’extraction a été réalisée par le model Box-
Behnken (BBD) pour étudier les effets d’interaction des trois variables étudiées (la
température (30-70°C), la concentration en acétone (10-90) ainsi que le temps d’extraction (5-
35 min) sur les deux réponses étudiées qui sont les PPT ainsi que I’AA.

L’analyse de la régression linéaire a montré que 96% de la variation était expliqué par
les modeles. Une valeur insignifiante de la probabilit¢é P pour le manque d’ajustement a
confirmé la validité des modeles. L’analyse de la surface des réponses a révélé 1’acétone a
56,65%, a un temps 17,42 min et a une température de 40,47°C comme conditions optimales
d’extraction dont les valeurs expérimentales correspondantes pour les CPT et 1’activité
antioxydante étaient de 967,1 mg EAG/100 g de MS et de 85,98% respectivement.

Les valeurs expérimentales sont conformes a celles prédites, indiquant la pertinence du
modele et le succes de MSR pour D’optimisation des conditions d’extraction des PPT et de
I’évaluation de I’AA a partir de la poudre des écorces de mandarine.

En perspective, il serait trés intéressant d’approfondir cette étude par :

v’ La caractérisation des composés bioactifs des extraits obtenus ;
v' L’étude de I’activité anti-inflammatoire, microbienne...etc des extraits ;

v EtI’élargissement de 1’étude sur d’autres déchets d’agrumes.
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Figure N°17 : Courbe d’étalonnage des composés phénoliques
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Figure N°18 : Courbe d’étalonnage de 1’acide ascorbique
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Figure N°20 : Courbe d’étalonnage des sucres totaux
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Annexe V

Dosage des sucres réducteur Miller (1959)
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Figure N°21 : Courbe d’étalonnage des sucres réducteurs
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Annexe VI : Dosage des protéines Bradford (1976).

Composition du bleu de coomassie

@ BBC G250 ittt 100 mg ;
® Fthanol absolu . ...oneeriet e s 50 ml;
e Acide phosphorique @ 85%0.....ccoeuiniiiiii i 100 ml :

e Compléter a 1000 ml avec I’eau distillée ;

e Conservation pendant 3 semaines a 4 °C et a I’abri de la lumiere.
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Figure N°22 : Courbe d’étalonnage des protéines
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Annexe VII
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Figure N°23: Courbe d’étalonnage des flavonoides
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Tableau XIII: Résultats en PPT ainsi que I’AA de la poudre des déchets de mandarine obtenus dans 1’étude préliminaire

. Températures d’extraction
Types de solvant Concentrations du solvant (%) P °C)
PPT
(mg EAG/100 | PPPH PPT DPPH PPT DPPH
0 (%) (mg EAG/100 g) (%) (mg EAG/100 g) (%)
Eau 554,56+1324 | 62414082 20% 648,1242337 | 68.49+0.04 | 20° 665.66+17.06 | 74.89+0.81
A;ﬁ‘%“e 826,55+6,58 | 86,31+0.15 40% 758.41+8.18 | 83,18+0,57 |  30° 811,16+26,13 | 77.17+0,24
M‘;‘;‘%‘“" 781,25+23.05 | 83.46+0.36 50% 826,55+6,58 | 86,31+0,15 |  40° 832.7349.17 | 83,860.11
Ethanol ®

0% 755,38+28.81 | 83,34+0.43 60% 809.77+¢1537 | 85.34+0.14 | 50 888.25+19.19 | 84.46+0,09
80% 756,64+10,55 | 85.0020,17 |  60° 084.42+6.87 | 88.62+0.2
100% 4418622113 | 6120+0,12| 70° 808.38+3,53 | 76,27+0.16
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Tableau I'VX: Suite des résultats en PPT ainsi que I’AA de la poudre des déchets de mandarine obtenus dans 1’étude préliminaire

Ratio (Solide/liquide) (1g/V ml)

Temps d’extraction (min)

(mg EI;l:}rI/‘IOO g) DESHIRO) (mg EiEIOO g) DESHICO)
10 ml 510,57+10,17 77,75+0,48 10 min 988,83+22,58 80,55+0,15
20 ml 968,39+14,29 84,01+0,21 15 min 1063,79+16,43 81,72+0,12
30 ml 979,75+1,83 84,81+0,14 20 min 1142,79+17,76 83,17+0,25
40 ml 1162,22+7,98 85,91+0,21 25 min 1259,39+17,34 83,59+0,21
50 ml 1024,51+£21,78 83,35+0,27 30 min 1212,95+14,71 81,33+0,42




Résumé

Résumé

L’analyse des parametres physico-chimiques des déchets (écorces et pépins) de la mandarine commune a
présenté une teneur élevée en eau (76,4%), les teneurs en protéine, sucres totaux et sucres réducteurs enregistrées
étaient de 7,21 ; 21,82 et 18,14 g/100 MS, respectivement. Les cendres, vitamine C, caroténoides et flavonoides
représentaient 3,86% ; 37,98 ; 254,42 mg/100 g MF et 677,44 mg/100 g MS respectivement.

Une étude préliminaire a été effectuée pour évaluer I’effet de différents facteurs a savoir la concentration du
solvant (acétone 20%, 40%, 60%, 80% et 100%), la température d’extraction (20°, 30°, 40°, 50°, 60° et 70°C),
le rapport solide/liquide (ratio : 1/10, 1/20, 1/30, 1/40, et 1/50), ainsi que le temps d’extraction (10 min, 15 min,
20 min, 25 min et 30 min) sur le rendement en polyphénols ainsi que leur activité antioxydante, avec un degré
de signification des données (p< 0,05).

Le rendement le plus élevé a été obtenu a une température de 60°C, temps 25 min, ration 1/40 (g/ml) et une
concentration en acétone 50% avec des teneurs de 1259,39+17.34 mg EAG/100 g de MS en PPT et 83,59+0,21%
pour ’AA.

Les conditions optimales d'extraction des polyphénols totaux (PPT) et l'activité antioxydante des déchets de
mandarine commune (Citrus reticulata blanco) ont été étudiées a l'aide de la méthodologie de la surface de
réponse (MSR). Le modele Box-Behnken a été utilisé pour étudier les effets de trois variables indépendantes,
température (30 a 70°C), la concentration en acétone (10 2 90%) et la et le temps (5 a 35 min) sur les réponses.
L'analyse de régression a montré qu'environ 96% de la variation était expliquée par les modeles. La valeur de la
probabilité pour le manque d’ajustement était insignifiante, ce qui a confirmé la validité des modeles. L'analyse
de la surface de réponse a montré que les parametres d'extraction optimaux permettant d'optimiser I'extraction
des antioxydants étaient 56,65% d'acétone, 17,42 min et 40,47°C.

Dans des conditions optimales, les valeurs expérimentales correspondantes pour les PPT et I’activité antioxydant
étaient de 967,1 mg EAG/100 g de MS et de 85,98% respectivement.

Les valeurs expérimentales sont conformes a celles prédites, indiquant la pertinence du modele et le succes de
MSR dans 'optimisation des conditions d'extraction des PPT a partir des déchets de mandarine.

Mot clefs : Déchets de mandarine (Ecorces et pépins), Etude préliminaire, Optimisation de 1’extraction,
Meéthodologie de surface de réponse, Composés phénoliques totaux, Activité antioxydante.

Abstract

The physico-chemical parameters analysis of a common mandarin waste (peels and seeds) presented a high value
of water content (76.4%). Total protein, total sugars and reducing sugars recorded were 7.21, 21.82 and 18.14
g/100 g DM, respectively. The ashes, vitamin C, carotenoids and flavonoids represented 3.86%, 37.98, 254.42
mg/100 g FM and 677.44 mg/100 g DM respectively.

A preliminary study was carried out to evaluate the effect of various factors namely the concentration of the
solvent (acetone 20%, 40%, 60%, 80% and 100%), the extraction temperature (20 °, 30°, 40°, 50°, 60° and
70°C), the solid / liquid ratio (ratio: 1/10, 1/20, 1/30, 1/40, and 1/50), as well as the time of extraction (10 min,
15 min, 20 min, 25 min and 30 min) on the yield of phenolic compounds and their antioxidant activity, with a
degree of significance of the data (p <0.05).

The highest yield was obtained at a temperature of 60°C, time 25 min, ration 1/40 (g/ml) and a concentration of
acetone 50% with contents of 1259.39 + 17.34 mg GAE / 100 g of DM in TPC and 83.59 + 0.21% for AA.
Optimum conditions for extracting total phenolic compounds (TPC) and antioxidant activity from common
mandarin waste (Citrus reticulata blanco) have been investigated using response surface methodology (RSM).
The Box-Behnken design was used to investigate the effects of three independent variables, temperature (30-
70°C), acetone concentration (10-90%) and time (5-35min), on the responses. Regression analysis showed that
about 96% of the variation was explained by the models. P-value for the lack of fit was insignificant which
confirmed the validity of models. Response surface analysis showed that the optimal extraction parameters that
maximized antioxidants extraction were 40.47°C, 56.65% acetone and 17.42 min.

Under optimum conditions the corresponding experimental values for TPC and antioxidant activity were 967.1
mg GAE/100 g DM and 85.98% respectively.

The experimental values are in accordance with those predicted, indicating the suitability of the model and the
success of RSM in optimizing TPC extraction conditions from waste mandarin.

Keywords : Mandarin waste (Peels and seeds), Preliminary study, Optimization of extraction, Response surface
methodology, Total phenolic compounds, Antioxidant activity
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