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Les plantes aromatiques et medicinales sont nombreuses et connues depuis 1’antiquité pour
leurs vertus thérapeutiques. Leur utilisation nécessite parfois une connaissance des doses
admissibles, de leurs effets indésirables et voire méme leurs toxicités. Certaines de ces plantes
sont cultivées et consommées comme légumes. Ce qui leur permet d’étre intégrés dans
I’alimentation et de contribuer a la prévention de certaines maladies (Hinneburg et al., 2006).

Le fenouil est une plante médicinale a usage, a la fois alimentaire, condimentaire et
thérapeutique. Il est connu sous le nom scientifique Foeniculum vulgare (F. vulgare) dont le
bulbe blanc ou la base charnue est communément consommé comme légume ; cru en salade ou
cuit comme ingrédient pour une variété de plats (Malhotra, 2012).

Les feuilles finement hachées sont parfois utilisées pour 1’assaisonnement des plats et
sauces et ses graines sont utilisées comme épice a la saveur sublimement anisée et légérement
sucrée dans les différents plats ou dans le pain ; a 1’état entier, écrasé ou bien réduit en poudre.

Les graines sont traditionnellement connues par leurs vertus médicinales. Elles sont
utilisées pour la préparation des tisanes pour nourrissons contre les coliques, leur infusion
favorise également la lactation. Leur efficacité releve de ses composes actifs qui ont fait I'objet de
nombreuses études pour ses propriétés biologiques et qui ont connu un intérét croissant et une
large utilisation dans de nombreux domaines d’activités (D’ Antuono et al., 2017).

Nombreux sont les travaux scientifiques qui révelent la richesse de cette plante en
composés phénoliques totaux (CPT), tels que les acides phénoliques, les flavonoides, les
stilbenes et les coumarines et en huiles essentielles (HES) comme les phénylpropanoides et
terpénes (Lazouni et al., 2006; Van den Berg et al., 2014; ;Martati and Akmalina, 2018; Mallik et
al., 2020). L'extraction constitue une étape importante pour la séparation et I’analyse de ces
composés bioactifs. Plusieurs méthodes d’extraction sont empiriquement connues ; comme les
différentes techniques d’extraction par solvant, I’hydrodistillation (HD) et I’entrainement a la
vapeur (XU et al., 2017; Luque de Castro and Priego-Capote, 2010). Néanmoins, ces techniques
classiques sont longues et consomment de 1’énergic et des quantités importantes de solvants
toxiques.

En effet, les méthodes d’extraction ont tendance de plus en plus a se diversifier et a limiter
I’utilisation des méthodes classiques ou a les combiner avec d’autres méthodes innovantes avec

moins de risques sur la santé et I’environnement.
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Dans ce contexte, 1’éco-extraction prévoit 1’utilisation des procédés verts et des moyens
propres et performants tels que les micro-ondes et les ultrasons.

L'utilisation de I'énergie micro-ondes a connu un grand essor pour I'extraction de composés
bioactifs durant ces derniéres années (Mari¢ et al., 2018). Les micro-ondes sont des ondes
électromagnétiques dont la gamme de fréquences est comprise entre 0,1 et 3 GHz. Cette
technique est basée sur I'application d'un champ électromagnétique, le transfert de chaleur se fait
par deux phénomenes qui se produisent simultanément la conduction ionique et la rotation
dipolaire (Li et al., 2019).

L’émergence des ultrasons dans les procédés d'extraction a également bouleversé les
domaines d’exploitation des substances bioactives (Dzah et al., 2020). Les ultrasons sont des
ondes mécaniques dont la fréquence est supérieure a la gamme de fréquences audibles pour
I’Homme (20 Hz a 20 kHz). Le principe d’extraction est basé sur plusieurs phénomeénes tels que
la cavitation conduisant a la rupture cellulaire et ’amélioration du transfert de masse (Kumar et
al., 2021).

Ces techniques alternatives ont un grand potentiel pour remplacer les techniques
conventionnelles, mais leur application et leur optimisation devraient étre discutées et
développées plus en profondeur (Mari¢ et al., 2018).

L’optimisation classique consiste a faire varier un seul facteur a chaque expérience en
fixant les valeurs des autres facteurs constantes. Cependant cette méthode nécessite une longue
durée expérimentale et un grand nombre d’essais sans mettre en évidence les interactions entre
les parameétres, elle ne permet non plus une simulation pour les valeurs non testées des grandeurs
choisies (Narenderan et al., 2019).

Pour cela, la modélisation mathématique est nécessaire afin de prédire numériqguement la
réponse en fonction des facteurs. Un plan d’expérience est une approche mathématique et
expérimentale qui évalue plusieurs facteurs tout en limitant le nombre d’expériences trouvant
d’une manicre fiable la relation entre les facteurs et les réponses choisis avec un minimum
d’essais (Pratama et al., 2020).

Dans ce sens, I’objectif de 1’étude est 1’optimisation par plans d’expérience de deux
méthodes d’extractions dites vertes a savoir ’extraction assistée par ultrasons (EAU) et
I’hydrodistillation assistée par microondes des substances bioactives (HDAM) a partir de F.

vulgare.
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Cette étude s’inscrit également dans le cadre de la valorisation des sous-produits de
I’agriculture et de I’industrie agroalimentaire en s’intéressant également aux parties non-
comestibles d’un 1égume largement consommé.

La premiére partie est une synthese bibliographique ou un état de I’art sur le fenouil,
comportant deux chapitres : Le chapitre | comprend des données pertinentes sur les travaux
antérieurs traitants les composeés bioactifs et les activités biologiques de fenouil et le chapitre Il
décrit les méthodes d'extraction et I’application des plans expérimentaux.

La deuxiéme partie présente 1’étude expérimentale qui comporte également deux chapitres ;
le premier est consacré au séchage des différentes parties de la plante tout en étudiant la
cinétique de séchage, I’effet des méthodes de séchage et la caractérisation des poudres obtenus
(chapitre I11).

Le dernier chapitre (IV) est consacré a 1’extraction des CPT et des HEs a partir des graines
de fenouil par ’EAU et ’HDAM et leur optimisation en utilisant les plans d’expériences, tout-en
caractérisant les extraits obtenus dans les conditions optimales par des méthodes spectrales et
chromatographiques.

Une conclusion générale reliant toutes les données et les perspectives d'avenir est présentée

a la fin du manuscrit.
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Chapitre I.  Substances bioactives et bio-activités
I.1. Introduction

Le stress oxydatif ou le stress oxydant est défini comme étant la perturbation de
I'équilibre entre la production des radicaux libres et les défenses antioxydantes entrainant des
dommages potentiels et provoquant plusieurs pathologies telles que le cancer, le diabéte, les
maladies cardiovasculaires et neurodégenératives (\Vermerris and Nicholson, 2006).

Les radicaux libres sont des especes chimiques instables possédants un ou plusieurs
électrons non appariés ce qui leur permettre de réagir avec des molécules biologiques telles
que les lipides, les protéines et I'ADN tout en arrachant leurs électrons. Ces molécules
deviennent également instables enchainant ainsi une cascade de réactions (Habauzit and
Horcajada, 2008).

A T’inverse, les antioxydants sont des substances capables d’empécher ou de ralentir
I'oxydation en neutralisant ces radicaux libres. Parmi les molécules antioxydantes, on trouve
par exemple les composés phénoliques, les huiles essentielles, les caroténoides, les vitamines,
les minéraux, les coenzymes et les enzymes (Hinneburg et al., 2006).

Le rble des antioxydants dans la prévention des maladies chroniques a suscité l'intérét
des scientifiques, des producteurs et des consommateurs de produits alimentaires ou
cosmétiques. Cette tendance a conduit alors a la consommation des produits naturels et sains.
En plus, ’application des antioxydants synthétiques, tels que le butylhydroxytoluéne (BHT) et
le butylhydroxyanisole (BHA) dans les produits alimentaires n'est pas aussi populaire que les
derniéres décennies en raison des préoccupations exprimées concernant leurs effets néfastes
sur la santé humaine. Ceci, a encouragé les chercheurs a explorer I'applicabilité et I'efficacité
des composés naturels, tels que les CPT et les HES, comme alternatives aux antioxydants
chimiques nocifs dans les produits alimentaires (Soto et al., 2011).

Dans ce chapitre, nous mettons le point sur les substances bioactives extraites a partir de
F. vulgare et leurs effets thérapeutiques et pharmaceutiques en commengant par une
description botanique et la taxonomie de fenouil; rassemblant, par la suite, les travaux
scientifiques relatifs a sa phytochimie, sa toxicité et ces applications dans les différents
domaines.

1.2. Description botanique et morphologique

Le fenouil est une plante biannuelle herbacée. Les feuilles sont plumeuses, divisées en
segments filiformes. Les fleurs sont de couleur jaune, constituées de pétales a lobe arrondi et
enroulés. Elles sont réunies en ombelles et leur odeur est trés anisée (Kaur and Arora, 2010).

Les tiges sont droites, feuilletées et unies de couleur jaune verdatre.
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Les fruits sont formés de deux akénes. Les racines sont ligneuses et le bulbe est charnu
de couleur blanchétre (la partie comestible) qui est le pétiole foliaire renflé a la base. Une

illustration botanique de ces différentes parties est présentée dans la figure 1.1.

Figure 1.1: lllustration botanique des différentes parties de Foeniculum vulgare

(Barros et al., 2009; Farid et al., 2020).
(a) : Fleur ; (b) : Tige ; (c) : Feuilles ; (d) : Graines ; (e) : Bulbe et (f) : Racine

1.3,  Taxonomie

L’espece F. vulgare appartient a la famille des Apiacées (Ex Ombelliferes) ; la sous-
famille des Apioidées ; le super-ordre des Rosidés et a 1’ordre des Umbellales (Malhotra,
2012).Trois variétés principales (figure 2) sont décrites: F. vulgare Mill. var. piperitum
(fenouil amer), F. vulgare Mill. var. dulce (fenouil doux) et F. vulgare Mill. var. azoricum
Thell (Fenouil de Florence).

1.3.1. Variété amere
F. vulgare Mill. var. piperitum pousse généralement a I'état sauvage. Mais il est

également cultivé dans certains pays comme la France, I’ Allemagne et I’Italie. Il est cultivé
pour ses graines et son HE, les jeunes tiges sont utilisées comme légume et pour aromatiser
les salades (Ozcan et al., 2006).

C'est une variété vivace caracterisée par ses graines ameres, de forme étroite avec une
odeur anisée caractéristique. Sa tige est fine et arrondie. Ses feuilles sont courtes et un peu
épaisse. Ses petites ombelles sont brievement pédonculées avec des rayons inégaux et courts

renfermant des fleurs jaunes (D’ Antuono et al., 2017).
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1.3.2. Variété douce
F. vulgare Mill. var. dulce est une variété exclusivement cultivée. Il est connu par son

bulbe blanc charnu et ses graines riches en HEs (Rather et al., 2016).

1.3.3. Fenouil de florence
La varieté F. vulgare Mill. var. azoricum Thell est cultivée pour ses graines, son HE, ses

feuilles et son bulbe. Le bulbe est moyennement renflé, les bases des feuilles sont élargies
(Ceti et al., 2010)

() . ®

Figure 1.2: Principales variétés de Foeniculum vulgare (He and Huang, 2011).
(a): var. piperitum; (b): var. dulce; (c): var. azoricum Thell.

I.4. Phytochimie

1.4.1. Métabolites primaires
Les métabolites primaires rassemblent les acides aminés, les lipides, les sucres ou les

acides nucléiques qui sont directement impliqués dans les fonctions physiologiques de
I’organisme telles que la multiplication cellulaire, la croissance et la reproduction (Silori et
al., 2019). Plusieurs travaux antérieurs décrivent la composition chimique des différentes
parties de fenouil.
1.4.1.1. Carbohydrates

Les carbohydrates sont les macronutriments les plus abondants dans toutes les parties
dont I’amidon et la cellulose sont les plus abondants. Le fructose, le glucose et le saccharose
ont été detectés dont le glucose est le sucre le plus abondant (Rather et al., 2016). Selon
Abdellaoui et al. (2017), les graines de fenouil contiennent 42,3% de glucides.
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1.4.1.2. Protéines

Les protéines représentent 1 & 1,5% de la plante (De Marino et al., 2007a) quant aux
graines elles contiennent 9,5% (Abdellaoui et al., 2017). Ce qui fait de cette plante une
excellente source d’acides aminés essentiels (Leucine, Isoleucine, Phénylalanine,
Tryptophane) et d’acides aminés non essentiels (Glycine, Proline) (De Marino et al., 2007a).
1.4.1.3. Lipides

Les lipides sont les macronutriments les moins abondants dans la plante (inférieure a 1,3
%) (Barros et al., 2010) et d’apres Yaldiz and Camlica (2019), la teneur en lipides varie de
0,62 % a 2,36 % selon le génotype de la plante. Les graines contiennent jusqu'a 10% de
lipides (Abdellaoui et al., 2017) et méme jusqu'a 21,7 a 22,8 % selon Moser et al. (2014).

L’analyse de la composition en acides gras a permis la quantification d’une vingtaine
d’acides gras dont les acides gras polyinsaturés sont les predominants (Barros et al., 2010) et
des acides gras saturés dont 1’acide Palmitique, 1’acide Oléique et I’acide Linoléique ainsi que
des oméga 3 et 6 (Yaldiz and Camlica, 2019).

Les principaux constituants sont 1’acide pétrosélinique (67,0 a 71,3 %) (Moser et al.,
2014) voir méme (87,07 %) (Yaldiz and Camlica, 2019) et I’acide oléique (12,0 a 16,4 %)
(Moser et al., 2014).

[.4.2. Minéraux et vitamines

Les minéraux les plus abondants dans le fenouil sont le potassium, le calcium, le
magnésium, le phosphore, le sodium et le fer (Barros et al., 2010; Osman et al., 2013; Yaldiz
and Camlica, 2019). Les graines contiennent 13,4 % de minéraux (Kooti et al., 2015).

Les vitamines retrouvées dans le fenouil sont les vitamines liposolubles telles que la
vitamine A, E et K et les vitamines hydrosolubles comme 1’acide ascorbique (C), la thiamine
(B1), la riboflavine (B2), la niacine (B3) et la pyridoxine (B6) (Kooti et al., 2015; Abdellaoui
etal., 2017).

1.4.3. Métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des composés phytochimiques synthétisés par la plante
qui, contrairement aux métabolites primaires assurent des fonctions non essentielles pour la
croissance de la plante. Ces composés interviennent dans les interactions écologiques (défense
ou attirance) entre la plante et son environnement : animaux, insectes, microorganismes et

avec d'autres plantes (1’allélopathie) (Soto et al., 2011).
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Ces composés phytochimiques exercent des fonctions de défense contre les prédateurs
et les agents pathogenes, ou pour attirer les pollinisateurs ou comme disséminateurs des
graines (Vermerris and Nicholson, 2006).

En se basant sur des études antérieures, les métabolites secondaires détectés dans le
fenouil se divisent en deux groupes rassemblant plusieurs familles de composés chimiques ;
les composes phénoliques (acides phénoliques, flavonoides, coumarines et stilbénes) et les
composés volatiles (phénylpropanoides et terpénes).
1.4.3.1. Composés phénoliques

a. Acides phénoliques et dérivés

Deux types d’acides phénoliques sont présents dans le fenouil ; les dérivés de ’acide
benzoique (1’acide hydroxy-benzoique, 1’acide gallique et I’acide syringique) (Mohamad et al.,
2011) et les dérivés de l’acide cinnamique (1’acide p-coumarique et 1’acide caféique et 1’acide
férulique, acide quinique) (Rawson et al., 2013).

On trouve également les isomeres de 1’acide chlorogénique; les acides
caffeoylquiniques (acide 3-O-caffeoylquinique, acide 4-O-caffeoylquinique et acide 5-O-
caffeoylquinique) et les acides di-caffeoylquiniques (acide 1,3-O-di-caffeoylquinique, acide
1,4-O-di-caffeoylquinique et acide 1,5-O-di-caffeoylquinique) (Pacifico et al., 2018).

b.  Flavonoides

Les flavonoides sont des pigments phénoliques qui sont responsables de la plupart des
colorations des fleurs et des fruits (XU et al., 2017).

En rassemblant les travaux antérieurs, les principaux flavonoides présents dans le
fenouil se divisent en flavonols, flavones et flavanols.

b.1. Flavonols
Les flavonoides isolés de fenouil sont essentiellement représenté par des dérivés de

flavonols possédant un hydroxyle phénolique en C3 et une fonction carbonyle C=0 en C4 sur
I'netérocycle central du squelette de base des flavonoides. Les flavonols isolés de fenouil sont
sous leur forme aglycone ou glycosylée (Krizman et al., 2007).

Le glucide est généralement fixé par 1’intermédiaire d’une liaison —C-O-C- établie entre
I’hydroxyle (OH) phénolique ou alcoolique du composé phénolique et un hydroxyle (OH) de
la molécule glucidique. Parmi les sucres rencontrés dans le fenouil, le D-glucose est le plus

fréquent, mais on rencontre aussi le L-rhamnose, le D-galactose (Hinneburg et al., 2006).
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Les dérives de flavonols glucosides les plus abondants dans le fenouil sont les flavonols
a base de quercétine et de kaempfeérol ; la quecetin-3-O-glucuronide ou la miquelianine, la
quercetin-3-O-galactoside, le kaempferol-3-O-rutinoside et le kaempferol-3-O-glucoside
(Parejo et al., 2004a; Parejo et al., 2004Db).

Pacifico et al. (2018) ont également extrait la quercetin-3-rutinoside, eriodictyol-7-
rutinoside et 1’acide rosmarinique qui est un ester de I’acide caféique et de 1’acide 3,4-
dihydroxyphenyllactique.

b.2. Flavanols
Une autre catégorie de flavonoides est celle des flavanols qui contrairement a la sous

classe des flavonols qui ne comportent pas une fonction carbonyle C=0 en position 4. Les
flavanols isolés de fenouil se trouvent en monomere non glycosilés comme I’epicatéchine
(Caleja et al., 2015; Xi et al., 2015).

b.3. Flavones
Les flavones ont une double liaison entre C2-C3 et aucun groupe hydroxyle en C3.

L’apigénine qui est un composé des flavones est le plus abondant des flavonoides dans les
extraits de fenouil apres la quercétine (Parejo et al, 2004c).
c. Tanins
Une autre famille des composés polyphénoliques; les tanins qui se divisent en tanins
hydrolysables et tanins condensés. Ils ont la capacité a précipiter les alcaloides et les protéines
(Lubomirova Christova-Bagdassarian et al., 2014).
La présences des tanins dans les différentes parties de fenouil a été démontrée par
(Lazouni et al., 2006; Purkayastha et al., 2012; Mallik et al., 2020).
d. Coumarines
Les coumarines sont des composés phénoliques hétérocycliques oxygénés. Plusieurs
études fondées sur des extraits de fenouil ont confirmé la présence des coumarines dans les
différentes parties de fenouil. Parmi les composés ; le scopoletine, les furo-coumarines
(Cherng et al., 2008), I’impératorine, le psoraléne, le bergapténe, le xanthotoxine et
I’isopimpinélline ( Kwon et al., 2002).
e.  Stilbéenes
Les stilbénes se caractérisent par la présence de deux noyaux aromatique qui sont reliés
par une double liaison conjuguée. Ce qui leur confére une grande reactivite. Ils sont

généralement glycosilés, hydroxylés, esterifiés ou méthyles (XU et al., 2017).
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Les stilbenes isolés de fenouil sont les stilbénes di-glucosidiques et les dérivés de
benzoisofuranone (Rather et al., 2016) tels que le cis-miyabenol et le trans-miyabenol ainsi
que le foeniculosides (De Marino et al., 2007a).

Les saponines, les alcaloides les stérols, les steroides, les anthracénosides, les
anthocyanosides, les émodols (Lazouni et al., 2006) et les Anthraquinone (Purkayastha et al.,
2012) sont des métabolites secondaires également présent dans le fenouil en quantités moins
importantes que celles des polyphénols précédemment cites.
1.4.3.2. Huiles essentielles

Les HEs extraites a partir de fenouil sont composes de molécules volatiles odorantes ;
les phénylpropanoides et des terpénes (Rodriguez-Solana et al., 2014a) qui s’accumulent dans
les canaux sécréteurs principalement dans les graines (Strehle et al., 2005).

a. Phénylpropanoides

Ces composés aromatiques sont synthétisés par les plantes a partir d'un acide aming, la
phénylalanine. Les phénylpropanoides principalement 1’anéthol et I’estragole sont les
composants majoritaires des HEs extraites de fenouil. Plusieurs études ont montré que
I’anéthol est le composé majoritaires (Damjanovic et al., 2005; Telci et al., 2009; ;He and
Huang, 2011). Tandis que dans d’autres études, 1’estragole s’avére le composé principal
(Mohamad et al., 2011; Van den Berg et al., 2014; Martati and Akmalina, 2018).

En effet, il a été démontré que plusieurs parametres endogénes ou exogenes a la plante
peuvent influencer la composition des HEs. Parmi eux; [Dorigine de la plante et les
conditions climatiques (Abdellaoui et al., 2017).

b.  Composés terpéniques

Ces composes sont formés d'unités isopréniques (Cs)n. Les composés terpéniques
détectés dans le fenouil sont représentés par les monoterpéenes oxygénés (fenchone) (Choi
and Hwang, 2004), les hydrocarbures mono-terpéniques (le a-pinéne, le limoneéne et le v,
B-terpinene) (Cassia et al., 2013) et les sesquiterpenes (Zoubiri et al., 2014).

Les HEs de fenouil contiennent également d’autres composés minoritaires qui agissent
en synergie avec les composants principale en contribuant aux différentes activités
biologiques (Singh et al., 2006; Bedini et al., 2016; Hatami et al., 2018).

I.5. Activités biologiques

Cette section décrit les travaux experimentaux sur les differentes activités biologiques

de fenouil et définit les méthodes d’évaluation tout en expliquant les mécanismes d'action

pour les activités les plus couramment étudiées.
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1.5.1. Activités antioxydantes

L’activité antioxydante des différentes parties et des différents extraits de fenouil a été
largement étudiée par plusieurs auteurs en utilisant plusieurs méthodes : la capacité de
chélation des métaux et de la réduction du fer (Abdellaoui et al., 2017), I’inhibition de la
peroxydation lipidique (Choi and Hwang, 2004) et la méthode de B-carotene (Abdellaoui et
al., 2020).

D’autres méthodes sont également utilisées comme la méthode ORAC (Burkhardt et al.,
2015; Pacifico et al., 2018), la méthode FRAP (Sreemoyee Chatterjee, Nandini Goswami,
2012; Rawson et al., 2013), la capacité scavenger de peroxyde d’hydrogéne H202, du radical
hydroxyle et de I’oxyde nitrique (Oktay et al., 2003), de DPPH (Senatore et al., 2013)
(Angelov, 2016; Yaldiz and Camlica, 2019; Ahmed et al., 2019; Chen et al., 2020) et de
I’ABTS ( Rawson et al., 2013; Kontogiorgis et al., 2016).

L’effet scavenger est la capacité d’inhibition ou de piégeage des différents radicaux
libres. Cette activité antiradicalaire est évaluée soit par le dosage des produits formés en
utilisant généralement des techniques photométriques, soit par la mesure de la capacité du
composé a inhiber les radicaux libres comme les peroxydes lipidiques, le peroxyde
d’hydrogéne (hydro-peroxydes H202), le radicale hydroxyle (HO), le radicale d’oxygéne
(superoxydes O2+-), le radical DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle), la capacité a inhiber
le radical ABTSe+, obtenu a partir de ’ABTS (sel d’ammonium de I’acide 2,2’-azinobis-(3-
éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)).

Une étude sur les propriétés antioxydantes de différentes parties de fenouil a été publiée
sur les jeunes pousses, les feuilles, les tiges et les inflorescences. Les pousses semblaient avoir
I'activité de piégeage des radicaux la plus élevée en accordance avec la teneur la plus élevée
en phénols et en acide ascorbique (Barros et al., 2010).

Salama et al. (2015) ont également démontré que 1’effet antioxydant de [I'extrait
méthanolique de fenouil est peut étre di a la présence de flavonoides, de la vitamine C et
d’autres constituants actifs en utilisant le test de I'activité de chélation du Fe2 + et de DPPH.

L’extrait méthanolique des graines de fenouil a également montré une forte activité de
piégeage des radicaux libres, de réduire le stress oxydatif et de protéger les cellules des souris
des dommages causes par les especes réactives de I'oxygene (Mohamad et al., 2011).

Une autre étude a été réalisée pour évaluer l'effet de différentes concentrations des
huiles essentielles de fenouil ajoutées pour la congélation des matieres biologiques comme les

spermatozoides en empéchant la peroxydation lipidique aprés la décongélation.
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L'étude a montré que le fenouil semble étre un nouvel antioxydant a utiliser dans la
cryoconservation des spermatozoides (Malo et al., 2012).

Les flavonoides de fenouil sont capables d’agir comme de puissants piégeurs de
radicaux superoxydes impliquant I'arrét de la réaction en chaine lors de I'auto-oxydation des
acides gras polyinsaturés (Anwar et al., 2009).

Les acides phénoliques et les flavonoides contenus dans les extraits de fenouil sont
connus pour leur capacité a chélater les méetaux de transition comme le cuivre et le fer (Oktay
et al., 2003).

L’effet de I’extrait méthanolique des graines de fenouil sur la stabilité oxydative de
I'huile de tournesol a été étudié par Mohamad et al. (2011). La capacité d'inhibition de
I'acétylcholinestérase des HEs et des extraits aqueux et éthanoliques de fenouil a été
également démontré par Mata et al. (2007) et Cragg (2012) ajoutant que 1’anéthol est
I’antioxydant le plus puissant.

1.5.2. Activité antimicrobienne

Il existe un grand nombre de travaux scientifiques mettant en évidence l'action
antimicrobienne (antibactérienne et antifongique) des extraits de fenouil de différentes régions
du monde (Anwar et al., 2009; Cragg, 2012; Senatore et al., 2013; Abdellaoui et al., 2020).

L'activité antibactérienne des HEs de fenouil contre plusieurs agents pathogénes
d'origine alimentaire a été évaluée. Les résultats ont montré que les souches de bactéries
Gram positif et Gram négatif avaient des sensibilités différentes (Diao et al., 2014).

Senatore et al. (2013) indiquent également un effet appréciable des huiles de fenouil sur
les bactéries testées avec des valeurs de CMI qui sont inférieures avec les bactéries Gram
négatif.

Les HEs agissent principalement contre la membrane cytoplasmique cellulaire des
micro-organismes. L'hydrophobicité est une caractéristique des huiles essentielles qui leur
permet de s'accumuler dans les membranes cellulaires, perturbant les structures et provoquant
une augmentation de la perméabilité. Des fuites de constituants intracellulaires et une
altération des systemes enzymatiques microbiens peuvent alors se produire (lli et al., 2019).

L'efficacite des composés polyphénoliques comme l'acide p-coumarique pourrait étre
attribuée a leur interaction avec la membrane cellulaire. Ces composés peuvent inhiber les
activités des protéases ce qui affecte les fonctions biologiques des bactéries (Ennadir et al.,
2014).
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Les flavonoides, notamment la quercétine et I'apigénine peuvent aussi retarder la
croissance des micro-organismes en inhibant la synthése des acides nucléiques, la fonction de
la membrane cytoplasmique et leur métabolisme énergétique (Salami et al., 2016).

L’activité antifongique a été également évalué par plusieurs auteurs (Ozcan et al.,
2006; Singh et al., 2006; Bassyouni et al., 2019; Chen et al., 2020). Une étude récente a été
menee sur l'efficacité antifongique des extraits de du F. vulgare sur l'aflatoxine B1 qui
pourrait étre utilisé comme conservateur naturel pour améliorer la durée de conservation de

certaines denrées alimentaires (Kumar et al., 2020).

1.5.3. Activités antiparasitaire, larvicide et insecticides

L’HE de F. vulgare est une alternative prometteuse aux insecticides chimiques pour la
protection post-récolte des cultures. Plusieurs études ont montré son efficacité comme
insecticide et répulsif contre les insectes.

L'HE des graines d’une variété algérienne de F. vulgare a montré une activité larvicide
contre le moustique C. pipiens. Ce qui est probablement due a la présence du trans-anéthol qui
est le composé principal des HEs de fenouil (Zoubiri et al., 2014).

Bedini et al. (2016) ont étudié I’effet répulsif des HEs de deux variétés de F. vulgare de
type anéthol et estragole contre trois insectes ravageurs des céréales (Rhyzopertha dominica,
Sitophilus zeamais et Tribolium confusum). Les résultats ont montré que I'HE de type
estragole était le répulsif le plus efficace contre les trois espéces d'insectes en raison de I'effet
synergique entre ses principaux composants (Bedini et al., 2016). Cette étude indique que
I'HE de fenouil de type estragole convient a 1’élaboration de répulsifs écologiques pour la
protection post-récolte des cultures céréaliéres.

L'HE de fenouil a également présenté des effets insecticides importants contre les larves
de Culex quinquefasciatus et de Spodoptera littoralis et les formes adultes de Musca
domestica (Pavela et al., 2016).

L’effet antiparasitaire des extraits aqueux de F. vulgare sur Blastocystis spp a été

démontré par Méabed et al. (2018), ce qui est d( aux composés phénoliques.

1.5.4. Activité anti-inflammatoire

Les substances bioactives extraites de fenouil peuvent étre utilisées pour une variété de
maladies inflammatoires, y compris lI'asthme, la bronchite chronique et la rhinite allergique
(Choi and Hwang, 2004). Signalant aussi, que certaines activités pharmacologiques de ces
substances bioactives, telles que les activités antitumorales et anti-nociceptives, sont liées a

leurs effets anti-inflammatoires (Cassia et al., 2013).
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Des extraits hydro-alcooliques de feuilles de fenouil marquent un effet cytoprotecteur
contre ’oxydation induite par le H20.. La forte capacité anti-inflammatoire de I'extrait
pourrait étre due a la présence des dérivés phenoliques comme la miguélianine et d'autres
flavonols glucuronides (Pacifico et al., 2018).

L’activité anti-inflammatoire des extraits méthanoliques des fruits de fenouil a été
également évaluée par Farid et al. (2020) et Samadi-Noshahr et al. (2021). Les résultats de ces
deux études récentes indiquent que le fenouil peut étre utilisés comme traitement post-

radiothérapie contre les effets oxydatifs et inflammatoires des rayonnements ionisants.

1.5.5. Effet hépatoprotecteur

Une étude menée par Ozbek et al. (2003) indique que ’admission des HEs de F. vulgare
montre une puissante action hépatoprotectrice contre les Iésions hépatiques induites par le
tétrachlorure de carbone (TCC) chez les rats.

Le TCC peut provoquer une peroxydation lipidique accrue conduisant a des lésions
tissulaires et a une défaillance de la défense antioxydante incapable d’empécher la formation
excessive de radicaux libres.

L’effet hépatoprotecteur contre I'effet toxique du paracétamol a été également démontré
par une autre étude réalisee par Shahat et al. (2012) sur les activités antioxydantes et
hépatoprotectrices des extraits de deux variétés de fenouil.

Les HEs de fenouil ont également montré un rétablissement contre les lésions
hépatiques induites par le TCC chez les rats albinos par attribution a la stabilisation du
dysfonctionnement biliaire dans le foie (Rabeh and Aboraya, 2014).

L’évaluation des parametres biochimique a montré une amélioration chez les rats traités
par les HEs de fenouil par I’augmentation du flux de la bile chez le rat soufrant des troubles
hépatorénales induits (Al-Amoudi, 2017).

Le profil lipidique sérique, l'activité enzymatique hépatique (aminotransférases), les
marqueurs de stress oxydatif et le degré de fibrose du tissu hepatique ont été évalués. Cette
étude visait a évaluer les effets protecteurs du trans-anéthol de fenouil sur les lésions
hépatiques induites par la stréptozotocine chez les rats. Les résultats suggerent que les extraits
de fenouil sont capables de protéger le foie contre les lésions hépatiques induites par le
diabete chez le rat; ce qui est due aux effets hypoglycemiants et antioxydants (Samadi-
Noshahr et al., 2021).
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1.5.6. Effet antispasmodique

Silveira et al. (2019) ont étudié I’effet d’une formulation d'extraits de trois plantes dont
F. vulgare sur les troubles du tractus gastro-intestinal. Les substances actives de ce
complément sont principalement 1’apigénine et 1’anéthol. Les résultats de cette étude montrent
que le traitement a réduit d’une maniére significative les stimuli émétogénes induits par le
cisplatine chez les rats. Cette formulation a également montré un effet laxatif en réduisant le
transit gastro-intestinal, en affectant également les contractions du muscle lisse duodénal

médiées par les canaux Ca 2+.

1.5.7. Effet diurétique

L’efficacité des infusions de plantes formulées dont de F. vulgare sur la formation de
calculs rénaux d'oxalate de calcium chez les rats a été étudié par Ibrahim and El-Khateeb
(2013). Les résultats obtenus démontrent que cette infusion ajuste les niveaux d'enzymes

marqueurs de fonctions rénales.

1.5.8. Activité hypoglycéemique

Samadi-Noshahr et al. (2021) ont indiqué que I'administration du trans-anéthol de
fenouil est capable de régler la glycémie chez les rats. Cette propriété hypoglycémique
contribue dans les effets thérapeutiques des extraits de fenouil qui peuvent protéger
directement le foie grace a d'autres mécanismes tels que des effets antioxydants.

Ces résultats suggerent que le trans-anéthol de fenouil pourrait étre utile dans la gestion

des complications du diabete.

1.5.9. Activité hypolipidémique
L’effet des extraits méthanoliques des graines de fenouil sur le cholestérol et les
triglycérides a été étudié in vivo par Choi and Hwang (2004). Les résultats de cette étude ont
montré un abaissement de taux des lipides dans le sang.
Les huiles essentielles de fenouil ont également montré des effets hypolipidémiques ;
cardiovasculaires, anti-thrombotiques et anti-hypertensive (Tognolini et al., 2007; (Rabeh and
Aboraya, 2014). De plus Samadi-Noshahr et al. (2021) ont montré que le trans-anéthol de

fenouil soit le composant responsable de la normalisation du profil lipidique.

1.5.10. Effet sur les hormones sexuelles
Une étude clinique menée par Moslemi et al. (2012) a indiqué que la sévérité des
douleurs pelviennes au moment des saignements menstruels était plus faible dans le groupe

ayant consommé I’extrait de fenouil.
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Une autre étude des essais cliniques a pour objectif d’évaluer 1'efficacité de fenouil sur
les symptébmes de la dysmeénorrhée primaire et la durée de la ménorrhée (Ghodsi and
Asltoghiri, 2019). La seévérité de la douleur a été évaluée a l'aide d'une échelle visuelle
analogique et un questionnaire sur I’intensité de la douleur et de stress. Des capsules de
fenouil ont été administrées pendant la période de la menstruation pendant une durée de trois
mois. Les résultats de cette étude démontrent que I’intensité des nausées a été diminuée; les
signes de dysmeénorrhée ont été soulagés et la durée de la période menstruelle a été réduite.

De plus, les indices anthropométriques et androgéniques chez les femmes en surpoids et
obeses atteintes du syndrome des ovaires poly-kystiques ont été mesuré pour évaluer I'effet
d'un régime amaigrissant supplémenté des gélules a base de fenouil (Nadjarzadeh et al.,
2021).

Une autre étude a été menée pour évaluer les effets protecteurs des graines de fenouil
pendant la période post-natale jusqu'a la puberté et la ménopause sur la réserve folliculaire
ovarienne (RFO). Les groupes de souris ayant recu les graines de fenouil ont montré une
augmentation marquée du poids et du diameétre du corps et des ovaires par rapport au groupe
témoin (Pourjafari et al., 2019); Le fenouil peut améliorer la RFO pendant la grossesse,
I'allaitement et ensuite jusqu'a la puberté et la ménopause. L'extrait hydro-alcoolique de
fenouil permet également de protéger la réserve folliculaire dans les ovaires de la progéniture
ultérieure en augmentant le niveau d'’hormones sexuelles dans le sérum et le niveau
d'expression du géne anti-apoptotique dans l'ovaire tout en controlant 1’atrésie folliculaire

pendant la période embryonnaire et infantile.

1.5.11. Activité apoptotique et antitumorale

L’activité anti-cancérigéne de l'extrait méthanolique de graines de fenouil contre les
cellules cancéreuses du sein, du c6lon et du foie a été réalisé par Bakry (2015), en utilisant la
méthode de dosage de la sulfodiamine-B. L’évaluation de 1'expression des génes apoptotiques
par une PCR et la détermination des protéines dans des cellules cancéreuse ont montré une
fragmentation de I'ADN et une augmentation du taux de protéines dans les cellules
cancéreuses traitées par les extraits de fenouil.

L'extrait méthanolique des graines de fenouil peut avoir un potentiel antimutagéne
remarquable contre les cellules cancéreuses du sein et du foie en réduisant le stress oxydatif ;
protégeant par conséquent les cellules des dommages causés par les espéces réactives de

I'oxygéne.
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L'extrait a également montré des effets anti-tumoraux et cytoprotecteurs contre
I'irradiation gamma en modulant la peroxydation lipidique et en améliorant le systeme de
défense antioxydant (Mohamad et al., 2011).

Chen et al. (2020) ont également évalué l'efficacité de I'extrait methanoliques de
graines de fenouil pour ses activités antioxydantes, cytotoxiques et antitumorales et pour sa
capacité a servir de radioprotecteur non toxique chez les souris albinos testées.

1.5.12. Effet analgésique et antipyrétique
L’effet atténuant de la sensibilité & la douleur et de la fiévre a été demontré par Choi and
Hwang (2004). L'administration orale de I’extrait méthanolique des graines de F. vulgare a

montré un effet analgésique central chez les rongeurs testés.

1.5.13. Effet sur ’arthrite

Une étude clinique portant sur I’effet de I’admission orale des extraits de fenouil chez
les patients souffrant d'arthrose du genou a été menée récemment par Alazadeh et al. (2020),
Les résultats de cette étude indiquent que le fenouil peut étre une alternative appropriée pour

le traitement complémentaire contre I’arthrose.

1.5.14. Effet antidépresseur

Des expérimentations animales ont montré I'effet antidépresseur des extraits
méthanoliques et des HEs de F. vulgare. Différentes doses d’HEs ont induit des effets
antidépresseurs sur les systemes neuronaux dopaminergiques et sérotoninergiques des
rongeurs. En effet, il est recommandé que des faibles doses d’HEs soient utilisées
simultanément avec des antidépresseurs courants pour obtenir des résultats antidépresseurs
synergiques (Abbasi-Maleki and Maleki, 2021).

1.5.15. Amélioration de la masse musculaire

L’utilisation de la poudre des graines de fenouil dans le régime alimentaire des agneaux
a montré une augmentation des performances du tissu musculaire et de la concentration de
testostérone dans le sang (Hajalizadeh et al., 2019).

Cette étude suggere que le fenouil peut étre intéressant en tant que promoteur de
croissance naturel dans I'industrie de la production animale.

Une autre étude récente (Masoudzadeh et al., 2020) démontre que le fenouil peut étre

envisagé pour augmenter la croissance animale et la masse musculaire dans l'industrie ovine.
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L’amelioration de la masse musculaire et de la taille des fibres musculaires est due
probablement aux effets positifs de fenouil sur I'expression du gene de croissance (le DLK1)
dans certains tissus; notamment dans le muscle du fémur.

I.6. Toxicité

Plusieurs études ont montré que les phénylpropanoides tel que 1’estragole sont les
composants majoritaires des HEs extraites de fenouil (Mohamad et al., 2011; VVan den Berg et
al., 2014; Martati and Akmalina, 2018).

Bien que, la pharmacopée européenne a établi que la teneur en estragole d'une HE doit
étre inférieure a 5% en raison des risques.

(Levorato et al., 2018) ont démontré que l'estragole de fenouil n’a pas d’effets
génotoxiques et hépato-carcinogenes, lorsque il est administré en associé avec la plante
entiere. Cela est d0 aux substances présentes dans la matrice végétale comme les flavonoides
qui ont un effet protecteur en inactivant la toxicité d'estragole.

Plusieurs études critiquant I'extrapolation de la cancérogénicité chimique des tests sur
les animaux et sur ’Homme, affirmant qu'une exposition normale a I'estragole ne représente
pas un risque grave de cancer. Selon ces preuves, l'estragole n'a pas d'action cancérogene
directe (Gori et al., 2012; Smith et al., 2002; Waddell, 2004).

De plus, la cancérogénicité de 1’estragole est due a son activation métabolique, ce qui
conduit a la formation de radicaux actifs qui peuvent endommager I’ADN. Cependant, la
biotransformation 1’estragole differe chez I'animal et chez I'hnomme (Rather et al., 2016).

1.7. Applications

1.7.1. Applications traditionnelles
Le fenouil est utilisé en médecine traditionnelle comme carminatif des problémes

digestifs et des coliques chez les enfants et les nourrissons (Kaur and Arora, 2010)

1.7.2. Usages culinaires

Le fenouil est utilisé comme Iégumes dans la préparation de nombreux plats, pates et
salades (Kaur and Arora, 2010). Les graines de fenouil sont largement utilisées comme épice
pour donner de la saveur a un certain nombre d'aliments comme les soupes et les sauces, les
viandes et saucisses et enfin le pain et les gateaux (Singh et al., 2006). Les huiles essentielles
de fenouil sont également utilisées comme essence culinaire pour aromatiser les plats (He and
Huang, 2011).
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1.7.3. Application industrielle
1.7.3.1. Industrie alimentaire
a. Agent aromatisant
Dans l'industrie, le fenouil est utilisé comme un aromatisant ou un correcteur d'ardbme
dans les boissons, les patisseries, les condiments, crémes glacées et liqueurs et comme
assaisonnement pour les viandes préparées (Moreira Goncalves et al., 2020).
b.  Agent de conservation
La graine entiére, la poudre et I'HE sont utilisees comme adjuvants antioxydants et
conservateurs dans les confiseries et les boissons. Le fenouil est également ajouté a certaine
catégorie d’aliments comme les fromages afin d’améliorer leur conservation (D’Antuono et

al., 2017).

1.7.3.2. Industrie pharmaceutique
Il existe plusieurs compléments alimentaires a base des HEs de fenouil qui sont utilisé
dans le traitement symptomatique des troubles digestifs tels que le ballonnement et la diarrhée

(Kooti et al., 2015). lls sont sous forme de gélule, solution buvable ou de tisane en sachet.

1.7.3.3. Industrie textile
Les colorants naturels sont une alternative importante aux colorants synthétiques en
raison de leurs effets toxiques sur l'environnement. En effet, les feuilles de fenouil sont

utilisées comme colorant naturel dans la teinture de tissus en coton (Haddar et al., 2014) .

1.7.4. Aromathérapie

Le trans-anéthol qui est le composé majoritaire de I’HE de fenouil est considéré comme
un relaxant naturel et antispasmodique neuromusculaire qui soulage les douleurs et les
contractions involontaires d’ordre digestif ou respiratoire (Malhotra, 2012).

Les cétones et les terpenes contenus dans I’HE de fenouil (Ghodsi and Asltoghiri, 2014)
qui sont des molécules aux propriétés antalgiques et relaxantes, sont utilisées pour se
détendre, soigner certaines maladies et soulager divers maux. Elles peuvent étre utilisées par

voie orale, cutanée ou par diffusion ou vaporisation dans 1’atmosphére ambiante.
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Chapitre II. Méthodes d’extraction et optimisation par les plans d’expérience
I.1. Introduction

L'extraction est une étape importante pour la séparation et 1’analyse des composés
bioactifs des plantes qui nécessite une maitrise des différents facteurs expérimentaux
affectants le phénomene en question.

Un plan d’expérience est une approche mathématique et expérimentale qui évalue
plusieurs facteurs tout en limitant le nombre d’expériences. Dans les années 1920 a 1930,
Ronald Fisher a proposé une méthode statistique permettant d’étudier plusieurs facteurs a la
fois dans le domaine de 1’agronomie. Apres l'initiation réussie de Fisher dans le secteur
agricole viennent les travaux de Taguchi vers les années 1960 dans le domaine industriel
(Pratama et al., 2020).

Depuis, les plans d’expérience ont été appliqués dans les différents domaines
d’activités en développant de plus en plus des logiciels commerciaux spécialisés (Narenderan
etal., 2019).

Ce chapitre comprend deux parties: Une premiére partie aborde les méthodes
d’extraction et la deuxiéme partie concerne I’application des plans d’expérience dans
I’optimisation des conditions d’extraction des substances bioactives & partir de fenouil. Des
travaux antérieurs sur le fenouil traitants les méthodes d’extraction et 1’optimisation de ces
derniéres sont alors détaillés.

I1.2. Méthodes d’extraction

Cette partie donne un apercu général sur les extractions assistées par microondes et
ultrasons, en citant I'historique, la définition, le principe de I’extraction et 1’appareillage
utilisé pour chaque technique ainsi que les études antérieures sur le fenouil. De nombreuses
méthodes sont également citées, telles que I'extraction par fluide supercritique (EFS),
I'extraction par solvant (ES) et I'extraction accélérée par solvant (EAS), I'HD, I'extraction par
Soxhlet et I'extraction par champ électrique (ECE):

I1.2.1. Extractions par micro-onde

L'utilisation de I'énergie des micro-ondes dans I'extraction de composés organiques a
commencé a la fin des années 1980 (Li et al., 2019). L’extraction assistée par microonde
(EAM) est une technologie d'extraction innovante qui combine la technologie des microondes
avec des procédures d'extraction traditionnelles (Mari¢ et al., 2018). C’est une technigque
simple, rapide et économique, nécessitant un temps d'extraction tres court avec une faible

quantité de solvants (Vivekananda et al., 2007).
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11.2.1.1. Définition

Les micro-ondes sont des ondes électromagnétiques dans la gamme de fréquences de
300 MHz a 300 GHz avec deux champs oscillants perpendiculaires a savoir le champ
électrique et le champ magnétique. Ce sont des rayonnements non ionisants avec une
longueur d’onde de 0,001 m a 1 m qui provoquent des mouvements dans les ions et des
rotations des dipdles (Zhang et al., 2011).
11.2.1.2. Mécanisme

La techniqgue d’EAM est basée sur l'application d'un champ électromagnétique; le
transfert de chaleur se fait alors par deux phénomenes qui se produisent simultanément, et qui
sont la conduction ionique et la rotation dipolaire.

a.  Conduction ionique
La conduction ionique fait référence a la migration électrophorétique des porteurs de
charge (les ions et les électrons) sous l'influence du champ électrique produit par les micro-
ondes. La «friction» qui en résulte entre les ions en flux et le milieu est capable de provoquer
un échauffement (Chan et al., 2011).
b.  Rotation dipolaire
La rotation dipolaire se produit lorsque les molécules dipolaires tentent de suivre le

champ électrique dans le méme alignement. L'oscillation induite conduit a des collisions entre
les dipdles et les molécules environnantes, et crée ainsi de la chaleur.

La conduction ionique et la rotation dipolaire se produisent simultanément, ce qui
transforme efficacement I'énergie micro-onde en énergie thermique (Zhang et al., 2011). Ces
deux phénomeénes sont schématisés dans la figure 11.1.

1© g ‘s
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Figure 11.1: Repreésentation schématique de la conduction ionique (a) et de la
rotation dipolaire (b) (Liet al., 2019).
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Lorsqu’une matiére végétale est soumise aux radiations microondes, I'énergie résultante
est efficacement absorbée par certaines substances, en particulier les molécules polaires
comme l'eau. Par conséquent, la température interne des cellules végétales augmente
considérablement. La surchauffe intérieure peut provoquer I’évaporation du liquide a
I'intérieur des cellules, ce qui peut rompre les parois cellulaires et / ou les membranes
plasmiques (Li et al., 2019). Le mécanisme de ’EAM a partir d’une cellule végétale est

représenté dans la figure ci-dessous :
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. ’ (Augmentation de la (Formation des fissures
(Rotation des molécules température et de la dans la membrane
polaires intracellulaires pression des molécules cellulaire, accélérant la
sous I’effet des irradiations polaires) libération et I'extraction
microondes) des composés bioactifs)

Figure 11.2: Repreésentation schématique du mécanisme de I’extraction assistée
par microondes (Destandau et al., 2013).
11.2.1.3. Caractéristiques du chauffage par micro-ondes

Les caractéristiques du chauffage par micro-ondes sont la rapidité et la sélectivité.
a. Chauffage rapide

Contrairement au chauffage conventionnel dans lequel la chaleur est transférée de la
source de chaleur vers le matériau, un chauffage diélectrique par micro-ondes se produit a
I'intérieur des matériaux, conduisant a une augmentation plus rapide de la température (Farhat
et al., 2009). La direction de I'évacuation de I'eau et celle du transfert de chaleur sont dans le
méme sens, ce qui entraine la formation d'un plus grand nombre de fissures (pores) sur les
membranes cellulaires (Li et al., 2019). Le chauffage rapide améliore I'efficacité de la
séparation et la qualité du produit extrait (Seixas et al., 2014).

b.  Chauffage sélectif

Les micro-ondes peuvent chauffer sélectivement les composants ayant un facteur de
perte diélectrique (molécules polaires) élevé dans le mélange ; lorsque la température de la
molécule polaire atteint son point d'ébullition, les molécules se regroupent, formant de bulles

de vapeur qui passent ensuite de la phase liquide a la phase vapeur (Chan et al., 2011).
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Au cours de ce processus, une dissipation thermique vers la phase liquide se produit
également (c'est-a-dire des molécules non polaires) en raison de la conduction thermique et de
la convection (Hayat et al., 2019).

Il s'agit d'un processus compétitif entre le processus de transfert de masse des molécules
polaires et les propriétés thermodynamiques, comme le point d'ébullition et I'enthalpie de
vaporisation, ainsi que les propriétés de transfert comme la viscosité, le coefficient de
diffusion (Lietal., 2019).

Les caractéristiques du chauffage par micro-ondes sont représentées dans la figure 11.3.

(Transfert (Transfert

(Haute) ; gl
de chale masse) : g
) N o >
\ (Augmentation rapide de la
température et de la pression des
(Faible) molécules polaires a ’intérieur

(Température)

(Chauffage (Chauffage par de la cellule)
conventionnel) micro-ondes)
(a) (b)
Figure 11.3: lllustration schématique des caractéristiques de chauffage (Destandau

etal., 2013).
(a) : chauffage rapide (sens de transfert thermique) ; (b) : chauffage sélectif.

11.2.1.4. Systéme et appareillage

Le systeme d’extraction assistée par microonde est constitué d’une source de chaleur
générée par un magnétron a I’intérieur d’un four microonde et d’un appareil conventionnel
d’extraction des substances bioactives. Il existe des équipements commerciaux divers et des
systemes simples construits au laboratoire.

a. Equipements commerciaux

Les systemes a micro-ondes commerciaux peuvent dépasser 1000 watts de puissance
avec une température maximale de travail allant de 200 a 300 °C. La plupart des équipements
micro-ondes commerciaux sont équipés de systeme de controle de la température et de la
pression. Les capteurs a fibre optique peuvent surveiller la température du systeme a 20 fois
par seconde et contrbler la pression et le systeme de refroidissement de la cuve (Chan et al.,
2011). Ces dispositifs commerciaux sont utilisés a 1’échelle laboratoire ou bien industrielle.
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b.  Systémes construits au laboratoire a base d’un four micro-onde domestique
Le four & micro-ondes domestique est souvent modifié en ajoutant un condenseur a eau.
Ce montage a été appliqué avec succes dans I'extraction de plusieurs métabolites secondaires
a partir de plantes (Memarzadeh et al., 2015; XU et al., 2017; Kusuma et al., 2018; Selvaraj et
al., 2019). La figure ci-dessous est une représentation schématique de systémes d’extraction

assistée par microonde :
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Figure 11.4: Représentation schématique des systémes d’extraction assistée par
microonde (Fazlali et al., 2015; Fotsing Yannick Stéphane et al., 2021).

(a): extraction par solvant assistée par microonde et (b) : hydrodistillation assistée par
microonde.

11.2.1.5. Travaux antérieurs

Plusieurs études scientifiques ont été réalisées par plusieurs auteurs en utilisant les
microondes pour 1’extraction des substances bioactives a partir de fenouil ; I’hydrodistillation
assistée par microonde (Kapas et al., 2011), I’hydrodistillation coaxiale assistée par
microonde (Gonzalez-Rivera et al., 2016), I’hydrodistillation assistée par micro-ondes a
double condensation (Chen et al., 2020), 1I’hydro-diffusion micro-ondes et gravité (Xi et al.,
2015) et I’extraction micro-ondes améliorée sans solvant (Benmoussa et al., 2015).

a.  Hydrodistillation assistée par microonde

La méthode d'HDAM est une technique innovante utilisée pour récupérer les composés
volatils. Dans ce procedé, la matiére végétale et I’ecau sont placées dans un appareil de type
Clevenger, puis chauffées a I'intérieur d'un four & micro-ondes pendant une courte période de

temps pour extraire les HEs (Markovic et al., 2018).
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Il est également possible de réaliser une distillation avec I'eau contenue dans la matiére
végétale fraiche, on parle dans ce cas d’une hydrodistillation sans solvant assistée par micro-
ondes (HDSSAM).

Ce procédé a été utilisé par plusieurs chercheurs afin d’extraire les HES a partir de
fenouil ; (Kosar et al., 2007) ont effectué une HDAM a partir des graines de fenouil en
utilisant un appareil de type Clevenger placé dans un four a micro-ondes modifié. Ce dernier a
été mis en fonctionnement pendant 10 min a 800 W, puis maintenu a 500 W pendant 50
minutes suivi de 5 minutes de ventilation.

L'HDAM a été également réalisée par Kapas et al. (2011), pour obtenir les HEs & partir
des graines de fenouil. Le mélange de la poudre de fenouil et de 1’eau a été chauffé a 300 W
avec une vitesse de rotation de 50 tr / min, pendant de 200 sec.

b.  Hydrodistillation coaxiale assistée par microonde

L'hydrodistillation coaxiale assistée par microonde a été réalise par Gonzalez-Rivera et
al. (2016) afin d’extraire les HESs a partir de fenouil. Ce procédé a été appliqué en utilisant un
Clevenger modifié avec une antenne coaxiale. Un agitateur magnétique a été placé a la base
avec une vitesse de rotation de 250 tr / min, a une puissance de 500 W pendant 9 min.

c.  Hydrodistillation assistée par micro-ondes a double condensation

La technique d'hydrodistillation assistée par micro-ondes & double condensation
(HDAM-DC) a été appliqué pour I’extraction les HES a partir des graines de fenouil (Chen et
al., 2020). Le four micro-onde a été attaché a un appareil Clevenger modifié (en ajoutant un
deuxiéme condenseur).

d. Hydro-diffusion par micro-ondes et gravité

Il s’agit d’un alambic classique placé a 1'envers sur un four microonde, c’est un systéme
combinant le chauffage par les microondes et la gravité terrestre a une pression atmosphérique
(Vian et al., 2008).

Le principe de la technique d’hydro-diffusion par micro-ondes et gravit¢ (HDMG)
consiste a placer un systéme de refroidissement a la base du four micro-onde ou les extraits
sont condensés en continu. Le phénomene d'hydro-diffusion physique permet aux extraits de
sortir du réacteur micro-onde sous I'effet de la gravité terrestre et de tomber dans le collecteur
(Singh Chouhan et al., 2019). L'HDMG a été appliqué pour I’extraction des HES a partir des
graines de fenouil, en utilisant une puissance de 500 W pendant un temps de 9 min avec une
vitesse de rotation de 250 tr / min. Une fois I'hydrodistillation commencée, la puissance est
réduite a 300 W et le temps d'extraction est de 120 min (Xi et al., 2015).
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e.  Extraction micro-ondes améliorée sans solvant

Le procédé d’extraction par microonde sans solvant (EMSS) conventionnel consiste a
utiliser un réacteur a paroi unique. Tandis que, le systéme d’extraction par microonde sans
solvant améliorée (EMSSA) se compose d'un four a micro-ondes, d'un réacteur a double
paroi et d'un appareil Clevenger (Li et al., 2013).

L'EMSSA a l'aide d'un réacteur micro-ondes a double paroi a été utilisée pour améliorer
et accélérer pour I'extraction des huiles essentielles a partir des graines de Foeniculum vulgare
a pression atmosphérigue sans aucune addition de solvant (Benmoussa et al., 2015; Ait Amer
Meziane et al., 2020).

I1.2.2. Extraction assistée par ultrason

Le premier procédé d'extraction par ultrasons remonte a 1950 qui consiste a l'utilisation
du houblon dans le brassage de la biere (Dzah et al., 2020). L'EAU utilise I'énergie des
ultrasons et le solvant pour extraire les composés cibles de la matrice végétale.
11.2.2.1. Définition

Les ultrasons sont les ondes mécaniques dont la fréquence (> 20 kHz) est supérieure a la
gamme de fréquences audibles de l'audition humaine (20 Hz a 20 kHz) (Périno-Issartier et al.,
2013). Ces ondes consistent en une série de cycles de compression et de raréfaction qui
peuvent se propager a travers un milieu solide, liquide ou gazeux induisant le déplacement des
molécules de leurs positions d'origine (Chavan and Singhal, 2013).
11.2.2.2. Mécanismes

L'impact majeur des ultrasons dans un milieu liquide est attribué & la cavitation
acoustique, conduisant a la rupture cellulaire et 1I’amélioration du transfert de masse
(Adekunte et al., 2010; Md Salehan et al., 2016; Iroka et al., 2016).

A une onde sonore de haute intensité, la pression négative pendant la raréfaction
dépasse la force d'attraction joignant les molécules (conduisent a des forces de cisaillement)
en créant des bulles de cavitation (figure 11.5). Ces bulles se développent par coalescence et
s'effondrent plus tard pendant la phase de compression, créant un point critiques et des
conditions locales extrémes. La température peut atteindre jusqu'a 5000 K et l'augmentation
de la pression peut aller jusqu'a 1000 atm. Ces points critiques accélérent les réactions
biochimiques (Kumar et al., 2021).

L’implosion de bulles de cavitation sur la surface d’un produit entraine un micro-jet qui
génére plusieurs effets tels que le pelage de la surface, 1’érosion et la dégradation des
particules (Chemat et al., 2017).
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Chemat et al. (2017) a remarqué que I'EAU n'agit pas avec un seul mécanisme mais a

travers différents mécanismes indépendants ou combines.
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Figure 11.5: Représentation schématique du phénomeéne de cavitation (Higuchi et
al., 2019; Khawli et al., 2019).
(a): formation des bulles de cavitation ; (2) : implosion.

11.2.2.3. Phénoménes de cavitation
Les bulles de cavitation qui s'effondrent et les ondes sonores peuvent induire un ou une
combinaison des phénomeénes tels que la fragmentation, I'érosion localisée, la sonoporation (la
formation de pores), la force de cisaillement (la dé-texturation), la capillarité (une absorption
accrue) et un indice de gonflement accru dans la matrice végétale.
a.  Fragmentation des structures cellulaires
Les bulles de cavitation qui s'effondrent générent des ondes de choc et de collision entre
les particules, ce qui provoque la fragmentation des structures cellulaires. La fragmentation
rapide conduit a lI'augmentation de la surface spécifique en raison de la diminution de la taille
des particules et par conséquent améliore le transfert de masse par la solubilisation des
composants bioactif dans le solvant (Sarra et al., 2019).
b.  Erosion
Les ultrasons entraine des dommages localisés aux tissus végétaux appelés érosions
(Iésions localisées). Cette destruction peut également étre attribuée a I'implosion des bulles de
cavitation a la surface des tissus végétaux. La partie érodée facilite le contact du solvant,
augmentant le rendement d'extraction (Zhang et al., 2019).
C. Capillarité
Les ultrasons augmentent I'absorption de 1’eau, améliorant ainsi I'accessibilité de I'eau
en tant que solvant aux composés bioactifs a extraire avec une diffusion accrue de ces

composés (Dzah et al., 2020).
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d. De-texturation
La genération et l'effondrement de bulles de cavitation induisent une force de
cisaillement et une turbulence dans le fluide qui se traduit par la décomposition des parois
cellulaires contribuant a la libération du composé bioactif (Kumar et al., 2021).
e.  Sonoporation
La formation de pores lors de la cavitation, phénomene connu sous le nom de
«sonoporation», dans les membranes cellulaires entraine la libération des composés bioactifs
présents dans la cellule (Chemat et al., 2019).
f. Gonflement de la matrice végétale
Les ultrasons augmente également I'indice de gonflement de la matrice tissulaire, ce qui
contribue a la fois a la désorption et a la diffusion des solutés conduisant a une extraction
accrue (Guglielmetti et al., 2017).
De ce fait, le principe de I’lEAU ne peut pas étre attribué a un seul mecanisme mais a
I'effet combiné de tous ces phénomenes.

11.2.2.4. Systéme et appareillage
L’extraction par ultrasons peut se faire par un bain a ultrasons ou par une sonde
ultrasonique (figure 11.6). L’EAU est basée sur un transducteur piézoélectrique comme source
d'énergie ultrasonore.
a.  Systéme de bain a ultrason
Dans un bain a ultrasons, la matrice solide est dispersée dans le solvant dans un
réservoir en acier inoxydable relié au transducteur. Les bains & ultrasons sont plus
économiques et faciles a manipuler, mais leur faible reproductibilité limite leur utilisation
dans le processus d'extraction. La réduction la puissance et la distribution non uniforme de
I’énergie réduisent I'efficacité du systéme de bain par rapport au systeme de sonde (Sridhar et
al., 2021).
b.  Systéme a sonde
La sonde est connectée a un transducteur. Cette sonde ultrasonique est immergée dans le
récipient d'extraction et délivre des ultrasons dans le milieu (Chemat et al., 2017). Les
systemes a base de sonde sont généralement préférés par rapport au systéme de bain en raison
de lintensite ultrasonore plus élevée, I'énergie fournie est concentrée dans une zone
d'échantillon spécifique générant un effet de cavitation plus efficace. Ils sont utilisés comme

un outil puissant pour I'extraction de composeés bioactifs (Kumar et al., 2021).
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Figure 11.6: Représentation graphique d’un systéme d’extraction assistée par

ultrason (Salehan et al., 2016).
(a) : systéme a sonde et (b) : bain a ultrasons

11.2.2.5. Travaux antérieurs

L’EAU a partir de fenouil a été appliqué par Moubarik et al. (2011). Une sonde a été
plongée dans le dispositif cylindrique. La puissance de sortie maximale est de 400 W/cm2 a
une fréquence de 24 kHz. La durée de traitement est réglable de 0 a 200 min et le temps de
répétition de l'irradiation est de 0,5 sec. La température du milieu d'extraction augmente
continuellement, en raison du traitement ultrasonique et afin de la maintenir a 20°C, le
dispositif cylindrique a été introduit dans un bain réfrigérant pendant tout le temps

d'extraction.

11.2.3. Extraction par fluides supercritiques

L’extraction par fluides supercritiques (EFS) est une méthode efficace pour 1’extraction
de composés thermolabiles a partir d'une matrice solide ou liquide, en utilisant des solvants
dits a propriétés critigues comme solvant d'extraction.

Plusieurs solvants peuvent étre utilisés dans EFS telles que I'éthanol, I'hexane, le
méthanol, le pentane, le butane, I'oxyde nitreux, I'hexafluorure de soufre et les hydrocarbures
fluorés. Le CO> est utilisé pour plus de 90% de l'extraction SCF des composés bioactifs
(Molino et al., 2020).

Le CO:2 a plusieurs caractéristiques et propriétés physico-chimiques uniques, car il est
non toxique et inerte avec une pression critique (7,38 MPa) a une température faible (31,1 C)
(Donelian et al., 2009).
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L'utilisation de CO. supercritique (CO,-SC) CO»-SC offre de nombreux avantages par
rapport aux méthodes conventionnelles ; son éminent coefficient de diffusion et sa plus faible
viscosité permettent une pénétration rapide dans les pores des matrices complexes en
améliorant ainsi I'efficacité de I'extraction (Molino et al., 2020).

L’EFS se déroule en deux étapes ; la solubilisation des composés chimiques présents
dans la matrice solide et leurs séparation du solvant supercritique.

Le processus de solubilisation se fait en plusieurs étapes ; la matrice vegétale absorbe le
solvant supercritique, alors sa structure cellulaire se gonfle, ses membranes et les canaux
intercellulaires se dilatent, conduisant & une baisse de la résistance au transfert de masse. Les
composés solubilisés atteignent la surface externe, qui sont ensuite transportés au solvant
supercritique (da Silva et al., 2016).

Ensuite, le solvant sort de l'extracteur transportant les composes solubilisés et par
réduction de pression et / ou augmentation de température, I'extrait devient sans solvant
(Yousefi et al., 2019). Le systéme d’extraction par fluides supercritiques est représenté dans la
figure I1.7.

L’EFS a été réalisé par Simandi et al. (1999) pour I’extraction des HEs a partir des
graines de fenouil. A cet effet, I'extracteur & EFS a été soumis a une pression de 200 bars, une
température de 313 K et un débit de CO2 supercritique de 1,67 x 10 kg / s pendant 10 min.

Dans des conditions similaires (avec quelques modification qu’ont été apportées),
plusieurs chercheurs scientifiques ont réussi a extraire les HEs a partir des graines de fenouil
(Damjanovi¢ et al., 2005; Moura et al., 2005; Rodriguez-Solana et al., 2014b; Hatami et al.,
2017; Mokhtari and Ghoreishi, 2019).

Figure 11.7: Systéme d’extraction par fluides supercritiques (Sridhar et al., 2021).
(1) : solvant ; (2) : pompe et (3) : extracteur
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11.2.4. Extraction par solvant et extraction accélérée par solvant

L'extraction par solvant (ES) est une technique de séparation sélective qui repose
simplement sur la solubilité des substances a extraire dans un solvant approprié.

L’ES peut étre réalisée par plusieurs processus différents comme la percolation qui
n’est rien d’autre que le déplacement du solvant a travers le matériel végétal; la macération
ou bien le trempage de la masse vegétale dans le solvant; I’infusion (bouillie avec un solvant)
et en fin I’enfleurage qu’est une extraction avec de la graisse chaude ou froide et qui est
principalement utilisée pour obtenir les molécules odorantes des plantes aromatiques (Khawli
etal., 2019).

L’ES est une technique largement utilisée pour 1’extraction de substances a partir de
différentes parties de fenouil ; des colorants a partir des feuilles de fenouil ont été extrait en
utilisant de I'eau comme solvant (Haddar et al., 2014). L'éthanol a été utilisé pour préparer
I'extrait de fenouil par agitation (Martati and Akmalina, 2018) et par décoction en utilisant
plusieurs solvants (Parejo et al., 2004b). La percolation a été réalisée en utilisant le méthanol
(Salami et al., 2016) et 1éthanol (Urango et al., 2021) pour I’extraction des polyphénol a
partir de fenouil.

L’extraction accélérée par solvant (EAS) n’est rien d’autre qu’une extraction par solvant
a haute pression ce qui améliore la perméabilité cellulaire. Elle est appelée également
I’extraction liquide sous pression (ELSP).

L’amélioration de la perméabilité cellulaire se traduit par I’amélioration des interactions
physiques intermoléculaires en accélérant la pénétration du ou des solvants d'extraction, et en
améliorant ainsi le transfert de masse. Les températures élevées aident également a réduire la
viscosité des solvants, ce qui facilite la diffusion du solvant dans la matrice végétale
(Machado et al., 2015).

Des équipements automatisés sont disponibles, qui permettent un contréle précis de la
température, de la pression et du temps d'extraction, avec des commodités pour I'extraction
simultanée d'un grand nombre d'échantillons, a I'abri de la lumiére et de I'oxygéne (Saini and
Keum, 2018). Un systeme d’EAS est représenté dans la figure 11.8.

L'EAS des HEs des graines de fenouil a été réalisée par Rodriguez-Solana et al. (2014a).
L'extraction a été effectuée dans une cellule en acier inoxydable en utilisant le méthanol
comme solvant. L'EAS a été également utilisé pour l'isolement des phénols et des pigments

des graines de fenouil en utilisant 1’éthanol comme solvant d'extraction (Repajic et al., 2021).
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C))

Figure 11.8: Systeme d’extraction accélérée par solvant (Fotsing Yannick

Stéphane et al., 2021).
(1) : gaz : (2) compresseur ; (3): pompe; (4) : chambre d’extraction dans un four et (5) :

collecteur des extraits.
I1.2.5. Extraction assistée par champ électrique

L’extraction assistée par champ électrique (EACE) est une méthode non thermique, elle
est basée sur I’application de courtes impulsions répétitives a haute tension pendant quelques
millisecondes (ms) sur un échantillon placé entre deux électrodes (Saini and Keum, 2018).

Le champ électrique pulsé (CEP) est utilisé dans I’extraction de composés précieux d’un
grand nombre de produits alimentaires comme les jus de fruits. La technologie CEP implique
I’application d’impulsions de tres courte durée et d’une intensité de champ électrique modéree
ou élevée a des produits placés entre deux électrodes a une température ambiante (Giacometti
et al., 2018). L’application de CEP augmente la perméabilité des membranes cellulaires par
la formation des pores favorisant I’extraction (Saini and Keum, 2018); ce phénomene
s’appelle I’¢électroporation.

L équipement CEP se compose d’un générateur d’impulsions a haute tension, d’une
chambre de traitement et des dispositifs de commande nécessaires (figure 11.9). La chambre
de traitement, dans laquelle le produit est exposé aux impulsions de champ électrique se
compose d’au moins deux électrodes, I’une en haute tension et I’autre au potentiel de terre,
séparées par un matériau isolant dans différentes configurations géométriques. Le produit
subit une force par unité de charge (le champ électrique), responsable de la rupture des
membranes cellulaires (Fotsing Yannick Stéphane et al., 2021).

Les extractions aqueuses assistées par le CEP et par une décharge électrique (DE) ont
été appliquées par Moubarik et al. (2011) sur des échantillons de fenouil. Les échantillons ont
été placés a l'intérieur d'un dispositif cylindrique entre deux électrodes en acier inoxydable

reliées a un générateur CEP (intensité : 50-1200 V/cm et nombre d’impulsions : 50-1000).
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En revanche pour la technique & DE: I'appareil expérimental consistait en une
alimentation haute tension pulsée (tension: 40 kV et nombre de décharges: 10-60). Un
échantillon de 200g de fenouil et 400g de I'eau distillée ont été introduits dans la cellule de
traitement DE sous agitation a 250 rpm, a température ambiante. Cette cellule est équipée
d'une aiguille en acier inoxydable et d'une électrode a plaque inoxydable, reliée au générateur
DE (Moubarik et al., 2011).

Une nouvelle méthode d'hydrodistillation assistée par le plasma froid (PF) avec
décharge a barriere diélectrique (DBD) a été réalisée recemment par Rezael et al. (2021). Le
PF-DBD a été utilisé comme un prétraitement pour I'extraction des huiles essentielles des
graines de fenouil, suivi d'une hydrodistillation. Le rendement en HE a été amélioré par la

génération des pores sur I'enveloppe externe de la graine de fenouil.
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Figure 11.9: Systéme d’extraction assistée par champ électrique pulsé (Sridhar et

al., 2021).
(1) : chambre de traitement ; (3) : échantillon + eau ; (5) : alimentation haute tension

pulsée

11.2.6. Extraction enzymatique

Les méthodes d'extraction assistée par enzyme (EAE) utilisent des enzymes
hydrolytiques pour briser I'intégrité structurelle des parois cellulaires afin d’améliorer le
rendement d'extraction (XU et al., 2017). Les enzymes les plus couramment utilisées sont les
cellulases, les hémi-cellulases et les pectinases ou une combinaison de celles-ci. Une
représentation schématique de I’EAE est illustrée dans la figure 11.10.

L'extraction assistée par les enzymes est une approche récente d'extraction des
substances bioactives a partir des matiéres végétales. Les enzymes sont utilisées dans le
prétraitement (avant le traitement conventionnel) pour obtenir un meilleur rendement et une

meilleure qualité (Molino et al., 2020).
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L'effet du prétraitement enzymatique sur le rendement d'extraction et la qualité de
I'huile volatile de les graines de fenouil a été évalué par Baby and Ranganathan (2016) en
utilisant diverses enzymes, a savoir des cellulases, des pectinases et des protéases. Les auteurs
ont montré que le prétraitement enzymatique entraine une augmentation du rendement en
huile de l'ordre de 11 & 22,5% par rapport a I'échantillon témoin. Révélant ainsi que la

composition chimique des huiles obtenues reste inchangée apres le prétraitement.

Fa)
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Figure 11.10: Représentation schématique de I’extraction par les enzymes.
(Sridhar et al., 2021)

11.2.7. Soxhlet

L'extraction a 1’appareil Soxhlet est une extraction liquide a la température d'ébullition
du solvant utilisé et a la pression atmosphérique. C’est 1’une des méthodes les plus courantes
de I’extraction par solvant (Saini and Keum, 2018).

L'échantillon est placé dans une cartouche qui est progressivement rempli par le solvant
contenu dans le ballon de distillation. Lorsque le liquide atteint le niveau de trop-plein (figure
11.11), le soluté revient dans le ballon de distillation. Cette opération est répétée jusqu'a ce que
I'extraction soit terminée (Luque de Castro and Priego-Capote, 2010).

L'extraction a I’appareil Soxhlet a été effectuée en trois fois avec 200 ml d'éthanol et 2 g
de graines de fenouil pendant des périodes de 6, 7 et 8 h. Aprés I'extraction, le solvant a été
évaporé par un évaporateur rotatif sous vide a 30 °C et I'extrait a été séché a 70 °C pour

éliminer le solvant résiduel (Mokhtari and Ghoreishi, 2019).
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Figure 11.11: Représentation schématique de I’extraction par I’appareil Soxhlet
(Dabbs et al., 2006).

(1) : entrée d’eau froide ; (2) : sortie d’eau ; (3) : cartouche contenue I’échantillon ; (4) :
ballon contenu le solvant et (5) : source de chaleur
I1.2.8. Hydrodistillation

La distillation implique une vaporisation en chauffant un mélange dans un ballon qui est
suivie de la condensation de la vapeur. L'HD est un systéeme de distillation standard pour
I'extraction des HEs (Chemat and Boutekedjiret, 2015).

Il est généralement équipé d'un appareil de type Clevenger pour des études a I'échelle
laboratoire (figure 11.12). Dans le procédé HD, la matiere végétale immergée dans I'eau est
chauffée dans un ballon. Par conséquent, les HEs contenues dans la matrice végétale
s'évaporent, elles seront alors entrainées vers le condenseur (Gavahian and Farahnaky, 2018).

L'HD par un appareil de type Clevenger a été réalisée par Kosar et al. (2007) pour
I’extraction des HEs a partir des graines de fenouil; 100 g de matiére végétale et 1000 ml
d'eau distillée ont été placés dans un ballon & fond rond de 2000 ml pendant une durée de 3 h.

Burkhardt et al. (2015) ont également utilisé I’hydrodistillation par un appareil de type
Clevenger pour I’extraction des HEs de graines de fenouil originaire d'Egypte. Un échantillon

de 200 g a été mélangé avec 1500 ml d'eau distillée pendant un temps de195 minutes.
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Figure 11.12: Représentation schématique de I’hydrodistillation (Silori et al.,

2019).
(a) : Hydrodistillation appareil type Clevenger et (b) : Hydrodistillation montage simple

(1) : systéme de cohobage ; (2) : Réfrigérant.
I1.3. Plans d’expérience
Il existe de nombreux types de plans, ils peuvent étre distingués par le modele (linéaire
ou quadratique, avec ou sans interactions), les contraintes sur les niveaux de facteurs, et

I'objectif de I'étude (criblage, optimisation).

I1.3.1. Généralités et définitions
I1.3.1.1. Facteur

Un facteur (grandeur d’entrée) est un parametre ou une variable dont la variation est
susceptible de modifier la réponse (Pratama et al., 2020). Les variables sont symbolisées par «

Xi ».

11.3.1.2. Réponse
La réponse (grandeur de sortie) est le critére correspond au paramétre mesuré ou
observé pour connaitre 1’effet des facteurs étudiés sur le systéme (Hibbert, 2012). La réponse

est symbolisée par « y ».

I1.3.1.3. Niveau

Les niveaux du facteur correspondent aux différentes valeurs que I’expérimentateur
décide de choisir dans son étude (Sharif et al., 2014). Les niveaux inférieurs (-1) et les
supérieurs des facteurs étudiés délimitent ce qui s’appelle le domaine d’étude (domaine

expérimental).
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11.3.1.4. Isoréponse

Les isoréponses ne sont que des représentations géométriques en trois dimensions du
modeéle sous forme des hyperboles dans le cas ou le modele est du second degré. Ces
isoréponses permettent de visualiser la région du domaine d’étude qui inclut la réponse

optimale (Sharif et al., 2014).

I11.3.1.5. Modéle

La fonction f (xX) qui relie la ou les réponses (y) et les facteurs (xi) est représentée par
une equation polynomiale. Le modele linéaire est le plus simple ; il ne décrit que les relations
linéaires entre les facteurs et les réponses. Pour déterminer la valeur optimale, des termes
quadratiques doivent étre introduits dans le modele. Il aide a identifier les relations non

linéaires entre les facteurs et les réponses (Hibbert, 2012).

I1.3.2. Etapes de I’optimisation

Le processus d’optimisation par plans d’expérience se fait en quatre principales étapes :
la phase de planification qui comprend I’identification de probléme, la sélection des réponses
et la sélection des parameétres. Suivie par la phase de la conception de plans (plans de
criblage et plans d’optimisation) (Narenderan et al., 2019). La phase d’application du plan est
la phase de la réalisation des expériences planifiées et 1’obtention des résultats. Ensuite, la
phase d’analyse et enfin la phase de la validation et de I’interprétation des résultats pour

sortir des conclusions (Pratama et al., 2020).

I1.3.3. Travaux antérieurs

Une optimisation globale de processus d'extraction se fait en deux types de plans a
savoir le criblage et I’optimisation. Le criblage a pour but d’identifier les variables les plus
significatifs avec un petit nombre d’expériences ; comme le plan factoriel complet, le plan
factoriel fractionnaire et le plan Plackett-Burman. Les plans Composite Central, Box-Behnken
et Taguchi sont des approches secondaires pour 1’optimisation qui consiste a trouver d’une
maniére fiable la relation entre les facteurs et les réponses choisis avec un minimum d’essais.
La modélisation mathématique de cette relation consiste a prédire numériquement la réponse
en fonction des facteurs.

L’optimisation de I’extraction a partir de fenouil a fait I’objet de plusieurs auteurs,
allant de simples approches (Damjanovi¢ et al., 2005), le screening par le plan Plackett-
Burman et I’optimisation par la méthodologie de surface de réponse (Akhtar et al., 2019) ou
d’autres plans tel que 1’algorithme génétique (Mokhtari and Ghoreishi, 2019) . Ces différents

travaux sont détaillés ci-dessous :
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11.3.3.1. Facteur par facteur

Cette approche consiste a varier une seule variable en gardant tous les autres facteurs
constants pendant I'expérience. Elle nécessite de lourds investissements financiers pour
obtenir des informations limitées sur la réponse et elle ne prend pas en compte d'éventuelles
interactions entre les facteurs.

Une optimisation en facteur par facteur a été réalisé par Damjanovic¢ et al. (2005) dans
le but de déterminer conditions d'extraction des HEs des graines de fenouil obtenus par le SC-
CO2. Le rendement le plus éleve en trans- anéthol a été obtenu a une pression de 100 bars,
une température de 40 ° C et un temps d'extraction de 120 min.

Angelov (2016) a également étudié I’effet de variables (composition du solvant, ratio
solide/ liquide, la température et le temps) sur I'extraction des polyphénols et des flavonoides

a partir de graines de fenouil.

11.3.3.2. Méthodologie de surface de réponses MSR

La méthodologie de surface de réponses (MSR) a deux facteurs utilise un espace a
trois dimensions ; une dimension pour la réponse et deux dimensions pour les facteurs. La
surface de réponses est donc, I’ensemble de réponses dans le domaine d’étude (Narenderan et
al., 2019).

La MSR se base sur un modele polynomial complet de deuxieme degré qui contient en
plus des effets linéaires, des effets d’interactions et des effets quadratiques (Damjanovic et al.,
2005).

La MSR a été appliquée dans I’optimisation des substances bioactives a partir de fenouil
en utilisant le plan Composite Centré (CCD) et le plan Box-Behnken (PBB) :

a. Plan Composite Centré CCD

Le plan Composite Centré (CCD) a été introduit par Box et Wilson puis Box et Hunter.
Il consiste a réutiliser les plans factoriels (complets ou fractionnaires) déja mis en ceuvre.
Cependant, les plans a deux niveaux ne peuvent conduire qu'a des modeles de réponses
linéaires (Sharif et al., 2014).

De plus, I’inconvénient des plans factoriels complets & des niveaux supérieurs a deux
est le grand nombre d'expériences a réaliser (Narenderan et al., 2019).

En effet, le CCD combine le plan factoriel a deux niveaux avec le plan en étoile et des
points centraux. L'avantage de ce plan par rapport au plan factoriel est de donner des résultats

similaires tout en réduisant le nombre d’expériences.
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Une solution consiste donc & rajouter un petit nombre de points (la partie dite "axiale”).
Ceci conduit aux plans d’expérience dits composites centrés trés utilisés en pratique (Hibbert,
2012). Un plan d’expérience composite centré pour m facteurs est constitué par :

+ la partie factorielle contenant tous les sommets du cube [-1, 1] ;

+ la partie axiale contenant tous les points situés sur les axes du repére a une
méme distance a du centre du domaine expérimental ;

+ la partie centrale contenant les réplications du centre de domaine expérimental.

Le CCD a été utilisée par Akhtar et al. (2019) pour optimiser I'extraction assistée par
micro-ondes des composés phénoliques a partir des graines de F vulgare. Les conditions
optimales étaient : une puissance de micro-ondes de 600 W pendant un temps d’irradiation de
3 min et en utilisant une poudre de 80 mm.

Des travaux plus récents sur I’application de CCD dans I’extraction des HEs de
fenouil (Rezaei et al., 2021), par la méthode d’hydrodistillation assistée par décharge a
barriére diélectrique (HADBD). Le rendement optimal (1,83 %) a été obtenu a un temps
d'exposition de 10 min et a une tension appliquée de 19 kV.

b. Box-Behnken

Le plan Box-Behnken (PBB) a été développé par Box et Behnken. Il comporte trois
niveaux. Il peut étre appliqué avec trois facteurs ou plus (Nei et al., 2007).

Le PBB a été utilisé pour optimiser les conditions d'extraction des HEs de fenouil par
deux méthodes a savoir I’extraction accélérée par solvant et la technique par le systéme
Soxhlet. La quantité maximale d'estragole a été obtenue a une température de 125 ° C,
pendant un temps de 7 min en utilisant la méthode d’extraction accélérée par solvant a 3
cycles. Le méthanol a été trouvé comme le meilleur solvant en utilisant la technique de
Soxhlet pendant 4 h de temps d’extraction (Rodriguez-Solana et al., 2014a).

Le PBB a également été utilisé pour optimiser I'extraction par fluide supercritique des
HEs a partir de graines de fenouil (Rodriguez-Solana et al., 2014b). Les conditions optimales
ont été obtenues a 24 MPa de pression, 333,15 K de température, pendant un temps
d’extraction de 3,41 h et un pourcentage de méthanol de 3%. La valeur optimale est de 1320
+ 260 mg d'estragole / kg de matiere séche.

Mokhtari and Ghoreishi (2019) ont egalement appliqué la MSR pour optimiser
I'extraction du trans-anéthol en utilisant la méthode du CO> supercritique a partir de graines

de fenouil.
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Le rendement maximal en trans-anéthol a été obtenu a une pression de 21,3 MPa, une
température de 60,2 ° C, pendant un temps d’extraction de 103 min et un débit de CO> de 1,74
ml / min.

Des travaux encore plus récents sur ’application de 1a MSR dans I’extraction des HES
de fenouil ont été réalisé par Chen et al. (2020), en utilisant la méthode dHDAM a double
condensation.

c.  Algorithme génétique

L’algorithme génétique (AG) est une méthode d’optimisation globale des processus
non-linéaires qui fait appel a des algorithmes (Selvaraj et al., 2019).

L’extraction du trans-anéthol par SFE a partir de graines de fenouil a été optimisé par la
méthode de 1’algorithme génétique (Mokhtari and Ghoreishi, 2019). Le rendement maximal
en trans-anéthol (55,50%) a été obtenu a une pression de 21,55 MPa, une température de
55,59 ° C et un débit de 1,49 ml / min de CO2 pendant 96,38 min d’extraction.
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Chapitre III. Séchage et caractérisation des poudres
III.1. Introduction

La partie expérimentale est consacrée a la présentation des techniques utilisées et
I’interprétation des résultats obtenus. Cette partie comprend deux chapitres dont le premier
traite les résultats de séchage et de la caractérisation des poudres de F. vulgare (racines,
bulbes, tiges feuilles et graines) et le deuxiéme chapitre est consacré aux résultats de
I’extraction et la caractérisation des extraits obtenus.

Dans le chapitre « séchage et caractérisation des poudres », deux axes sont envisageés :

+ Détermination de la composition en métabolites primaires des différentes parties de F.
vulgare et la caractérisation des poudres par spectrométrie infrarouge a transformée de
Fourier a réflexion totale atténuée ( FTIR-ATR).

+ Cinétique de séchage par quatre méthodes distinctes pour les différentes parties de F.
vulgare et étude des corrélations permettant de comprendre 1’effet des méthodes de
séchage sur les poudres obtenues.

Dans le chapitre « extraction et caractérisation des extraits », deux grands axes sont
également envisagés:

+ Optimisation par plan d’expérience de 1’extraction des CPT en utilisant PEAU et
caractérisation des extraits par la méthode chromatographique a haute performance
(HPLC).

+ Optimisation par plan d’expérience de I’extraction des HES en utilisant ’'HDAM et
caractérisation des extraits par les méthodes FTIR-ATR et la chromatographie en
phase gazeuse (CPG).

[11.2. Matériel et méthodes
I11.2.1. Choix de la matiére végétale

Le fenouil est la matrice végétale sélectionnée pour cette étude en raison de plusieurs
critéres économiques et écologiques. On se basant sur des données scientifiques, le fenouil est
une plante aux multiples vertus et usages ; Elle est riche en substances bioactives (CPT et
HES) et en nutriments (fibres, minéraux et vitamines).

Les travaux antérieurs sur cette plante dans plusieurs régions au monde ont marque des
différences en rendement d’extraction (Rdt) et en composition chimique en utilisant
différentes techniques d’extraction (Krizman et al., 2007; Roby et al., 2013; Hughes et al.,
2015) .

C’est dans ce sens, que s’est tracé le but de cette étude qui est d’optimiser les conditions

d’extraction et de caractériser la variété locale de fenouil.
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Selon les données de I’institut technique des cultures maraichéres et industrielles en
Algérie, le fenouil doux ou F. vulgare var dulce est la variété locale la plus cultivée et la plus
consommeée en Algérie.

En Algérie, le semis des graines se fait en mois de Juin a Septembre et la récolte de
légume se fait généralement 3 a 4 mois apreés le semis. Ce légume est disponible sur le marché
pratiquement durant toute I’année. En plus, la culture de fenouil est facilement abordable
économiquement et techniquement.

I11.2.2. Traitements du mateériel végétal

La plante entiere de fenouil a été récoltée manuellement a EIl ASNAM dans la région de
Bouira. Les caractéristiques géographiques et bioclimatiques de la région de récolte
sont représentées dans le suivant :

Tableau I11.1 : Caractéristiques géographiques et climatiques de la région de récolte

Longitude (Est) Latitude Altitude (m) Etage bioclimatique
(Nord)
4° 00’ 50" 36°19' 16" 425 m Semi-aride : chaud et sec (été)

Froid et pluvieux (hiver)

Les feuilles, les tiges, le bulbe et les racines ont été séparés manuellement, puis lavés
sous I’eau courante, ensuite avec de ’eau distillée afin d’éliminer toutes les impuretés. Les
graines seches ont été également triées en éliminant tous ce qui est débris ou graines
étrangeres.

Une fois séchée, la matiere vegeétale est broyée a 1’aide d’un broyeur électrique. Les
poudres obtenues apres broyage ont été tamisées avec un tamiseur électrique, afin d’obtenir
une poudre fine et homogeéne de granulométrie inférieure a 125 pm.

Enfin, les poudres obtenues sont conservées dans des bocaux en verre hermétiquement
fermés et stockés a 1’abri de la lumiére.

Les différentes étapes du traitement de la matiére végétale sont résumées dans la

figure 111.2.
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(1) : Plante entiére apres la récolte et Separation des différentes parties apres lavage

(4) : Racines (5) : Séchage des différentes parties

(6) : Broyage et tamisage (7) : Conservation des poudres

Figure 111.1: Photographie des étapes du prétraitement de la matiére végétale
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111.2.3. Composition chimique
[11.2.3.1. Détermination du taux d’humidité

Le principe de la détermination de taux d’humidité (TH) consiste a prendre une masse
de I’échantillon et 1’apporter a une température de 103°C a I’étuve jusqu’a ce que la masse
devienne constante.

Le TH est calculé selon la formule suivante :

M1-M2
M1

TH(%) = x 100 ... (Equation 111.1)
D’ou:
TH(%): Taux d’humidité en pourcentage.
M1 : Masse de 1’échantillon avant séchage.
M2 : Masse de I’échantillon apres séchage.
I11.2.3.2. Détermination de taux de matiére seche
Le taux de matiére séche (TMS) a été déterminé par 1’équation ci-dessous :
TMS (%) = 100 — TH(%) ... (Equation I11.2)
D’ou:
TMS (%): Taux de matiere séche en pourcentage.

TH (%): Taux d’humidité en pourcentage.
I11.2.3.3. Détermination de la teneur en cendres

La détermination de la teneur en cendres (TC) est basée sur la destruction de la matiére
organique dans un four a moufle; a une température de 500° C pendant 5 a 6 heures (Udo et
al., 2018). 1g de matiére seche a été pesé dans un creuset et placé dans le four. Apres
refroidissement le creuset a été retiré et pesé a nouveau.

La TC est calculée selon la formule suivante :

M 2 ,
TC (%) = — = % 100 ...(Equation IIL.3)
D’ou:

TC (%) : Taux en cendres en pourcentage.

M1 : Masse de I’échantillon avant I’incinération (masse séche).
M2 : Masse de 1’échantillon apres 1’incinération.
111.2.3.4. Détermination de la teneur en matiere grasse
Un systeme conventionnel de Soxhlet a été utilisé pour la détermination de la teneur
en matiére grasse (TMG) dans les échantillons de fenouil. Une quantité de 25g de la matiére
vegétale seche a été placés dans la cartouche d’extraction, selon la méthode décrite par
Vonapartis et al. (2015).
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Un volume de 200 ml d’hexane a été mis dans le ballon puis porté a ébullition et les
vapeurs se condensent dans le réfrigérant. Apres 5 heures d’extraction, un évaporateur rotatif
a été utilisé pour 1’élimination de I’hexane.

L’appareil est mené d’une pompe a vide permettant une évaporation sous vide.
Pendant 1’évaporation le ballon est chauffé et mis en rotation. L’appareil est muni d'un
réfrigérant avec un ballon-collecteur du condensat (figure 111.3).

La TMG est calculée selon la formule suivante :

M1-M2
MS

TMG(%) = x 100 ... (Equation 111.4)
D’ou:

TMG (%): Teneur en matiére grasse en pourcentage;

M1 : Masse de I’extrait avant évaporation de I’hexane;

M2 : Masse de I’extrait apres évaporation de 1’hexane;

MS : Masse de I’échantillon en poudre (mati¢re séche).
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(@) : Extraction des lipides par Soxhlet (b) : Elimination du solvant par le Rotavapor

Figure 111.2: Détermination de la teneur en matiere grasse
I11.2.3.5. Détermination de la teneur en protéines
La méthode de kjeldahl a été utilisée pour la détermination de I’azote organique qui est
la méthode de référence pour déterminer la teneur en protéines (Embaby and Rayan, 2016).
Une prise d’essai de 0,5 g de poudre de chaque partie de la plante a été traitée selon les étapes

suivantes :
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a.  Minéralisation
La prise d’essai a été ajoutée dans le tube de minéralisation avec 2 comprimés Kjeltabs
et 15 ml d’acide sulfurique. Le mélange a été laissé au repos pendant 10 minutes. La
minéralisation a été réalisée pendant une heure et 30 minutes a 400° C. Apres le
refroidissement la couleur verte des tubes devient blanche (figure 111.4 (a)). La réaction entre
la fraction protéique et 1’acide sulfurique produit essentiellement du sulfate d’ammonium

selon I’équation suivante :
Protéine + H,S0, » (NH,),S0, ... (Equation III. 5)

b.  Distillation
Passant du minéralisateur au distillateur, 80 ml d’eau distillée ont été ajoutés aux tubes
contenant le minéralisat. Apres 1’alcalinisation des tubes en introduisant automatique 70 ml de
soude a 40%, la couleur rose d’acide borique devient verte (figure 111.4 (b)). L addition de la

soude produit I’ammonium selon I’équation:

(NH,), S0, + 2NaOH - Na, SO, + 2H,0 + 2NH; ... (Equation IIL 6)

L’ammoniac est entrain¢ avec la vapeur d’eau, condensé et incorporé dans une solution
d’acide borique contenant un indicateur coloré, il se forme du borate d’ammonium donnant
une couleur verte a la solution basique :

2NH; + H;BO; —» 2NH, + HBOj ... (Equation III. 7)
C. Titration
Le contenu de I’erlenmeyer a été titré avec de ’acide chlorhydrique a 0.IN. La
quantité de sel formé est proportionnelle aux protéines de départ (figure 111.4 (c)). La quantité
de I’azote contenue dans les échantillons est calculée par la formule suivante :

(Te-Tb)+«Normalité de I'HCl+14
PE

Taux d'Azote (%) = ... (Equation III. 8)
D’ou:

e . Titre de I’échantillon ; Ty : Titre du blanc.

PE : Masse de la prise d’essai.

La teneur en protéines déterminee par la méthode de de kjeldahl est calculée par la

formule suivante :
TP (%) = Taux d'Azote (%) = 5,70 ... (Equation III. 9)

D’ou:

TP (%) : La teneur en protéine exprimée en pourcentage; facteur d’azote = 5,70.
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(@) : Minéralisation (b) : Distillation (c) : Titration

Figure 111.3: Détermination de la teneur en protéines
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I11.2.3.6. Détermination des fibres totales

La teneur en fibres totales (TFT) est déterminée selon la méthode décrite par D’ Heer et
al. (2000). Un volume de 100 ml d'acide sulfurique a 1, 25% a ét¢ ajouté a 1g de 1I’échantillon.
Aprés 30 min d’ébullition, un lavage en triple a été effectué avec 30 ml d'eau distillée chaude.
100 ml de NaOH (0,313N) ont été ajoutes et le mélange est de nouveau porté a ébullition
pendant 30 min puis filtré et lavé en triple avec 30 ml d'eau distillée chaude et en fin un
dernier lavage a l'eau distillée froide. Apres un séchage a 105 ° C jusqu'au poids constant, le
poids des residus filtrés et sechés a été mesuré. Puis les creusets ont été places dans un four a
moufle & 550 ° C pendant cing heures et repesé apres refroidissement (poids de cendres dans
les résidus). La TFT est calculée par la formule suivante :

TFT(%) = (Mg — M) * 100 ... (Equation I11. 10)

D’ou:

TFT (%) : Lateneur en fibres totales exprimée en pourcentage ;

Mg: Le poids des résidus filtrés et sechés ;

Mg: Le poids des cendres.
I11.2.3.7. Détermination de la teneur en glucides

La teneur en glucides (TG) a été estimée par différence des teneurs en eau, cendres,
protéines et lipides (Danhassan et al., 2018). Elle est calculée par la formule suivante :
TG (%) = 100 — (TH + TC + TP + TMG) ... (Equation III.11)

D’ou:

TG (%) : Teneur en glucides;

TH: Taux d’humidité;

TC: Taux de cendres ;

TP : Teneur en protéines ;

TMG : Teneur en matiere grasse.
I11.2.3.8. Calcule de la valeur énergétique

La valeur énergétique de chaque partie de fenouil est calculée par la multiplication des
teneurs en (protéines, carbohydrates et lipides) en g par leurs valeurs caloriques respectives.
La valeur énergétique est calculée par 1’équation 111.12. Elle est donnée en kcal/100 g MF
(Calejaetal., 2015).

Valeur énergétique = (4« TP) + (4 * TG) + (9  TMG) ... (Equation II1. 12)
D’ou : TP : Teneur en protéines ; TG : Teneur en glucides et TMG : Teneur en matiére

grasse.
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I11.2.4. Caractérisation des poudres par spectroscopie infrarouge

L’objectif de 1’application de la spectroscopie infrarouge (IR) dans cette partie est de
comparer la structure ainsi que la composition chimique des différentes parties de fenouil. Les
spectres d'absorption permettent de caractériser les liaisons entre les atomes et leur mode de
vibration dans le but de caractériser la molécule par la détermination de I’ensemble des
groupements fonctionnelles qui la constituent.

Le domaine IR (400 et 4000 cm™) correspond au domaine d’énergie de vibration des
molécules. La matiere a analyser absorbe le rayonnement IR et enregistre alors une
diminution de I’intensité réfléchie ou transmise lorsque la longueur d’onde apportée par le
faisceau lumineux est voisine de 1’énergie de vibration de la molécule ce qui permet
d’effectuer I’analyse des fonctions chimiques dans le matériau via la détection des vibrations
(Selvaraj et al., 2019).

La figure 111.5 représente le matériel utilisé dans la caractérisation des poudres par la
méthode FTIR- ATR. L'utilisation d'un accessoire a réflectance totale atténuée (ATR) est plus
adaptée pour l'analyse de la composition et de la structure des constituants phytochimiques
des poudres. Les poudres & analyser ont été mises en contact avec le cristal (figure (a)).
Chaque échantillon a été scanné dans une plage de nombres d'ondes de 4000 a 400 cm™ avec

une résolution de 2 cm™. Les spectres ont été traités par un logiciel intégré (OMNIC).

(@) ATR (b) Spectrometre FTIR

Figure 111.4: Spectroscopie infrarouge.
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I11.2.5. Cinétique de séchage

Une étude comparative entre quatre méthodes de séchage des différentes parties de la
plante a été réalisée en termes de cinétique de séchage, rendement d’extraction, teneurs en
polyphénols et flavonoides totaux et d’activité antioxydante.

Trié, nettoyé et coupé en morceau, des quantités de 5g de matériel végétal frais ont été
placé dans des boites de pétri ou des coupelles en Aluminium. Ces échantillons ont été séchés
par quatre méthodes a savoir le séchage a 1’air libre, a 1’étuve, par microonde et la
lyophilisation.

La cinétique de séchage a été réalisée par la prise du poids de I’échantillon séché dans
un intervalle du temps jusqu’au poids constant. Puis elle est présentée en tragant 1’évolution
de la perte en masse en fonction de temps de séchage.

[I1.2.5.1. Séchage a ’air libre

Les échantillons ont été étalés dans des coupelles en Aluminium, puis laissés a I’air
libre (AL) dans une salle aérée et particllement a 1’abri de la lumiére. La pesée a été faite
chaque 24 heures jusqu’au poids constant.

I11.2.5.2. Séchage a I’étuve

Les échantillons coupés en petit morceaux ont été placés a 1’étuve dans des boites de
pétri a différentes températures (40, 60, 80, 100 et 120 °C).
I11.2.5.3. Séchage au micro-onde

Les différentes parties de fenouil ont été découpées en fines tranche de diamétre
homogeéne, étalées sur une boite de pétri puis mises sur 1’assiette tournante du micro-onde a
différente puissances (100,300, 500, 700 et 900W). La cinétique de séchage a été réalisée en
suivant la teneur en eau (la perte de masse) en fonction du temps.

I11.2.5.4. Séchage par lyophilisateur

Chaque partie de la plante a été coupée en petites morceaux de taille homogene puis
mise dans le congélateur dans des sacs de congélation bien fermés pendant 24 heures. Les
échantillons congelés ont été étalés sur des boites de pétri dans un lyophilisateur (LY)
jusqu’au point constant a -50°C et & 0.01 bar.

111.2.6. Effets des méthodes de séchage

Afin de mieux comprendre I’effet des différentes méthodes de séchage sur 1’extraction
des CPT, différents parametres ont été analysés. Des études statistiques ont été menées dans le
but de déterminer les corrélations possibles entre les différentes familles des composés dosées

et entre ces composes et l'activité antioxydante testée.
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Aprés une extraction, les parameétres analysés sont : le rendement d’extraction (Rdt),
I’indice des polyphénols (IP), les teneurs en CPT, flavonoides totaux (FT) et les tanins totaux
(TT) ainsi que la capacité de piégeage du radical DPPH.

I11.2.6.1. Extraction des composés phénoliques totaux

Une extraction des CPT dans un bain & ultrason a été réalisée pendant 30 min en
utilisant 1’éthanol 50% ; pour les poudres obtenues dans les différentes conditions de séchage
ainsi que pour les échantillons frais (EF).

Les extraits ont été centrifugés a une vitesse de 3000 tr/min et le surnageant a été filtre.
Le filtrat a été ensuite conservé au réfrigérateur pour les dosages ultérieurs (Sarra et al.,
2019).

II1.2.6.2. Rendement d’extraction

Les extraits de fenouil ont été pesés avant et apres élimination du solvant d’extraction

selon la méthode décrite par Hosseini et al. (2016a). Le rendement d’extraction est calculé par

la formule suivante:

Rdt (%) = 7> x 100 ... (Equation 111.13)

D’ou:

Rdt (%): Rendement d’extraction en pourcentage ;

M1 : Masse de ’extrait sec ;

M2 : Masse de la matiére végétale séche.
I11.2.6.3. Indice des polyphénols

L’IP a été déterminé par une mesure spectrophotométrique. Les extraits de fenouil ont
été dilués d’une fagon adaptée et les absorbances ont eté mesurées a 280nm (Dua et al.,

2013). L’indice de polyphénol est calculé par la formule ci-dessous :

IP = Aygo * FD ... (Equation 111.14)

D’ou:

IP : Indice des polyphénols ;

Azso : Absorbance de ’extrait a 280nm ;

FD : Facteur de dilution.
[11.2.6.4. Dosage des composeés phénoliques totaux

La teneur en composés phénoliques totaux (CPT) a été déterminée par la méthode

décrite par Abaza et al. (2011). Un volume de 500 pl d’extrait a été additionné de 2,5 ml de
réactif de Folin—Ciocalteu dilué¢ a (1/10). Aprés 2 mn d’incubation a 1’obscurité, 2 ml de

carbonate de sodium (7,5%) sont ajoutes.
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L’absorbance a ét¢é mesurée au spectrophotométre a 760 nm aprés 15 minutes
d’incubation au bain marie & 50°C et un refroidissement direct dans un bain de glace. La
concentration des polyphénols totaux a été calculée a partir de 1’équation de régression de la
courbe d’étalonnage établie avec le standard étalon d’acide gallique (annexe I) et exprimeée en
milligrammes équivalents d’acide gallique par gramme de la matiere seche (mg EAG/Q).
I11.2.6.5. Dosage des flavonoides

Selon la méthode de Proestos et al. (2006), la teneur en flavonoides totaux (FT) a été
déterminée par la complexation de ces derniers en présence de chlorure d’Aluminium. La
teneur en FT contenue dans I’extrait a €té calculée par référence a une courbe d’étalonnage
établie avec le standard Rutine (annexe 1) et exprimée en milligrammes d’équivalents de
Rutine par gramme de la matiere seche (mg ER/g).

I11.2.6.6. Dosage des tanins

La teneur en tanins (TT) a été mesurée par la méthode colorimétrique de Bhuyan et al.
(2015). Cette méthode est basée sur la capacité de la vanilline a réagir avec les unités de
tanins en présence d'acide pour produire un complexe coloré mesuré a 500 nm. Une gquantité
de 200 pL d'extraits a été ajoutée a la solution vanilline a 4 % dans du méthanol acidifié par le
HCI a 37 %. Les absorbances des extraits ont été mesurées aprés incubation pendant 20
minutes dans I'obscurité. Les teneurs en TT ont été calculées par référence a une courbe
d’étalonnage établie avec le standard Catéchine (annexe I).

Les résultats ont été exprimés en milligrammes d’équivalents de catéchine en par
gramme de la matiere séche (mg EC/qg).

I11.2.6.7. Capacité de piégeage du radical DPPH®°

Le pouvoir antioxydant des extraits de fenouil a été déterminé par la méthode du
piégeage du radical libre DPPH® (De Marino et al., 2007b). Pour 100 pl d’extrait, 3ml de la
solution de DPPH® (60 uM) ont été ajoutées. Apres une incubation de 20 mn a obscurité,
I’absorbance a été mesurée a 515nm. Le pouvoir antiradicalaire de I’extrait est exprimé en
pourcentage d’inhibition du radical DPPH° par la formule suivante :

% d'inhibition de DPPH = [A() — A(¢))/A(0] % 100 ... (Equation III. 15)
A(c) est I’absorbance de la solution de DPPH et le solvant d’extraction ;
A(E) est I’absorbance de I’extrait.
I11.2.7. Analyses statistiques
Les différentes analyses ont été effectuées en triplicata et les résultats obtenus sont

exprimés en moyenne + écart-type.

52



_ Partie 2 : Etude expérimentale
Chapitre 111: Séchage et caractérisation des poudres

L'analyse de la variance a une seule voie (ANOVA) a été appliquée pour la comparaison
des moyennes des différents parametres analysés, la différence est significative a p<0,05.

La comparaison multiple (MANOVA) a été appliquée pour 1’étude de I’effet des
méthodes de séchage sur les différents parametres de toutes les parties de la plante. Le test de
comparaison multiple de Tukey au seuil de 5% a été appliqué.

L’analyse en composante principales (ACP) a été effectuée par une analyse des
corrélations linéaires entre les variables dans un nouvel espace en utilisant une nouvelle
matrice. Les visualisations graphiques des distances entre les individus ont été interprétées en
se basant sur les corrélations et les cordonnés des paramétres dans deux dimensions qui ont
été déterminés par le calcul des valeurs propres et des variances.

La classification hiérarchique a été effectuée en se basant sur les résultats de I’ACP afin
de montrer le degré de similarité entre les variables.

I11.3. Résultats et discussion
I11.3.1. Composition chimique

Les résultats de la composition chimique des différentes parties de fenouil sont
représentés dans le tableau I11.2 (les valeurs sont exprimée en @g/100 g de MF). La
composition chimique des racines, bulbes, tiges, feuilles et graines concerne les teneurs en:
eau, matiére séche, cendres, matiére grasse, protéines, fibres et en glucides.

Tableau I11.2: Composition chimique et valeur énergétique des parties de Foeniculum

vulgare
Racines Bulbe Tige Feuilles Graines

TH (%) 82,310+0,649° 93,268+0.061° 89,933+0,115" 82,382+0,728¢ 7,772+0,051¢
MS (%) 17,690+0,649° 6,732+0,182¢  10,067+0,115¢ 17,618+0,727° 92,228+0,104
TC (%) 1,144+0,076° 0,800+0,092¢  1,352+0,072° 2,640+0,038° 7,920+0,204
TMO (%) 98,856+0,076" 99,200+0,092% 98,648+0,072° 97,360+0,038 92,080+0,204°
TMG (%) 0,179+0,001° 0,061+0,001°® 0,121+0,001° 0,213+0,051° 1,863+0,002
TP (%) 1,069+0,012¢ 0,761+0,025¢  0,571+0,010° 3,845+0,042" 15,848+0,006°
TFT (%) 3,609+0,300°  1,075+0,053°  1,819+0,053" 2,644+0,058° 20,567+0,265°
TG (%) 15,298+0.030° 5,111+0.015°  8,023+0,038¢ 10,920+0,011¢ 66,598+0,0272
Valeur 67,077+0,25° 24,032+0,12°  35,463+0,15% 60,976+0,15° 346,549+0,25?

énergétique
Kcal/100g MF
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I11.3.1.1. Taux d’humidité et de matiere séche

Le bulbe est la partie de la plante qui contient plus d’eau (93,268+0,061 %) et
effectivement moins de matiere séche, suivi par les tiges puis par les feuilles et les racines
(sans différence significative entre feuilles et racines (p>0,05)) et en fin les graines qui
montrent la plus faible valeur (7,772+0,051 %).

Barros et al. (2010) ont montré que les parties feuilles et tiges révelent les teneurs en
humidite les plus élevees (76,36 et 77,46% respectivement), tandis que les inflorescences ont
montré la teneur la plus faible (71,31 %). La teneur en eau des feuilles de deux variétés de
fenouil analysée par Senatore et al. (2013), varie entre 83 et 86%. Les graines quant a elles
montrent des valeurs faibles en humidité, qui sont de 8,39 % (Kaur and Arora, 2010), 6,24 %
(Bukhari et al., 2014) et de 6,3 % d’apres Fahim et al. (2021).

I11.3.1.2. Taux de cendres et de matiere organique

Les graines sont les plus riches en cendres (7,920+0,204%) et les bulbes sont les plus
faibles (0,800+0,092%), sans différence significative entre les racines et les tiges (p>0,05).
Inversement, la matiere organique est plus abondante dans les bulbes.

Les résultats trouvés par Barros et al. (2010) ont démontré que la teneur en cendres la
plus élevée a été trouvée dans les feuilles tandis que la valeur la plus basse a été trouvée dans
les tiges. Des teneurs en cendre de 12,97 % (g/100g MF) (Bukhari et al., 2014) et de 9,8 %
(9/100g MS) ont été trouvées dans les graines (Kaur and Arora, 2010).

I11.3.1.3. Teneur en matiére grasse

La matiére grasse présente en quantité plus importante dans les graines (1,863+0,002) et
plus faible dans les autres parties. Les teneurs en matiére grasse dans les racines, bulbes, tiges
et les feuilles ne difféerent pas significativement (p>0,05). Il ressort également a travers
I’observation de ces résultats que les lipides sont les macronutriments les moins abondants
dans toutes les parties de fenouil.

Les inflorescences ont révelé la teneur en matiéres grasses la plus elevée (1,28 %) parmi
toutes les parties (Barros et al., 2010). Selon une autre étude, les graines de fenouil

contiennent jusqu’a 9,76 % de matiere grasse (Bukhari et al., 2014).

[11.3.1.4. Teneur en protéines

Les parties les plus riches en protéines sont les graines avec une valeur de
15,848+0,006 %, suivie par les feuilles, racines, bulbes et en fin les tiges ; qui donnent des
teneurs estimées respectivement a 3,845+0,042 %, 1,069+0,012 %, 0,761+0,025 % et

0,571+0,010 %.
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Les travaux menés par Barros et al. (2010) montrent que les teneurs en protéines sont
plus élevees dans les inflorescences et les racines (1,37 et 1,33%, respectivement), puis dans
les feuilles et les tiges (1,16 et 1,08%, respectivement). Selon Malhotra (2012), le bulbe de
fenouil cru contient 1,24 % de protéine, tandis que les graines contiennent 15,8%.

Les résultats obtenus par Bukhari et al. (2014) montrent que les graines de fenouil
contiennent une teneur en protéines de 9,38 %. En revanche, selon Ibrahim and El-Khateeb
(2013) et Kaur and Arora (2010), les graines contiennent , respectivement des teneurs en
protéines de 23,19% et de 15,68% dans la matiére séche. Le résidu de distillation séché des
graines de fenouil contient 14 a 22 % de protéines (Malhotra, 2012).

La variation de la teneur en protéines est nettement visible entre les résultats des
différents travaux. Cela peut étre d0 a la méthode analytique utilisée et a 1’expression des
résultats obtenus.

I11.3.1.5. Teneur en fibres totales

Les graines sont les plus riches en fibres avec une valeur estimée a 20,567+0,265 %,
suivies par les racines, feuilles, tiges et en fin les bulbes; qui enregistrent des valeurs plus
faibles. Les résultats obtenus des teneurs en fibres dans les graines sont supérieurs a ceux
trouvés par Kaur and Arora (2010), Ibrahim and El-Khateeb (2013) et Bukhari et al. (2014) et
qui sont respectivement de (14,80, 17,51 et 18,21 %). Selon Malhotra (2012), les graines
contiennent 15,7 % de fibres par MF. Tandis que, le bulbe cru contient 3,1%.

I11.3.1.6. Teneur en glucides

Les résultats obtenus montrent que les glucides se trouvent en abondance dans les
graines (66,598+0,027 %). Ces résultats rejoignent ceux trouvés par Omer et al. (2013) qui
constatent que les graines de fenouil sont riches en glucides totaux (61,0 %) et faibles en
sucres solubles totaux (7,6 %). Barros et al. (2010) ont également constaté que les sucres
simples se présentent en plus petites concentrations dans les feuilles. Par ailleurs, les
carbohydrates sont les macronutriments les plus abondants dans le fenouil notamment
I’amidon et la cellulose.

I11.3.1.7. Valeur énergétique

Les résultats obtenus par 100g de matiere fraiche montrent que les graines sont les plus
énergétiques (346,549+0,25 Kcal/100g) et les bulbes sont les moins énergétiques de toutes les
parties (24,032+0,12 Kcal/100g).

Une moyenne de 94 Kcal a été calculée pour un échantillon de 100 g de MS contenant

toutes les parties de fenouil (Pousses, feuilles, tiges et inflorescences).

55



_ Partie 2 : Etude expérimentale
Chapitre 111: Séchage et caractérisation des poudres

Les valeurs les plus élevées ont été obtenues pour les inflorescences, tandis que les
feuilles et les tiges ont donné la plus faible contribution énergétique (Azeez, 2008).

Selon Malhotra (2012), Une quantité de 100 g de graines de fenouil présente une valeur
énergétique d'environ 1440 kJ (344.1683 kcal). La valeur nutritionnelle pour 100 g de bulbe
de fenouil cru est de 130 kJ (31kcal).

Au vu de ces résultats, il est a retenir que les teneurs les plus élevées en matiére seche
sont observées dans les graines ; en enregistrant les meilleures valeurs en protéines, glucides
et lipides. En effet, la valeur énergétique la plus élevée est donnée par les graines.

Les protéines, lipides et les glucides contribuent a la teneur énergétique totale tandis
que, I'eau et les cendres contribuent au poids total ; comme c’est le cas des bulbes, qui malgré
sa richesse en éléments nutritifs, donnent la plus faible valeur énergétique.

Les carbohydrates représentent les macronutriments les plus abondants dans la plante.
Les glucides sont importants en tant que composés de stockage d'énergie et également en tant
que composés structuraux majeurs dans les parois cellulaires ; I’amidon est une forme de
stockage de I'énergie et la cellulose est un polysaccharide structurel qui constitue le
composant majeur des parois cellulaires.

Les résultats révelent également que les sous-produits de fenouil, généralement non
comestibles, renferment des quantités importantes de composés nutritifs susceptibles d’étre

valorisés et exploités a plusieurs échelles.

[11.3.2. Caractérisation des poudres par FTIR-ATR

La figure 111.6 représente les spectres IR des poudres des tiges (a), des graines (b) et des
feuilles (c). Les spectres permettent de déterminer les différents groupes chimiques présents
dans les poudres analysées par attribution des longueurs d’onde d’absorption aux
groupements chimiques caractéristiques, par référence aux tables intégrées et aux données
trouvées dans la littérature.

L’intensité de I’absorption a la longueur d’onde caractéristique permet également de
faire une quantification relative dans I’ensemble de I’échantillon. Alors que, la superposition
des trois spectres permet de voir la différence dans la composition des différentes parties
(apparition ou disparition de quelques spectres).

Les bandes d’absorption les plus intenses des poudres sont comparées aux données de la
littérature dans le but d’identification des composants majoritaires de chaque partie (Guiliano
et al., 2006; Cebi et al., 2017; Akwu et al., 2019; Durak and Depciuch, 2020).
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[11.3.2.1. Bandes d’absorption IR et composition chimique des tiges

Le spectre (a) présente d’intenses bandes vibratoires a 508,48 cm?, 589,11 cm™,
12024,78 cm™ et & 540,57 cm™. Ces bandes intenses sont attribuées aux principaux
constituants dans les tiges.

Les bandes d’absorption a 600-500 cm-1 correspondent a la déformation des liaisons
C-H dans les constituants phénoliques. Tandis que, le pic a 1200 cm™correspond aux
vibrations d'étirement (C-O) des carbohydrates (C-O de [I’acide carboxylique dans
1’hémicellulose).
[11.3.2.2. Bandes d’absorption IR et composition chimique des graines

Les pics les plus intenses pour les graines (b) sont observés a 1027,90 cm, 601,62
cm?, 2918,81 cm? et a 1598,81 cm™. En plus des liaisons C-H dans les constituants
phénoliques (& 600cm™), le pic intense & 1598 cm™ correspond aux vibrations des liaisons
C=C dans les composés aromatiques. Le pic intense a 1027 cm™ correspond & 1’étirement C—
O dans la cellulose. Tandis que, le pic a 2918 cm™ est caractéristique des vibrations
d'étirement asymétrique (C-H) du groupe méthyléne des composés aliphatiques dans les
lipides.
[11.3.2.3. Bandes d’absorption IR et composition chimique des feuilles

Le spectre des feuilles (c) montre des pics intenses a 509,98 cm™, 504,58 cm™, 521,41
cm? et 543,13 cm™. Ces pics intenses sont attribués a la déformation des liaisons C-H dans
les constituants ayants des anneaux benzéniques. Ces bandes sont associées aux groupements
chimiques des principaux constituants phenoliques dans les feuilles.

En effet, les spectres des trois parties ont tous un profil relativement proche avec des
intensités d’absorption différentes. Néanmoins, certaines différences peuvent étre observées :

Des pics a 2113 cm-! et a 1742 cm-! sont observés uniquement dans les graines (pics
moins intenses). Le pic a 1742 cm™est caractéristique des liaisons C=C des groupements
carbonyles dans les esters.

La présence de la bande 2880-2849 cm-! dans les tiges et les feuilles seulement et son
absence dans les graines (trés faible intensité). Cette bande correspond a la déformation des
liaisons C-H des chaines aliphatiques des carbohydrates.

La présence d’un pic a 2918 cm™ seulement dans les graines. Ce pic est attribué aux
vibrations d'étirement asymeétriques et symeétriques des groupes fonctionnels CH3, CH2 et CH

dans les lipides.
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La présence des bandes a 600-500 cm™ dans les trois parties qui est prédominante et
plus intenses dans les feuilles. Cette bande représente les constituants phénoliques.

On peut donc conclure que les poudres des différentes parties de fenouil sont des
mélanges complexes de composés organiques et inorganiques qui présentent des
caractéristiques spectrales distinctives dans le domaine infrarouge.

Des techniques d’analyses ¢lémentaires et complémentaires a I’IR seront donc

envisageables pour I’identification chimique.

I11.3.3. Cinétique de séchage
L’étude de la cinétique de séchage a pour but de déterminer I’influence des conditions

de la méthode de séchage sur I’efficacité et la durée de séchage.

[I1.3.3.1. Cinétique de séchage a I’air libre
Les résultats de la cinétique de séchage a I’AL sont donnés dans la figure 111.7, qui
représente les variations de la perte en eau en fonction de temps pour chaque partie de fenouil.
Le tableau I11.3 inclut les teneurs de perte en eau finale et la durée de séchage obtenus
pour chaque partie de fenouil.

120 .
== Feuilles

§ 100 =B—-Tiges
S 80 Bulbes
§ 60 =>=Racines
[«b]
£ 40
(5]
& 20 *

0 |

0 2 4 6 8
Temps de séchage (jour)

Figure 111.6: Evolution de la perte en eau en fonction de temps de séchage a I’air
libre

Tableau I11.3 : Résultats de la perte en eau finale et la durée de séchage a I’air libre des
différentes parties de Foeniculum vulgare

Parties Perte en eau finale Durée de séchage
(%) (Jours)
Racines 18,511+0,356° 3
Bulbes 7,698+0,104¢ 3
Tiges 9,557+0,734° 4
Feuilles 21,378+1,7812 4
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Les résultats de la figurelll.7 permettent de constater que la cinétique de séchage de
fenouil a I’AL dépend de la partie étudiée. L’effet de séchage a I'AL est plus important sur les
bulbes (la perte en eau finale est de 7,698+0,104 %), suivi par les tiges, racine et en fin les
feuilles (9,557+0,734, 18,511+0,356 et 21,378+1,781%, respectivement).

En termes de temps de séchage, les résultats démontrent que les bulbes et les racines se
séchent en un temps plus court (03 jours), Tandis que, les tiges et les feuilles atteignent leurs
poids constants au quatrieme jour de séchage.

Le processus de séchage a I’AL est caractérisé par une diminution progressive de la
teneur en eau avec le temps, suivi par la suite d'une stabilisation, pour atteindre une valeur
constante.

[11.3.3.2. Cinétique de séchage par lyophilisateur

La variation de la perte en eau en fonction du temps de lyophilisation pour les
différentes parties de fenouil est représentée dans la figure I11.8. La perte en eau finale et la
durée de séchage sont donnés dans le tableau 111.4.
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Figure 111.7 : Evolution de la perte en eau en fonction de temps de séchage par
lyophilisation
Tableau 111.4: Résultats de la perte en eau finale et la durée de la lyophilisation des

différentes parties de Foeniculum vulgare

Partie Perte en eau finale Durée de séchage
(%) (heurs)
Racine 15,97+1,527° 8
Bulbe 7,375+1,512¢ 7
Tige 11,051+0,356°¢ 7
Feuilles 21,392+0,470? 11
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L’étude de la variation de la perte en eau en fonction du temps permet de comprendre
le comportement de séchage par le lyophilisateur de chaque une des parties de fenouil.
Plusieurs auteurs ont également étudié la cinétique de la lyophilisation et son effet sur les
poudres des matiéres végétales obtenues (Samuelsson et al., 2006; Valadez-Carmona et al.,
2017).

Les résultats obtenus permettent de constater que le temps mis pour la stabilisation du
poids de 1’échantillon séché est en fonction de la partie de la plante; les bulbes et les tiges se
sechent plus efficacement.

De plus, les bulbes et les tiges ont des teneurs en eau plus élevées au départ et se
séchent plus rapidement que les feuilles et les racines. Cette différence résulte dans les
liaisons qui se forment avec I’cau dans le 1I’échantillon et 1’accessibilité de celle-Ci.

Ces courbes a allure décroissante sont caractérisées par une diminution rapide de la
teneur en eau au début de séchage. Il s’agit de I’élimination de la majeure quantité d’eau,
suivie par un ralentissement de la perte en eau. La partie linéaire de la courbe représente la
stabilité du poids. Cela peut étre expliqué par le fait qu’il n’y ait plus d’eau libre dans le

produit, ce qui signifie que le séchage est terminé.

I11.3.3.3. Cinétique de séchage a I’étuve

Les résultats de la cinétique de séchage a 1’étuve sous différentes températures (40, 60,
80, 100 et 120°C) sont représentés dans la figure 111.9. Les courbes de perte de la teneur en
eau en fonction de temps et I’influence de la température sur chaque partie de la plante sont

étudiées.
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Figure 111.8: Evolution de la perte en eau en fonction de temps de séchage a

I’étuve

(a) : 2 40°C, (b) : 2 60°C, (c) : 2 80°C, (d) : a 100°C et (e): & 120°C.
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Tableau I11.5: Résultats de la perte en eau finale et la durée de séchage a I’étuve des

différentes parties de Foeniculum vulgare

Partie Température Perte en eau finale Durée de séchage
(°C) (%) (h)
Racines 40 8,691+0,0812 12,667+0,0172
60 8,586+0,147° 6,000+0,033"
80 8,466+0,172% 4,333+0,008°
100 7,563+0,043¢ 4,000+0,025¢
120 7,470+0,114¢ 1,333+0,025¢
Bulbes 40 10,091+0,030°¢ 12,000+0,033?
60 10,536+0,0912 5,667+0,008°
80 10,365+0,086 5,000+0,017¢
100 10,182+0,034° 3,000+0,025¢
120 10,160+0,063¢ 1,333+0,008¢
Tiges 40 19,205+0,065 @ 9,000+0,0172
60 18,958+0,036 ° 5,333+0,017"
80 18,457+0,060 ° 3,000+0,017¢
100 18,705+0,091 ¢ 2,500+0,050¢
120 19,114+0,018 ¢ 1,167+0,033¢
Feuilles 40 8,586+0,055? 12,667+0,050°
60 8,691+0,042° 6,000+0,017"
80 8,466+0,114% 5,333+0,025¢
100 7,470+0,005¢ 4,000+0,033¢
120 7,563+0,043¢ 1,333+0,008°

Les résultats obtenus permettent de constater que I’allure de la cinétique de séchage par

I’étuve et le temps de séchage sont en fonction de la température ainsi que la partie de la

plante utilisée.

En effet, plus la température augmente plus la vitesse d’évaporation est élevée, et plus le

temps est court. Cependant, dans le cas des bulbes séchés a 40°C, la teneur en eau finale est
statistiquement supérieure a celles obtenues a 100°C. Ce qui est expliqué, par I’effet la
résistance interne a la migration de 1’eau lorsque les températures sont trop élevées. Des
résultats similaires ont été également constatés par Kolla et al. (2021), qui ont étudié les
propriétés physiques du tissu végétal comme la teneur en humidité initiale et la structure de la
matiere séchée.

Au début de l'opération de séchage, 1’eau libre de la plante s’évapore rapidement.
Ensuite, vers la fin de séchage, la vitesse de séchage diminue, il s’agit de 1’évaporation de

I’eau liée a la structure de la plante.
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L’¢lévation de la température entraine une augmentation de ’intensité du transfert de

chaleur, qui amplifie le déficit de pression de la vapeur d'eau. Cela est lI'une des forces

motrices pour le processus de diffusion de I’eau vers I'extérieur.

I11.3.3.4. Cinétique de séchage au micro-onde

Le tableau 111.6 et la figure 111.10 illustrent les résultats de la cinétique de séchage par

micro-onde des différentes parties de fenouil sous différentes puissances.

Tableau 111.6: Résultats de la perte en eau finale et la durée de sechage au micro-onde

des différentes parties de Foeniculum vulgare

Partie Puissance (W) Perte en eau Durée de
finale (%0) séchage (min)
Racines 100 17,320+0,180 2 106,00+1,000 2
300 16,560+0,060 ° 44,30+0,833 P
500 14,137+0,113°¢ 20,000,500 ©
700 14,080+0,030 ¢ 10,00+0,333 ¢
900 14,334+0,166 ° 08,00+0,167 ©
Bulbes 100 09,420+0,160 2 72,50+0,500 2
300 09,129+0,151 @ 28,30+0,833 P
500 06,220+0,130 © 20,30+0,333 ¢
700 06,452+0,248 © 14,00+0,167 ¢
900 08,113+0,187 ° 08,00+0,333 ©
Tiges 100 11,326+0,074 2 104,00+1,000 2
300 10,530+0,270 ° 28,30+0,500 °
500 08,550+0,300 © 24,00+0,833 ¢
700 08,438+0,082 © 09,00+0,333 ¢
900 08,098+0,098 ¢ 07,00+0,500 ©
Feuilles 100 22,000+0,500 2 88,30+1,000 2
300 20,263+0,037° 28,00+0,333 P
500 19,960+0,040 b° 24,00+0,667 ©
700 19,530+0,050 16,00+0,167 ¢
900 19,192+0,158 ¢ 08,00+0,833 ©
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Figure 111.9: Evolution de la perte en eau en fonction de temps de séchage au

micro-onde.

(a) : a 100w, (b) : a 300W, (c) : a 500W, (d) : a 700W et (e) : a 900W.
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Les résultats révelent que la perte en eau dans chaque partie et le temps de séchage sont
liés a la puissance des micro-ondes appliquées. L’augmentation de la puissance micro-ondes
diminue considérablement le temps de séchage et accélere la vitesse de séchage. Des résultats
similaires ont été trouvés par Valadez-Carmona et al. (2017); au début de I’expérience, la
vitesse de séchage est trés importante, puis elle diminue au fur et a mesure que la teneur en
eau diminue.

Les temps de séchage les plus long sont attribués aux puissances de microonde les plus
faibles avec une vitesse trés lente. Par contre les durées de séchage les plus courtes sont
obtenues & 700 W et a 900 W. En effet, plus la puissance du micro-onde est importante, plus
I’excitation des molécules polaires et donc I’échauffement de la maticre végétale sont
importants.

Néanmoins, dans le cas des bulbes séchés a 900W, la teneur en eau finale est
statistiquement supérieure a celles obtenues a 700 et 500W. Cela peut étre expliqué par le fait
que les puissances les plus élevées sont un facteur limitant pour la partie bulbe a cause des
bruleurs de la matrice. Ce qui nous oblige a arréter le séchage a des TH% un peu plus élevées.

En effet, la cinétiqgue de séchage dépend également des propriétés physiques et
chimiques de la matrice végétale notamment teneur en humidité initiale. De plus certains
tissus végétaux présentent une grande résistance interne a la migration de 1’eau.

Au vue de I’ensemble des résultats obtenus, les cinétiques de sechage différent selon
la méthode, les conditions de séchage ainsi que la partie de la plante utilisée. En effet
certaines parties se sechent plus facilement que d’autres. Ce qui influe sur les temps de
séchage et la teneur en eau finale des poudres obtenues.

Il a été conclu que :

A Dair libre, les bulbes et les tiges se séchent plus efficacement (% de perte en eau
finale plus faible) par rapport aux racines et aux feuilles. De plus, les bulbes se séchent plus
rapidement, mais sans différence significative entre les bulbes et les racines.

De méme pour la méthode de sechage par lyophilisation, les teneurs de perte en eau les
plus faibles sont attribuées aux bulbes et aux tiges. Tandis que, les temps de séchage les plus
courts sont enregistrés avec les bulbes et les racines.

Concernant le séchage au micro-onde, I’efficacité de séchage dépend de la puissance du
micro-onde ; plus la puissance est élevée, le séchage est plus efficace (% de perte en eau

finale plus faible).
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A D’exception de séchage des bulbes a 900 W, ou la perte en eau est moyennement
élevée. Les résultats montrent également, que les temps de séchage sont inversement
proportionnels aux puissances appliquées.

Dans le cas de séchage a 1’étuve, les résultats montrent que les températures les plus
élevées sont les plus efficaces. Cependant, pour les bulbes et les racines, les températures les
plus faibles (40 et 60 °C) s’avérent plus performantes. Dans tous les cas, les temps de séchage

sont inversement proportionnels aux températures appliquées.

I11.3.4. Etude des correélations

L’étude des corrélations a été effectué a un niveau de signification de p <0,05.
L’objectif de cette étude est de déterminer les corrélations possibles entre les différentes
familles des composés dosées et entre ces composés et l'activité antioxydante testée. Les
facteurs étudiés sont : I’indice de polyphénols, le rendement d’extraction, les teneurs en
composes phénoliques totaux, flavonoides totaux et les tanins ainsi que la capacité de
piégeage de radical DPPH. Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau suivant:

Tableau I11.7 : Corrélations de Pearson

CPT IP FT TT| % DPPH Rdt
CPT 1 0,529 0,436 0,463 0,578 0,131
IP 1 0,840 0,715 0,906 0,336
FT 1 0,446 0,909 0,469
TT 1 0,640 0,124
% DPPH 1 0,434
Rdt 1

Les résultats illustrés sur le tableau I11.7 montrent des corrélations significatives et

positives entre les facteurs étudiés ; La plus forte corrélation significative a été enregistrée
entre la teneur en flavonoides et la capacité de piégeage de radical DPPH (r = 0,909).
Egalement, cette activité antioxydante est fortement corrélée avec I’indice de polyphénols (r =
0,906). Une forte corrélation positive a été également enregistrée entre la teneur en
flavonoides et I’indice de polyphénols (r = 0,840).

Cette forte corrélation significative entre 1’indice de polyphénols et la capacité de
piégeage de radical DPPH peut étre expliquée par la contribution de ces composés

polyphénoliques dans la manifestation de cette activité antioxydante.
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De méme, les flavonoides sont des principaux composés phénolique des extraits de
fenouil qui sont de puissants antioxydants capables de prévenir et d'interrompre les procédés
d’oxydation en neutralisant les radicaux libres.

Les corrélations faibles entre I’activité antiradicalaire DPPH et les CPT pourraient due
aux différences dans le mécanisme des réactifs utilisés pour le dosage. Le mécanisme d’action
du réactif DPPH est basé sur le transfert de protons. Tandis que le Ciocalteu utilise un
mécanisme basé sur le transfert d'électrons (Falleh et al., 2008). De plus, la méthode de Folin-
Ciocalteu détecte non seulement les composes phénoliques, mais également d'autres
composés biologiques ayant un pouvoir réducteur. Il s'agit par exemple de I'acide ascorbique,
des acides aminés et des glucides ou des composés de la réaction de Maillard (Ajatta et al.,
2021) .

Il est également important de préciser que les conditions de séchage a des températures
élevées sont favorables a la création de produits de réaction de Maillard. Ces composés
cycliques bruns peuvent étre issus de la transformation des composé phénoliques (ce qui
justifier également la diminution des en CPT). Néanmoins, Ces composés formés peuvent

contribuer a la forte activité antioxydante.

I11.3.5. Effet de la méthode de séchage

Les données relatives aux six facteurs étudiés en utilisant quatre parties de la plante
fraiches et séchées en appliquant quatre méthodes de séchage sont statistiguement étudiées
dans le but d’approfondir la compréhension de la cinétique de séchage de fenouil et de
déterminer I'effet de diverses conditions de séchage sur les composés bioactifs dosés et la
propriété antiradicalaire de DPPH.

Les facteurs étudiés sont: I’indice de polyphénols, le rendement d’extraction, les
teneurs en composés phénoliques totaux, flavonoides totaux et les tanins ainsi que la capacité
de piégeage de radical DPPH.

Les parties de fenouil utilisées sont: les racines, bulbes, tiges et les feuilles. Les
meéthodes de séchage appliquées sont : le séchage a I’air libre, la lyophilisation, séchage a
I’étuve sous différentes températures et le séchage par microonde a différents niveaux de
puissance. Les résultats de cette étude statistique sont rassemblés dans la figure 111.11 et la
figure 111.12.

Ces résultats montrent que les meilleures valeurs en CPT (dans la partie tige) sont

attribuées a la méthode de séchage par étuve a 40°C.
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Par contre pour les parties feuilles et bulbes, les meilleures valeurs en CPT sont
enregistrées par la méthode de séchage par microondes a 700W et & 900W. Les meilleures
valeurs en CPT dans les racines sont enregistrées dans les échantillons a 1’état frais et ceux
séchés a 900W.

Les résultats marquent une diversification remarquable (selon la partie de fenouil) pour
les six parametres en fonction des méthodes de séchage.

Par exemple, il est important de sécher les feuilles de fenouil au micro-onde a 700W
pour I’extraction des composés phénoliques totaux dotés d’une puissante activité
antioxydante, ou utiliser les feuilles fraiches si une extraction des tanins est choisie, ou bien
un séchage a 40°C dans 1’étuve pour une extraction des flavonoides.

Ces résultats permettent aux chercheurs de mieux choisir la méthode de séchage
appropriée en fonction de 1’objectif visé de 1’étude pour cette espece. L’ensemble des résultats
obtenus permettent de conclure que:

+ L’effet de la méthode de séchage varie d’une partie de la plante a une autre. Cet effet
dépend également des conditions de séchage (température et puissance), les composés
dosés et I’activité antioxydante recherchés.

+ Les méthodes de séchage par microondes a des puissances élevées (900 et 700W)
semblent étre les plus performantes pour les parties bulbes, racines et les feuilles. Tandis
que le séchage par I’étuve (a des températures faibles et moyennes) est plus efficace
pour les tiges.

+ La lyophilisation est plus convenable pour les racines et les tiges en termes de rendement
d'extraction. Elle est également efficace pour les CPT et les FT dans le cas des feuilles et
des tiges, respectivement.

+ Le séchage a I’air libre se préte mieux aux bulbes (FT et rendement d’extraction) et aux
feuilles (CPT et activité antiradicalaire).

+ L’état frais de plante est plus efficace pour I’extraction des CPT dans le cas des racines,
FT pour les tiges et les tanins dans les feuilles.

La performance de séchage au microonde peut étre due a la rupture des parois
cellulaires sous 1’effet des radiations microondes. Ce qui rend les composés phytochimiques
liés de la matrice plus accessibles lors de I'extraction. Les radiations microondes peuvent
également dissocier certains composes phénoliques, modifiant ainsi leurs structures chimiques
et transformant les composés phénoliques insolubles aux formes plus solubles et plus

disponibles pour la quantification.
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Le séchage au microonde se fait par la formation des couches seches de I’intérieur vers
I’extérieur du matériau; La présence de gradients de pression provoque la formation d'une
couche séche, d'abord a I'intérieur de I'échantillon puis s'étendant progressivement a travers la
surface, empéchant ainsi la formation d'une couche dure (Angiolillo et al., 2015).

Par contre, dans le cas de séchage dans 1’étuve, I'eau est d'abord ¢liminée de la surface,
ce qui entraine un durcissement des cellules, réduisant ainsi la libération de composés
phénoliques liés.

Des résultats similaires ont été observé par Hayat et al. (2019), les quantités de CPT, FT
et l'activité antioxydante des graines de fenouil ont été augmentées en augmentant la
puissance de micro-onde jusqu'a 500W. Ces valeurs sont significativement plus élevées a
celle enregistrées par les échantillons chauffés a 125 °C a I’étuve.

Contrairement aux travaux de Valadez-Carmona et al. (2017), les auteurs ont constaté
une dégradation des CPT lorsque des températures supérieures a 110 °C sont appliquées.

La diminution des teneurs en composés phénoliques dans les échantillons séchés a 1’air
libre pourrait étre due a la photo-oxydation de certains polyphénols due a la présence
d'oxygene lors du séchage a 1’air. La dégradation enzymatique des polyphénols peut
également se produire.

L'activité antioxydante est plus élevée dans les échantillons séchés que dans les
échantillons frais. Cela pourrait étre di a la libération des polyphénols liés, qui sont
hautement actifs, ainsi qu'a la formation de produits de réaction de Maillard, qui sont
également des constituants ayant des capacités antioxydantes (Kolla et al., 2021).

La teneur en tanins dans les feuilles de fenouil est plus €levée a 1’état frais. Cela peut
étre expliqué par le fait que la plante synthétise des tanins suite a une agression (récolte) pour
assurer sa défense. En effet, Dabire et al. (2011) ont montré qu’aprés une agression (coupe), la
synthese de composés polyphénoliques est augmentée au niveau de la plante pour réparer les
parties affectées et que D’activité¢ antioxydante de ces extraits augmente apres la récolte
jusqu’a un maximum qui est atteint apres 15 jours de séchage.

La lyophilisation a montré une augmentation des teneurs en CPT, FT et en rendement
d’extraction. Etant donné que les composés phénoliques sont principalement présents sous
forme liée, la déshydratation non thermique peut également contribuer a la libération de ces
composés. Valadez-Carmona et al. (2017) ont suggéré que les cristaux de glace qui se forment
par la congélation pourraient comprimer les structures cellulaires pour développer une

structure spongieuse et poreuse, empéchant ainsi le durcissement des parois cellulaires.
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Figure 111.10: Effet des méthodes de séchage sur les teneurs en composés
phénolique totaux (a), flavonoides (b) et en tanins (c) des différentes parties de
Foeniculum vulgare.
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Figure 111.11: Effet des méthodes de séchage sur les valeurs des indices de
polyphénols (a), % d’inhibition de DPPH (b) et des rendements d’extraction (c)

des différentes parties de Foeniculum vulgare.
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I11.3.6. Analyse en composante principales

L’ACP a été effectuée en utilisant le CPT, Rdt, FT, DPPH, IP et TT comme variables
actives. La methode de séchage et la partie de la plante sont utilisées comme variables
qualitatives supplémentaires.

L’ACP consiste a transformer les six variables en nouvelles variables nommées
composantes principales. Elle permet de résumer 1’information dans deux axes principaux ou
deux dimensions expliquant au mieux la variabilité des données. Cette application est trés
utile lorsque I'on est en présence d'une somme importante de données quantitatives a traiter et
interpréter.

Les composantes principales sont les vecteurs propres de la nouvelle matrice, classés
par ordre décroissant de valeurs propres correspondante (tableau 111.8).

Tableau 111.8 : Valeurs propres, variance et variance cumulées des six composantes
principales

Valeur propres Variance (%) Variance cumulées (%)
Composante 1 3,81 63,56 63,56
Composante 2 1,00 16,68 80,24
Composante 3 0,58 9,63 89,86
Composante 4 0,46 7,71 97,57
Composante 5 0,09 1,54 99,11
Composante 6 0,05 0,89 100,00

Les deux premieres composantes représentent 80,24 % de la variance totale. Ces deux
composantes représentent les deux dimensions (axes) de I’ACP. La dimension 01 (63,56%)
est présentée par I’axe horizontal et la dimension 02 (16,68) est présentée par 1’axe vertical.
I11.3.6.1. Corrélations et cordonnés

L'ACP permet de calculer des matrices pour projeter les six variables dans un nouvel
espace en utilisant une nouvelle matrice. Le cercle de corrélation est représenté dans la figure
I11.13. Les corrélations des parameétres avec la dimension 01 et 02 sont représentees dans les
tableaux 111.9 et 111.10, respectivement. Les cordonnées des catégories liées significativement

a la dimension 01 et 02 sont donnés dans les tableaux I11.11 et 111.12, respectivement.
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Figure 111.12 : Cercle de corrélation

La figure 111.13 montre que toutes les variables ont une bonne qualité de représentation,
les CPT et les TT sont fortement corrélés. Les IP, DPPH et FT sont corrélés entre eux et
fortement corrélés avec la dimension 01 (tableau 111.9). Le Rdt présente une faible corrélation
avec les autres variables mais une forte corrélation avec la dimension 02 (r=0, 97et p<0,001)
(tableau 111.10).

Tableau I11.9 : Corrélation des parameétres avec la dimension 01

Corrélation P
DPPH 0,97 <0,001
IP 0,94 <0,001
FT 0,89 <0,001
TT 0,73 <0,001
CPT 0,66 <0,001
Rdt 0,47 <0,001
Tableau 111.10 : Corrélation des parameétres avec la dimension 02

Corrélation P
Rdt 0,79 <0,001
FT 0,23 0,004
CPT -0,38 <0,001
TT -0,41 <0,001

Concernant les parameétres qualitatifs, les résultats presentés dans les (tableaux I11.11 et
I11.12) montrent que les méthodes de séchage ne sont pas liées significativement a la

dimension 01. La partie feuille est la plus liée positivement a la dimension 01.
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Tandis que, la partie tige est la plus liée négativement. La dimension 02 est beaucoup
plus liée positivement a la méthode de séchage par LY et a AL, mais négativement & I’EF
(tableau 111.12).

Tableau I11.11: Cordonnées des catégories liées significativement a la dimension 01

Cordonnée P
Partie : Feuilles 2,99 <0,001
Partie : Bulbes -0,82 0,002
Partie : Racines -0,96 <0,001
Partie: Tiges -1,22 <0,001
Tableau 111.12 : Cordonnées des categories liees significativement & la dimension 02

Cordonnée P
Méthode de séchage : LY 1,14 <0,001
Meéthode de séchage : AL 0,97 <0,001
Partie : Feuilles 0,35 0,011
Partie: Bulbes -0,31 0,027
Méthode de séchage : EF -1,73 <0,001

I11.3.6.2. Détermination des groupes des individus en fonction des parties et des
méthodes de séchage

L'objectif de I’application de 'ACP est de résumer les données obtenues dans les
différentes conditions expérimentales par une analyse des corrélations linéaires entre les
variables et une visualisation graphique des distances entre les individus selon les parties
(figure 111.14) et selon les méthodes de séchage (figure 111.15). Elle permet de dégager les

liaisons entre les variables et les ressemblances entre les individus.
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Figure 111.13 : Biplot de I'ACP en fonction des parties de Foeniculum vulgare
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Le groupe des feuilles est bien distinct des autres groupes, ce groupe est caractérisé par
des taux élevés en FT, DPPH et IP et des taux moyennement élevée en CPT, TT et Rdt. Les
groupes Bulbes, Racines et tiges sont chevauchés et présentent des taux faibles dans tous les
parameétres (Figure I11.15, Tableaux I111.11 et 111.12).

Methodes de sechage
AL

EF
ET100
ET120
ET40
ETED
ETE0
LY
MO100
MO300
MO500
] MO7F00
-4 - : MCe00

Dim1 (63.6%)

Figure 111.14 : Graphique des individus en fonction des méthodes de séchage

Tous les groupes sont chevaucheées, cependant on peut remarquer que le groupe EF est
un peu éloigner des autres groupes ou il est caractérisé par un taux faible en Rdt (tableau 10).
Les méthodes de séchage LY et AL sont caractérisées par des taux moyennement élevés en
Rdt (tableaux I111.11 et 111.12).

[11.3.7. Classification hiérarchique sur les résultats de ’ACP
La classification hiérarchique a été effectuée en se basant sur les résultats de I’ACP afin
de montrer le degré de similarité entre les variables. Cette analyse a permis de caractériser

trois groupes (figure 111.16)
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Figure 111.15 : Classification hiérarchique a partir des résultats de I'ACP
[11.3.7.1. Groupe 01
Ce groupe est caractérisé par des taux faibles de tous les parametres ; en particulier les
teneurs en FT, IP et DPPH (tableau 111.13). Cependant, la méthode de séchage n’est pas
significativement liée a ce groupe. Concernant les parties de fenouil, seules les parties tiges
(35,29%), bulbes (32,94%) et racines (31,76%) qui caractérisent ce groupe (Tableau 111.14).

Tableau 111.13 : Description du groupe 01 par les paramétres quantitatifs

Moyenne * Ecart-type (Groupe) Moyenne + Ecart-type (Global) p

Rdt 21,36 £ 4,78 22,52 + 4,57 0,001
CPT 2,37 +1,79 4,31 + 3,50 <0,001
FT 0,34 £ 0,23 2,04 +2,90 <0,001
IP 89,17 + 39,56 184,54 + 136,17 <0,001
DPPH 14,35+ 8,49 35,54 + 29,28 <0,001
TT 0,81 +0,36 1,47 £ 0,86 <0,001

Tableau 111.14 : Description du groupe 01 par les parametres qualitatifs

Cla/Mod (%0) Mod/Cla (%)  Global (%) p

Parties : Tiges 76,92 35,29 25,00 0,001
Parties : Bulbes 71,79 32,94 25,00 0,013
Parties : Racines 69,23 31,76 25,00 0,034

Cla/Mod : Pourcentage de la modalité présente dans le groupe par rapport a 1’échantillon

global ; Mod/Cla : pourcentage de la modalité dans le groupe.

[11.3.7.2. Groupe 02
Ce groupe est caractérisé seulement par trois parametres quantitatifs (TT, CPT et FT);
avec des taux moyennement éleves en CPT eten TT (Tableau 111.15).
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Les parametres qualitatifs caractérisant ce groupe sont les méthodes de séchage ET120,
MO700, MO500 et ET100 (Tableau 111.16).

Tableau I11.15 : Description du groupe 02 par les parametres quantitatifs

Moyenne * Ecart-type (Groupe) Moyenne + Ecart-type (Global) p

TT 2,43+£0,71 1,47 + 0,86 <0,001
CPT 6,1+ 3,06 431+35 0,001
FT 0,6 +0,28 2,04+£29 0,002

Tableau 111.16 : Description du groupe 02 par les paramétres qualitatifs

Cla/Mod (%) Mod/Cla (%) Global (%) p

Méthodes de séchage : ET120 66,67 25,00 7,69 <0,001
Meéthodes de séchage : MO700 50,00 18,75 7,69 0,021
Méthodes de séchage : MO500 50,00 18,75 7,69 0,021
Meéthodes de séchage : ET100 50,00 18,75 7,69 0,021

Cla/Mod : Pourcentage de la modalité présente dans le groupe par rapport a 1’échantillon
global ; Mod/Cla : pourcentage de la modalité dans le groupe.

111.3.7.3. Groupe 03

Ce groupe est caractérisé par des taux élevés en IP, DPPH et FT et des taux
moyennement élevés en TT, Rdt et CPT (Tableau 111.17). Le groupe 03 n’est pas caractérisé
par les méthodes de sechage. Cependant, la partie feuille est la seule modalité caractérisant ce
groupe (Tableau 111.18).
Tableau 111.17 : Description du groupe 03 par les parameétres quantitatifs

Moyenne * Ecart-type (Groupe) Moyenne + Ecart-type (Global) P

FT 6,92 +1,28 2,04 +£290 <0,001
DPPH 82,06 + 7,41 35,54 + 29,28 <0,001
IP 381,27 £ 94,59 184,54 + 136,17 <0,001
CPT 7,07 = 3,99 4,31 + 3,50 <0,001
Rdt 26,09 + 3,78 22,52 + 4,57 <0,001
TT 2,13+0,34 1,47 + 0,86 <0,001

Tableau 111.18 : Description du groupe 03 par les parameétres qualitatifs

Cla/Mod (%) Mod/Cla (%) Global (%) p

Parties : Feuilles 100,00 100,00 25,00 <0,001

Cla/Mod : Pourcentage de la modalité présente dans le groupe par rapport a 1’échantillon

global ; Mod/Cla : pourcentage de la modalité dans le groupe.
[11.4. Conclusion partielle
L’objectif de I’étude expérimentale est I’optimisation de deux méthodes d’extraction par
I’application des plans d’expérience. Ces méthodes innovantes a optimiser sont ’'EAU et

I’ HDAM.
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Avant de procéder a I'optimisation de ces deux méthodes d’extraction, une étude
préalable sur la matiére végétale a eté réalisée. Cela a fait ’objet du chapitre III.

Dans ce chapitre, deux axes ont été enchainés; premierement, une caracterisation
chimique a été faite pour les différentes parties de la plante (racines, bulbes, tiges, feuilles et
les graines) portant sur la composition en métabolites primaires (teneurs en eau, matiére
séche, cendres, protéines, carbohydrates, matiére grasse et fibres).

Par la suite, la cinétique et I’effet de séchage sur les composés phénolique (CPT, FT et
les TT) ainsi que sur I’activité antioxydante évaluée par le piégeage de radical DPPH et le
rendement d’extraction.

Quatre parties de la plante ont été séchées en utilisant différentes méthodes de séchage
(MO100, MO300, MO500, MO700, MO900W, ET40, ET60, ET80, ET100, ET120, LY et
AL) et les résultats ont été comparés a I’EF.

La composition chimique en métabolites primaires a été déterminée pour toutes les
parties de la plante et les résultats obtenus ont montré une grande richesse et une valeur
nutritionnelle de ce Iégume et des parties non-comestibles.

Les résultats obtenus ont montré également, que les feuilles et les graines sont les
parties qui présentent les valeurs les plus élevees en métabolites secondaires. Ces mémes
parties présentent également les plus fortes activités antioxydantes.

La technique IR contribue a mieux cerner la composition chimique de chaque partie de
la plante pour mieux comprendre les variabilités observées dans la cinétique de séchage. Elle
renseigne sur des différences ou des similitudes dans la composition chimique des différentes
parties de la plante.

L’effet et les conditions de séchage montrent une variabilité remarquable pour le choix
de la meilleure méthode de séchage et qui dépend fortement de 1’objectif visé (teneur en
composés pheénoliques, activité antioxydante ou encore le rendement d’extraction).

Egalement, cette variabilité dépend de la partie de plante (hétérogénéité structurelle et
chimique).

Dans ce chapitres, nous avons déterminé la composition chimique en métabolites
primaires des différentes parties de fenouil, la cinétique de séchage par différentes techniques
et enfin 1’effet de séchage sur la composition en métabolites secondaires et sur I’activité

antioxydante.
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Chapitre TV. Extraction et caractérisation des extraits
IV.1. Introduction

L’objectif de ce chapitre est 1’optimisation de 1’extraction des CPT par la méthode
d’EAU et des HEs par ’HDAM a partir des graines de F. vulgare en utilisant les plans
d’expérience.

Des études préliminaires ont été d’abord, effectuées afin de déterminer les parametres
susceptibles d’influencer significativement les procédures d’extraction et des plans
d’optimisation ont été, en suite appliqués a fin de déterminer les conditions optimales.

Dans ce chapitre, nous détaillerons d’abord, les techniques expérimentales utilisées pour
I’optimisation et la caractérisation des extraits obtenus et nous passerons a la présentation et &
la discussion des résultats.

IV.2. Mateériel et Méthodes
IV.2.1. Procédure de I’extraction des composés phénoliques par ultrason

Les composeés phénoliques des graines de fenouil ont été extraits, en utilisant un bain a
ultrason (figure 1V.1). 1g d’échantillon a ét¢ mélangé avec le solvant dans un flacon placé
directement dans le bain a ultrason. La température au cours de I’extraction a été mesurée et
les extraits obtenus ont été filtrés par un papier filtre (4 um de diamétre) puis conservés a 4°C

pour les analyses ultérieures.

Figure 1V.1: Dispositif utilisé dans I’extraction assisté par ultrason.
[V.2.2. Procédure de I’extraction des composés phénoliques par agitation magnétique
L’extraction des composés phénoliques a partir des graines de fenouil a été également
réalisée par une méthode classique en utilisant une agitation magnétique (figure 1V.2). Un

baron magnétique a été mis dans un flacon qui contient 1’échantillon et le solvant.
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Le flacon est ensuite, placé sur une plaque agitatrice pendant une durée de 48h. Les
extraits obtenus ont été filtrés, puis conservés a 4°C.

Figure 1V.2: Dispositif utilisé dans I’extraction des composés phénoliques par
agitation magnétique
IV.2.3. Procédure de I’hydrodistillation assistée par micro-onde

L’extraction des huiles essentielles a été réalisée par un systéme « Clevenger » congu
selon la troisieme édition de la Pharmacopée Européenne. Ce systéme permet la séparation de
la phase aqueuse du distillat a travers un systeme de cohobation. Les graduations permettent
de mesurer le volume des huiles essentielles qui flottent sur I'eau odorante (par différences de
densité) avant méme de procéder a séparation des deux phases.

Le Clevenger a été installé dans le trou précédemment congu sur le toit du micro-onde
dont les caractéristiques sont les suivantes: une fréquence de 2450kHz, une puissance de
sortie maximale de 1000W avec une incrémentation de 100W et les dimensions de la cavité
de chauffage sont de (22.5 cm x 37.5 cm x 38.6 cm). Un ballon & fond plat contenant
I'échantillon et I'eau distillée a été placé dans la cavité du four microonde (figure 1V.3).

Le rendement en huile essentielle a été estimé en calculant la masse de 1’huile
essentielle extraite et la masse de la matiere végétale séche. Le rendement en huile essentielle

est exprimé en pourcentage et calculé selon la formule suivante :

Rdt (%) = % x 100 ... (Equation IV. 1)
D’ou:
Rdt (%): Rendement en huile essentielle en pourcentage.
M1 : Masse de I’huile essentielle extraite.

M2 : Masse de la matiere végétale séche.
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Figure 1V.3: Dispositif d’hydrodistillation assistée par microonde utilisé pour
I’extraction des huiles essentielles.
IV.2.4. Procédure de I’hydrodistillation conventionnelle

L'hydrodistillation traditionnelle (HD) a été également réalisée par le systeme
Clevenger. Pour ce dispositif, un ballon a fond rond contenant I'échantillon et I'eau distillée a

été placé dans le chauffe ballon (figure 1V.4).

28

Figure 1V.4 : Dispositif d’hydrodistillation conventionnelle utilisé pour
P’extraction des huiles essentielles.

IV.2.5. Etude préliminaire et effet des facteurs sur I’extraction par ultrason
Une étude préliminaire a été effectuée pour évaluer D’effet des paramétres
expérimentaux sur I’EAU. Les variables étudi¢es dans I’extraction des CPT sont la nature et

la concentration de solvant ainsi que son volume, son pH et le temps de 1’extraction.

82



_ Partie 2 : Etude expérimentale _
Chapitre 1V: Extraction et caractérisation des extraits

Les niveaux bas et hauts de chaque parameétre ont été choisis sur la base des résultats de
la teneur en polyphénols totaux (exprimée en mg EAG/g de MS).

IV.2.6. Etude préliminaire sur ’hydrodistillation assistée par micro-onde et application
du plan Plackett-Burman

Dans le cas de 1’extraction des HEs, les facteurs étudiés sont les suivants: la taille des
particules, le temps d'irradiation, la puissance des micro-ondes, le rapport solide-liquide, le
taux d’humidité et le pH de 1’eau.

Le plan Plackett-Burman (PPB) a été utilise pour sélectionner les variables qui
influencent significativement I’HDAM. L’objectif de 1’application de PPB est I’amélioration
de rendement en HEs extraites des graines de F. vulgare ainsi que la diminution de temps de
chauffage et de la consommation de I'énergie.

Un PBB est un plan de criblage, développé par R.L. Plackett et J.P. Burman en 1946. Il
est utilisé pour étudier plusieurs facteurs (7 et plus) a deux niveaux ; désignés par «+» et «-»,
ou le signe «+» designe le facteur dans son niveau élevé et le signe «-» désigne le facteur dans
son niveau bas (\Vanaja and Rani, 2016).

Selon les valeurs de P de chaque paramétre, les variables ayant un effet significatif sur
le rendement (P < 0,05) ont été sélectionnés pour les prochaines expériences d'optimisation en
utilisant la méthodologie de surface de réponse. Cependant, les facteurs sans effet significatif
ont été exclus.

Le PPB a été appliqué, aprés la détermination des niveaux bas et hauts de chaque
parametre. Les effets des facteurs sur le rendement en HE (Y1), le temps d’ébullition (Y2) et
la consommation d'énergie (Y3) ont été étudiés en utilisant un modéle du premier ordre qui

est décrit par I'équation :

Y=+ Z B:X; ... (Equation IV.2)
Ou, Y est la réponse, PO est un coefficient constant propre au modele, Bi est le coefficient la

régression et Xi est un parameétre indépendant.

IV.2.7. Application des plans d’optimisation

L’optimisation de ’EAU et ’'HDAM a été réalisée en employant le plan de Box-
Behnken de trois niveaux, pour évaluer l'effet combiné des facteurs sélectionnés sur les
réponses investiguees dans chacune des méthodes d’extraction.

Dans le cas de ’EAU, les quatre variables indépendantes sont: % solvant, le temps, le
pH et le ratio solide -liquide qui sont désignés par X1, X2, X3 et X4 respectivement.
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Ces parametres ont été étudiés de maniere a optimiser trois réponses : le taux des
polyphénols totaux, les flavonoides et 1’activité antioxydante par le test d’inhibition du radical
DPPH.

En revanche dans ’HDAM, les variables codées (X1, X2, X3 et X4) représentent,
respectivement : la taille des particules, le temps de I'irradiation, la puissance des micro-ondes
et le rapport solide-liquide. Y1 est la réponse du rendement en HE, Y2 est le temps initial et
Y3 est la consommation de 1’énergie.

La méthodologie des surfaces de réponses permet de modéliser les réponses étudiées

sous forme d’une équation polynomiale du second degré présentée ci-dessous :

k k k
y=By+ Z B;x; + z:B,-,-x2 + ZB,-]- x; x; + E ... (Equation1V.3)
i=1 i=1 i>j
Ou:
Y représente la réponse étudiée; B, est un coefficient constant; Bi, Bii et Bij sont des
coefficients des effets linéaires, quadratiques et interactives, respectivement, et le X ; et X

représentent les variables indépendantes codées et E représente 1’erreur expérimentale.

IV.2.8. Détermination du profil phénolique par la chromatographie haute performance

La chromatographie en phase liquide & haute performance (HPLC) a été utilisée pour
déterminer le profil phénolique des extraits de fenouil obtenus par les méthodes EAU et EC.

Les analyses ont été réalisées avec un equipement de marque Agilent (YL 9100 HPLC),
doté d’un détecteur UV-vis. Les analyses ont été effectuées a 254 nm et les chromatogrammes
obtenus ont été analysés a I'aide du logiciel Agilent YL-CLARITY.

Une colonne (C18) de longueur de 150 mm et de diamétre de 4,6 mm a été utilisée. Le
débit de la phase mobile était de 1,3 ml/min.

La phase mobile est constituée de deux solvants (A) et (B). Le solvant (A) : I'eau ultra-
pure avec une conductivité¢ de 0,06 et un pH compris entre 6,4 et 6,8. L’eau a été ensuite
acidifiée avec une solution d'acide acétique a 1 %, puis dégazifiée dans un bain ultrason
pendant 30 min. Le solvant (B) : méthanol grade HPLC (99,99 % Sigma Aldrich).

Le programme de gradient de températures a été effectué: a 0 min, le A:B : était de
95 :5; a55 min, 5:95 et a 60 min, 95:5.

Une quantité de 20 pl de I’échantillon préalablement filtré (0.45um) a été injectée par la

boucle d’injection.
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L'identification la plus probable des composés phénoliques a été réalisée en comparant
les temps de rétention et les spectres HPLC de chaque pic dans I'échantillon & ceux des
standards de composés phénoliques respectifs.

La figure ci-dessous représente les étapes et I’équipement de I’HPLC utilisés.

(©)

Figure IV.5 : Détermination du profil phénolique par la chromatographie haute

performance.
(a) : Ultra-purification, (b) : Filtration sous vide, (c) : Dégazage de la phase mobile

dans un bain ultrason et (d) : Différents compartiment de ’HPLC. (1) : Phase
mobile, (2) : Dégazeur, (3) : Pompe et (4) : Détecteur.

IV.2.9. Détermination de la composition chimique des huiles essentielles par la
spectroscopie infrarouge

La spectroscopie infrarouge (IR) a été utilisée dans la caractérisation des HES obtenues
par ’THDAM et par ’'HD dans le but de déterminer de ’effet de la méthode d’extraction sur
la composition chimique des huiles obtenues.

Les spectres obtenus permettent de caractériser les composants des deux huiles par la
détermination des groupements fonctionnelles qui les constituent. Le principe de cette
technique ainsi que le matériel utilisé sont détaillés dans le chapitre 111 (sections 111.2.4).

La caractérisation des huiles a été réalisée par une spectroscopie infrarouge a
transformée de Fourier a réflexion totale atténuée (FTIR- ATR). Les HEs ont été mises en
contact avec le cristal de I’ATR et scannées dans le domaine de I’'IR.

IV.2.10. Détermination de la composition chimique des huiles essentielles par la
chromatographie gazeuse

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) a été utilisée pour la détermination de la

composition chimique des huiles essentielles obtenues par ’THDAM et par I’HD.
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Le systeme de CPG (figure 1V.6) est équipé d'un détecteur a ionisation de flamme. La
colonne utilisée est une colonne capillaire apolaire (HP5%) de 30 m de long, 0,25 mm de
diamétre interne et 0,25 um d'épaisseur (le film de la phase stationnaire). Le gaz vecteur (N2)
est a un débit constant (0,5 ml/min) ; la température d'injection était de 250 ; la température
de détection était de 280°C. Le volume injecté était de 0,4 pL (avec une microseringue de
capacité max de 10 pl) avec un split ratio ajusté a 50:1.

La programmation de la température du four était de 60 °C pendant 8 min, puis suivant
un gradient de 2 °C/min jusqu'a 240 °C ; cette température finale a été maintenue constante
pendant 5 min. le temps total était de 103min.

Une série de n-alcanes allant de C5 a C28 a été injectée dans les mémes conditions
analytiques que les échantillons. L'identification des composés a été realisée en calculant leurs

indices de rétention (indices de Kovats), selon 1’équation :

Tinconnu — try
tl‘N - tl‘n

Avec, Kl est I’indice de Kovats, n est le nombre d’atomes de carbone dans le plus petit

t ,
KI =100 = [n + ] ... (Equation IV.4)

n-alcane, N est le nombre d’atomes de carbone dans le plus grand n-alcane et tr est le temps

de rétention.

Figure 1V.6 : Détermination de la composition chimique des huiles essentielles

par la chromatographie gazeuse.
(1) : Générateur de gaz (2) : Injecteur et (3) : Four.
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IV.3. Résultats et discussion
IV.3.1. Extraction des composés phénoliques
IV.3.1.1. Effet de la nature de solvant

L’effet de la nature de solvant sur ’EAU des CPT des graines de fenouil a été étudié en
utilisant le méthanol 50%, 1’éthanol 50%, 1’acétone 50% et 1’acétonitrile 50% (V/V).

Les résultats illustrés par la figure 1V.7(a) montrent que les valeurs les plus élevées en
CPT sont attribuées aux extraits éthanoliques et acétoniques et la plus faible valeur est
enregistrée avec I’extrait méthanolique. Les résultats obtenus peuvent étre expliqués par les
propriétés physiques et chimiques des solvants utilisés.

Les propriétés de solvant telles que la viscosité, la tension de vapeur et la tension de
surface affectent directement la propagation des ondes ultrasonores dans le milieu réactionnel.

Une tension de vapeur élevée facilite I’apparition de la cavitation. Contrairement a la
tension de surface et la viscosité ; plus elles sont élevées, plus la cohésion du fluide est forte et
donc la cavitation sera plus difficile a obtenir (Chen et al., 2007).

En plus des propriétés de solvant, I’extraction par les ultrasons dépend de I’affinité
moléculaire entre le solvant et le soluté (son point d’ébullition, densité, polarité...etc.). La
sélection d'un solvant approprié pour ’EAU est donc une étape primordiale.

Les valeurs élevées en CPT enregistrées par les extraits acétoniques peuvent étre
expliquées par le fait que I’acétone présente une valeur de pression de vapeur la plus élevée,
ce qui facilite I’apparition de la cavitation.

De méme, I’éthanol présente les plus faibles valeurs en tension de surface (tableau
IV.1), ce qui facilite également la cavitation. D’aprés ces résultats, le solvant sélectionné est
1’éthanol.

Tableau 1V.1: Quelques propriétés physiques et chimiques des solvants utilisés dans

I’extraction assistée par ultrason

Acétone Acétonitrile Méthanol Ethanol
Pression de 24,7 9,7 13,02 5,95
vapeur (kPa a
20°C)
Tension 24 29,0 22,6 22
superficielle y
(mN/m a 20°C)
Viscosité (mPa's 0,32 0,345 0,551 1,20
(20 °C a 25°C)

87



_ Partie 2 : Etude expérimentale _
Chapitre 1V: Extraction et caractérisation des extraits

IV.3.1.2. Effet de la concentration de solvant

Les résultats illustrés par la figure 1V.7(b) montrent que 1’éthanol a 50% a permis
d’avoir une teneur plus élevé en CPT. Cette valeur semble étre la concentration optimale
permettant I'extraction des CPT solubles dans I'eau et dans I'éthanol. Cependant, la plus faible
valeur est obtenue en utilisant 1’éthanol a 100%.

D’apres ces résultats, le solvant sélectionné est 1’éthanol aqueux a 50%. L’intervalle
[30-70%] a été choisi pour I’application du plan d’expérience.

Cela peut étre expliqué par I’affinité des différents types de polyphénols présents dans
les graines de fenouil, puisque 1’eau modifie les propriétés physicochimiques de 1’éthanol.
Lorsque la concentration de 1’éthanol augmente, sa polarité change, ce qui extrait plus
d’impureté résultant ainsi une diminution dans le rendement d’extraction des CPT.

D'autre part, la présence appropriée d'eau dans le solvant facilite 1’extraction et améliore
le gonflement de la matiére végétale, favorisant la surface de contact entre la matrice végétale
et le solvant. L’ecau diminue également la viscosité de 1’éthanol, ce qui facilite ainsi
I’apparition de la cavitation.

Des résultats similaires ont été rapportés par Angelov (2016) qui a montré que
I’extraction maximale des polyphénols et des flavonoides de fenouil a été obtenue en utilisant
I'éthanol & 50 %. Chen et al. (2007) a également montré que la concentration 50% permet
d’extraire la majorité des composés solubles dans I’eau et la majorité des composés soluble

dans I’éthanol. La concentration de solvant est un facteur clé dans ’EAU qui dépend de

I'affinité des composés cibles pour le mélange (solvant/eau) et des propriétés
physicochimiques de ce dernier.
IV.3.1.3. Effet du ratio solide-liquide

Les teneurs les plus élevées en CPT sont attribuées aux niveaux les plus hauts en
solvant. L’intervalle [20-40] est, choisi pour I’application de plans d’expérience.

Le résultat obtenu peut étre expliqué par I'amélioration du transfert de masse en
présence d’une quantité suffisante de solvant. L’augmentation de volume du solvant permis
une immersion totale de la poudre de fenouil, ce qui a permis d’avoir un plus grand gradient
de concentration en augmentant, le transfert de masse. De plus, un volume approprié en
liquide est nécessaire pour I’apparition de la cavitation. L’augmentation de volume du solvant
rend le processus plus difficile, entrainant également des pertes inutiles de solvant.
Cependant, des volumes de solvant réduits peuvent rendre I'extraction incomplete (Xinran et
al., 2016).
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IV.3.1.4. Effet du pH

L’effet du pH sur I’extraction des composés phénoliques a été testé en acidifiant le
solvant d’extraction avec une solution de HCI (0,1N) jusqu'a I’obtention du pH désiré (pH=5,
pH=4, pH=3, pH=2 et pH=1). Une solution contréle (sans acidification avec un pH= 6,5) a été
également testée (figure IV.7 (d)). L’extraction a été réalisée dans un bain ultrason en
mettantlg de poudre dans 10ml de solvant pendant 20 min.

La teneur la plus élevée en CPT a été obtenue a une valeur de pH égale a 3 et les plus
faibles teneurs en CPT ont ét¢ enregistrées a des pH trés acides (pH= 2 et pH= 1). L’intervalle
[pH=2-4] est sélectionné pour I’application du plans d’expérience.

Dans certaines études, les solvants d'extraction ont eté acidifiés pour préserver les
polyphénols sensibles de la dégradation oxydative. Vu que les acides produisent des ions
hydrogene (H+) qui stabilisent les radicaux libres qui peuvent étre produits lors de la
sonification. Le solvant d'extraction a forte acidité avait la capacité de se mélanger a les
composes phenoliques insoluble et de favoriser I'hydrolyse des constituants de la pectine
insoluble en pectine soluble, augmentant ainsi I'extraction de la pectine des matiéres végétales
(Hosseini et al., 2016b). De méme pour les CPT, I’acidification du solvant permet une
hydrolyse des composés liés.

IV.3.1.5. Effet de la taille des particules

La figure 1V.7. (e) montre un effet hautement significatif de la taille des particules sur la
teneur en CPT. Plus la taille des particules est réduite, plus la teneur en CPT est
significativement élevée. Le diametre de la poudre utilisée pour les études expérimentales
suivantes est inférieur & 200pm.

Cette amélioration dans la teneur en CPT est due aux effets simultanés mécaniques et
thermiques résultant du broyage des graines et de phénomeéne de la cavitation. Ces effets
conduisent a la rupture des parois cellulaires par une amélioration de transfert de masse a
travers la membrane cellulaire (Boukroufa et al., 2015).

Akhtar et al. (2019) ont montré que la taille des particules était le parameétre le plus
significatif sur le rendement en composés phénoliques de la poudre de graines de fenouil.

La poudre fine peut améliorer I'extraction en offrant une plus grande surface. Ce qui
permet un meilleur contact entre la poudre de fenouil et le solvant, les particules plus fines

facilitent egalement la propagation des ondes ultra sonores.
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Figure 1V.7: Résultats de I’effet des variables sur la teneur en composés

phénoliques totaux extraits par ultrasons.
(a) : nature de solvant, (b) : concentration de solvant, (c) : ratio solide/liquide, (d) : pH,

IV.3.1.6. Effet du temps de sonification et cinétique de I’extraction assistée par ultrason

(e) : taille des particules et (f) : temps d’irradiation.

L’impact du temps d'extraction a 5,10, 20, 30, 40 et 50 minutes a été également étudié

en fixant les valeurs des autres variables.
La figure IV.7 (f) montre une augmentation de la teneur en CPT en fonction de temps

d’extraction. Cependant, apres 40 min d’extraction; 1’augmentation supplémentaire du temps

ne donne aucun effet significatif sur la teneur en CPT.

La figure 1V.8 présente également la cinétique de 1’extraction des CPT par les ultrasons

ainsi que I’évolution de la température au cours de 1’extraction.
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Cette figure montre une augmentation puis une stabilisation de la teneur en CPT au fil
du temps. Les températures augmentent lentement pour atteindre 43°C au bout de 30 min de

sonification. L’intervalle du temps 30 a 40 min a été choisi pour les études expérimentales

suivantes.
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Figure 1V.8 : Cinétique de I’extraction des composés phénoliques par les
ultrasons.
L’augmentation simultanée de la teneur en CPT et la température est due aux bulles de

cavitation qui s’effondrent a la surface des membranes végétales. Ce qui cause des
micropores qui augmentent la diffusion intermoléculaire et légérement la température du
solvant.

Les deux courbes présentent la méme allure. Ce qui explique que 1’augmentation
graduelle de la température favorise I’extraction des CPT, car l'augmentation de la
température d'extraction augmente le transfert de masse dans la poudre de fenouil.

Des résultats similaires ont montré que le rendement en CPT augmente en raison de la
porosité accrue du matériau, de la solvatation et du transfert de masse plus élevés lorsque la
température d'extraction augmente (Dzah et al., 2020). L'augmentation de la température
réduit également la tension superficielle et la viscosité des extraits, ce qui améliore également
le rendement d'extraction.

Néanmoins, d’autres études montrent que 1’augmentation de la température diminue
I’efficacité des ultrasons (\Vuong et al., 2014;  Salehan et al., 2016); l'augmentation de la
température produit moins d'énergie de cavitation due a l'augmentation de la pression de
vapeur et a la diminution de la solubilité des gaz dans les liquides. De nombreux composés
phénoliques sont alors facilement hydrolysée et oxydée a des températures plus élevées, en

particulier lorsqu'elles sont extraites sur de longues périodes.
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La figure 1V.8 explique également les étapes du processus d’extraction des CPT par les
ultrasons ; la premiére étape est représentée par une augmentation rapide de la teneur en CPT
qui caractérise les composés situés a la surface des particules de la poudre de fenouil, suivie
d'une deuxieme ligne croissante qui correspond a la diffusion interne des composés du centre
des particules vers le milieu extérieur impliqué par I’effet simultané des porosités et de
I’élévation des températures. La fin du processus d'extraction (marquée par une ligne
horizontale) correspond a 1'étape d’équilibre.

Des études similaires expliquent les étapes de 1’évolution de la teneur en CPT en
fonction de temps de sonification ; la période initiale correspond au transfert de masse rapide
qui convient a la dissolution de substances facilement disponibles situées a la surface des
particules (Boukroufa et al., 2015). La période de ralentissement du transfert de masse refléte
la dissolution simultanée des substances extractibles résiduelles de la surface et de I'intérieur
des particules. La derniere partie qui s’accroit lentement correspond au transfert de masse des

pores internes (Angelov, 2016).

IV.3.1.7. Méthodologie de surface de réponse et validation des modeles

Les études préliminaires ont permis de déterminer les niveaux bas et haut des variables
influencant d’une maniére significative 1’extraction des composés phénoliques a partir des
graines de fenouil. Les résultats de 1’application du plan d’optimisation sont illustrés dans les
tableaux (1V.2) et (1V.3).

Les valeurs de P des modéles sont significatives pour toutes les réponses. De plus, les
valeurs de P de manque d'ajustement sont insignifiantes (tableau 1VV3). Cela indique que les
modeles appliqués sont adéquats pour 1’optimisation de ’EAU des composés phénoliques a
partir des graines de fenouil. Les valeurs élevées des R?, R%gj et de F des modéles pour les
trois réponses indiquent également que les modéles sont adéquats.

Les équations de régression sont exprimees comme suit :

Y, = 14,42 — 4,41X, — 0,76X, — 3,91X3 + 0,23X3 — 3,70X,X,
— 2,43X3X, ... (Equation IV.5)

Y, = 5,01 + 0,88X; — 0,30X, + 0,22X; + 0,26X, — 3,91X? — 1,23X?
— 0,60X3 — 2,18X2 + 0,19X3X, + 0,68X,X,
— 2,43X3X, ... (Equation IV.6)
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Y; = 79,20 — 2,86X; — 1,71X, — 5,99X; — 1,71X, — 1,99X% — 8,82X3
+3,05X% —10,03X3 — 1,61X% — 0,11X,X;, — 0, 3X,X;
+0,28X,X4 + 0,61X;X, ... (Equation IV.7)
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Ou X1, X2, X3 et X4 sont les variables codées de la concentration de solvant, le pH, le ratio

solide-liquide et le temps d’irradiation, respectivement ; Y1 est la teneur en CPT, Y2 est la

teneur en FT et Y3 est le pourcentage d’inhibition de DPPH.

Tableau 1V.2 : Plan Box-Behnken appliqué pour I’extraction des composés phénolique

par les ultrasons

N° Concentration pH Ratio solide- Temps CPT Flavonoides Inhibition de
de solvant (%) liquide (g/ml)  d’irradiation DPPH (%)
(min)
X1 Xz X3 X4 Y1 Y2 Y3
1 50 3 0,02 30 8,860 3,310 75,99
2 50 2 0,03 30 8,400 2,750 76,97
3 30 3 0,03 30 13,740 1,240 75.95
4 70 3 0,03 30 4,270 2,510 6128
5 50 4 0,03 30 14,130 2,710 78.26
6 50 3 0,05 30 14,040 2,370 5011
7 50 2 0,02 40 13,950 3,890 74.69
8 30 3 0,02 40 13,870 2,460 642
9 70 3 0,02 40 4,990 4,090 '

68,43

10 50 4 0,02 40 11,620 3,870
11 30 2 0,03 40 14,030 2,870 81,75
12 70 2 0,03 40 5570 4,730 68,25
13 50 3 0,03 40 14,800 5,160 80,47
14 50 3 0,03 40 14,370 5,000 78,01
15 50 3 0,03 40 14,080 4,880 79,65
16 30 4 0,03 40 13,940 2,370 79,95
17 70 4 0,03 40 3,770 3,810 70,95
18 50 2 0,05 40 13,910 4,830 72,15
19 30 3 0,05 40 14,130 2,960 76.92
20 70 3 0,05 40 4,930 4,920 50,68
21 50 4 0,05 40 12,320 3,630 53,92
22 50 3 0,02 50 14,190 2,350 61,63
23 50 2 0,03 50 14,450 4,000 62,03

24 30 3 0,03 50 11,750 1,210
76,43

25 70 3 0,03 50 5,000 3,590
49,88

26 50 4 0,03 50 5,370 3,050
27 50 3 0,05 50 9,670 3,850 75,86

L0 AL
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Tableau 1V.3: Analyse de la variance pour le plan Box-Behnken appliqué dans
I’extraction des composés phénoliques par les ultrasons

Valeurs estimée Valeurs de F Valeurs de P

CPT | Flavonoi | Inhibition de CPT | Flavonoi | Inhibition CPT | Flavonoides | Inhibition

des DPPH (%) des | de DPPH de DPPH

(%) (%)

Y: Y2 Y3 Y1 Y2 Ys Y1 Y2 Y3

Modele 14,42 5,01 79,20 60,596 43,896 62,046 | <0,0001 <0,0001 <0,0001

X1 -4,41 0,88 2,68 478,07 183,67 492,51 | <0,0001 <0,0001 0,0017

X2 -0,76 -0,30 -1,71 14,32 21,79 14,72 | 10,0026 0,0005 0,0251

X3 0,13 0,22 -5,99 0,39 11,09 0,41 | 0,5418 0,006 <0,0001

X4 -0,25 0,26 -1,99 1,55 16,51 159 | 0,2375 0,0016 0,0115

X1*Xz -0,43 -0,11 -2,76 1,50 0,87 153 | 0,2446 0,368 0,0348*

X1*X3 -0,08 0,08 -0,25 0,05 0,54 0,06 | 0,8228 0,4765 0,8344

X2*X3 0,19 -0,30 -5,59 0,28 6,91 0,29 | 0,6061 0,0221* 0,0004*

X1 *X4 0,68 0,28 10,16 3,79 6,11 3,89 | 0,0754 0,0294* | <0,0001*

Xo* Xy -3,70 -0,23 -2,32 112,28 411 115,65 |<0,0001* 0,0655 0,0688

X3*X4 -2,43 0,61 6,47 48,17 29,53 49,65 [<0,0001* 0,0002* 0,0001*

X1* Xy -3,91 -1,14 -8,82 167,28 136,41 167,14 | <0,0001 <0,0001 <0,0001

X2*Xa -1,23 -0,42 3,05 16,52 18,37 1546 | 0,0016 0,0011 0,0103

X3*X3 -0,60 -0,41 -10,03 3,96 18,15 3,35 | 0,0697 0,0011 <0,0001

Xa*Xa -2,18 -1,61 -6,17 51,84 275,27 50,59 | <0,0001 <0,0001 <0,0001

Manque 4.265 2.865 14.854 0,204 0,286 0,158
d’ajustement

R? 0,98 0,97 0,98

RZg 0,95 0,92 0,96

* p< 0,05 significatif. X1, X2, X3 et X4 sont les variables codées de la concentration de
solvant, le pH, le ratio solide-liquide et le temps d’irradiation, respectivement ; Y1 est la

teneur en CPT, Y2 est la teneur en FT et Y3 est le pourcentage d’inhibition de DPPH.

L’analyse de la variance pour le PBB (tableau 1V.3) montre que la concentration de
1I’éthanol et le pH sont les effets linéaires les plus significatifs sur les trois réponses. Le ratio
solide/liquide et le temps d’extraction présentent des effets significatifs uniquement sur la
teneur en flavonoides et le pourcentage d’inhibition de DPPH.

Sahin and Samli (2013) ont également montré que la concentration de solvant a un effet
dominant sur I'extraction des FT de F. vulgare et que les termes linéaires et quadratiques de la

concentration de 1’éthanol ont un impact trés significatif et positif sur la teneur en FT.
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IV.3.1.8. Conditions optimales

L’optimisation par PBB a donné des teneurs optimales en CPT de 15, 721 mg EAG/g, a
une concentration de solvant de 40 %, un pH de 3, un ratio solide-liquide de 0,03 et un temps
d’irradiation de 40 min.

Une teneur optimale en flavonoides de 5,494 mg ER/g a été obtenu a une concentration
de solvant de 60%, un pH de 2, un ratio solide-liquide de 0,02 et un temps d’irradiation de 43
min.

Le pourcentage optimal d’inhibition du radical DPPH est de 90%. Cette valeur a été
obtenue a une concentration de solvant de 38%, un pH de 2,5, un ratio solide-liquide de 0,03
et un temps d’irradiation de 40 min.

Les conditions optimales dérivées de la maximisation de la désirabilité sont: une
concentration de solvant de 50%, un pH de 3,5, un ratio solide-liquide de 0,03g/ml et un
temps d’irradiation de 50 min.

Dans ces conditions, les teneurs en CPT et en FT sont de 13,170 mg EAG/g et de
3,265, respectivement et le pourcentage d’inhibition est de DPPH est de 60%.

IV.3.1.9. Analyse des surfaces de réponse
Les interactions significatives des facteurs affectants les teneurs en CPT et en FT ainsi
que D’activité antioxydante sont analysées et interprétées ci-dessous pour chacune des
réponses étudiées.
a.  Effet sur la teneur en composés phénoliques totaux
La figure 1.9 représente les interactions significatives des facteurs affectants la teneur
en CPT.
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Figure 1V.9: Surface de réponse des interactions significatives sur la teneur en

composés phénoliques totaux.
(a) : Interaction du ratio solide/liquide et du temps de sonification et (b) : Interaction

du pH et du temps.
La figure IV.9 montre que la teneur en CPT augmente avec l'augmentation du ratio

solide-liquide et le temps de sonification (la figure 1VV.9a), puis la teneur diminue Iégerement
lorsque le ratio solide-liquide est supérieur a 0,045g/ml. La teneur en CPT augmente
également avec I'augmentation du pH et de temps de sonification (la figure 1V.3b).

Cela pourrait étre expliqué par le fait que les composé phénoliques sont facilement
décomposés et hydrolysés ; si le milieu réactionnel est maintenu a un pH élevé pendant une
longue durée. Ainsi la désorption de ces composés des sites actifs dans la matrice augmente
en raison de I'augmentation de la diffusivité du solvant dans les parties internes de la matrice a
des valeurs de pH élevées.

De plus, le volume de solvant doit étre suffisant pour garantir que le tout I'échantillon
est immergé. Cependant, un volume extrémement élevé de solvant peut affecter négativement
I’extraction des CPT par les ultrasons et c'est probablement di a une sonification insuffisante
du solvant. Une dégradation ou une conversion des composés phénolique peut avoir lieu,
lorsque les ondes ultrasonores sont appliquées a des volumes de solvant plus importants
pendant un temps d’extraction long (Carrera et al., 2012).

b.  Effet sur la teneur en flavonoides Totaux

Les interactions significatives des facteurs affectants la teneur en FT sont représentées

dans la figure 1V.10.
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Figure 1V.10: Surface de reponse des interactions significatives sur la teneur en

Flavonoides.
(a) : Interaction du ratio solide/liquide et du temps de sonification, (b) : Interaction du

pH et du ratio solide/liquide et (c) : Interaction de la concentration de 1’éthanol et du temps.

La teneur en FT augmente avec l'augmentation du ratio solide/liquide et du temps, puis
elle diminue lorsque le ratio est supérieure a 0,045g/ml et le temps dépasse 47min (figure
IV.10 a). La teneur en FT est également affectée par 1’effet simultané du pH et de ratio
solide/liquide (figure 1V.10 b) ; la teneur maximale est observée a des valeurs élevées de pH
en présence d’une quantité suffisante en eau. Cependant, le ratio solide/liquide présente un
effet négatif sur la teneur en FT a des valeurs supérieures a 0,045g/ml. De méme, la teneur en
FT augmente avec I’augmentation de la concentration et le volume de solvant (figure 1V.8 c)
et diminue lorsque ces deux facteurs atteignent les valeurs maximales.

Ces effets interactifs entre le temps d’extraction et les propriétés du solvant d’extraction
(son volume, son acidite et sa concentration) peuvent étre expliqué par différents
phénomenes :

D’abord, I'augmentation du temps de contact du solvant avec la poudre de fenouil peut
améliorer la diffusion des flavonoides. Les micropores induits par la cavitation ultrasonore sur
les parois cellulaires des graines de fenouil permettent un meilleur contact du solvant avec les
flavonoides.

De méme, un rapport approprié entre la poudre de fenouil et le volume du solvant
améliore la diffusion du solvant provoquant une meilleure destruction de la matrice végetale
et une libération des flavonoides liés.

Egalement, I'augmentation de la concentration de I'éthanol peut accélérer le transfert de

masse entre le liquide et le solide et améliorer la solubilité des flavonoides.
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Plusieurs études antérieurs ont rapporté des reésultats similaires ; Sarra et al. (2019) ont
étudié l'effet de I'éthanol sur I'extraction des flavonoides. A une concentration supérieure a
70 %, ils ont observé que le rendement a diminué significativement.

De plus, Il a été rapporté que la fraction eau est utile pour améliorer le gonflement du
matériel végétal, tandis que I'éthanol est censé perturber la liaison entre le soluté et la matrice
végétale (Sahin and Samli, 2013; Rezaie et al., 2015).

L’extraction des flavonoides par les ultrasons est affectée par les caractéristiques du
solvant extracteur affectant le transfert de masse (Giacometti et al., 2018; Kumar et al.,
2021).

C. Effet sur I’inhibition de DPPH
La figure IV.11 représente les interactions significatives des facteurs affectants I’activité

antioxydante des extraits de fenouil, exprimée par le pourcentage d’inhibition de DPPH.
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Figure I1V.11: Surface de réponse des interactions significatives sur le
pourcentage d’inhibition de DPPH.

(a) : Interaction de la concentration de 1’éthanol et de temps de sonification, (b) :
Interaction du ratio solide/liquide et du temps (c) : Interaction du pH et du ratio solide/liquide

(d) : Interaction de la concentration de 1’éthanol et du pH.
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L’activité antioxydante augmente avec l'augmentation simultanée de la concentration de
I’éthanol, du ratio solide/liquide et du temps de sonification (figure 1V.11 a et b), puis
’activité diminue en allant vers les niveaux extrémement élevés de ces trois facteurs.

Cependant, le pH semble avoir un effet positif en présence d’un ratio solide/liquide
adéquat (figure 1V.11 c) et une concentration appropriée du solvant (figure IV.11 c).

Les propriétés du solvant d’extraction ont montré une influence importante sur I’activité
antioxydante en termes linéaires, quadratiques et interactifs. Cet effet peut étre attribué au
changement des propriétés du solvant qui affectent directement la propagation des ondes
ultrasonores dans le milieu réactionnel (Rezaie et al., 2015).

L’ensemble de ces résultats montre que, I’extraction des CPT est favorisée a des
niveaux hauts ou modérés de ratio solide/liquide, de pH et de temps. Cependant, la teneur
maximale en FT est obtenue dans des conditions modérées de la concentration de solvant, de
ratio solide/liquide, de pH et de temps de sonification. Tandis que I’activité antioxydante est
favorisée a des niveaux modérés de ratio solide/liquide, de la concentration de solvant et de
temps. Cependant, les valeurs extrémement élevées ainsi que les valeurs les plus faibles
influencent négativement sur 1’activité antioxydante.

IV.3.1.10. Détermination du profil phénolique

Le profil phénolique des extraits des graines de fenouil obtenus par ’EAU et ’EC a été
déterminé par une HPLC dans le but d’identifier la composition chimique et de déterminer
I’effet de la méthode d’extraction sur la composition en polyphénols.

Les résultats de cette analyse sont représentés dans la figure 1V.12 et le tableau 1V .4.
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Figure 1V.12 : Profil phénolique des graines de Foeniculum vulgare obtenu par
HPLC

Les profils phénoliques des extraits des graines obtenus par les deux méthodes

unc

similitude dans

la composition chimique (les

deux

chromatogrammes sont superposés) avec des différences dans les concentrations de ces

composés (les surfaces des pics).

Tableau 1V.4: Pics majoritaires obtenus par HPLC des extraits de Foeniculum vulgare

Pics Temps de rétention %
Composés phénoliques (min)

EAU EC EAU EC
Pic | Acide 3-caféoylquinique | 4,143+0,293 | 4,130+0,28 9,823+0,007% | 10,9+1,072
1)
Pic Acide chlorogénique 10,581+0,001 | 9,760+0,28 8,1+0,03% 5,4+0,15"
)
Pic | Quercétine 3-glucoronide | 19,753+0,003 | 19,490+0,26 | 7,3+0,2? 3,6+0,1°
(©)
Pic Kaempférol 3-glucuronide | 30,520+0,07 | 30,517+0,01 | 7,8+0,01% 2,6+0,3°
(4)
Pic Acide rosmarinique 32,303+0,003 | 32,030+0,01 | 16,0+0,2% 6,8+0,3"
(5)
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Les résultats représentés dans le tableau 1V.4 montrent que la composition chimique
des deux extraits est identique. Cependant, les pourcentages en composes phénoliques obtenus
par les deux méthodes d’extraction montrent des différences significatives.

Les pourcentages en composés phénoliques (pics 2, 3, 4 et 5) sont significativement
plus élevés dans les extraits obtenus par ’EAU. Cela est attribué aux effets des micropores
induits par les phénomeénes liés a la cavitation acoustique.

Les essais d’identification des pics majoritaires par une analyse de quelques composés
pheénoliques standards (annexe 2) ont permis d’identifier les composés phénoliques
prédominant dans les graines : 1’acide 3-caféoylquinique, 1’acide chlorogénique, la quercétine
3-glucoronide, le kaempférol 3-glucuronide et I’acide rosmarinique.

Des études antérieures sur la phytochimie des graines de fenouil démontrent la
présence de ces cing composants phénoliques (Parejo et al., 2004a; Parejo et al., 2004b;
Krizman et al., 2007; Salami et al., 2016).

IV.3.2. Extraction des huiles essentielles

Apres les travaux menés sur 1’extraction des CPT, une deuxiéme partie a été¢ entamée
sur I’extraction des HEs des graines de F. vulgare par la méthode d’HDAM. L’objectif était
d’améliorer le rendement en HEs et de minimiser le temps de chauffage et la consommation
de I'énergie. Dans le but de déterminer les conditions optimales de I’THDAM, deux plans
d’expérience ont été utilisés ; un plan de criblage qui est le PPB et un plan d’optimisation (le
PBB). Les HEs obtenues ont été caractérisées par deux méthodes a savoir la spectroscopie IR
et la CPG.
IV.3.2.1. Rendement et temps d’extraction

Le rendement d’extraction obtenu par HDAM est de 0,89 + 0,02 % pendant 20 min et
celui obtenu par HD est de 0,77 £ 0,02 % pendant 3 h. Le rendement obtenu par HDAM est
significativement supérieur a celui obtenu par HD. Ces résultats montrent que la procédure
HDAM est rapide et efficace.

Des études antérieures réalisées dans différentes conditions d'extraction avec
différentes variétés et origines géographiques ont rapporté des résultats différents. Zoubiri et
al. (2014) ont indiqué qu’un rendement maximal en HE des graines de fenouil de (0,93 +
0,07 %) a été atteint apres 2h de temps par la méthode d’HD. Les données rapportées par
Saxena et al. (2018) ont également montré un rendement maximal de 2 % a eté obtenu apres 3

h par la technique d’HD.
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Une autre étude a rapporté que les rendements en HE des graines de fenouil sont de
0,83 % et 1,10 %, obtenus par la méthode d’HDAM pendant 120 min et par une HD pendant
360 min, respectivement (Gonzalez-Rivera et al., 2016).

1V.3.2.2. Effet de la teneur en eau

La teneur en eau initiale des graines est de 9%. Des teneurs en humidité allant de 0 %
(lyophilisées jusqu’au poids constant) & 9 % (sans séchage) ont été testés pour trouver la
teneur en humidité optimale permettant d’avoir un maximum de rendement en HE.

La figure 1V.13a résume les résultats obtenus ; le rendement en HE des graines de
fenouil augmente avec l'augmentation de la teneur en eau. Le rendement maximal a été
enregistré en utilisant les graines non séchées. Par conséquent, la teneur en eau initiale (9 %) a
été considérée comme la valeur optimale pour les prochaines expériences.

Lorsque I'eau est plus élevée, le taux de chauffage diélectrique augmente, améliorant la
libération des HEs dans le solvant d'extraction. Dans les extractions par micro-ondes, la
teneur en eau est une valeur clé qui détermine la constante diélectrique du matériel végetal
soumis aux micro-ondes (Navarrete et al., 2012). Cela signifie que I'eau résiduelle contenue

dans les graines de fenouil s'évapore rapidement et I'HE peut étre extrait plus rapidement.

IV.3.2.3. Effet de la taille des particules

En utilisant le taux d'humidité optimal, I'influence de la taille des particules a été étudiee
en utilisant les graines intactes et les graines broyées a différentes tailles (<5000, <2000,
<1000, <500 et <200 pm).

La figure 1V.13b indique que le rendement en HE augmente significativement et
continuellement en diminuant la taille des particules. La poudre dont la taille des particules
est inférieure a 200 um a été sélectionnée pour les expériences ultérieures.

L'augmentation du rendement en HE peut étre expliquée par I’effet mécanique du
broyage, qui expose les canaux secréteurs des HEs. Moser et al. (2014) ont décrit que les HES
de fenouil se localisent principalement dans le péricarpe et qui sont sécrétés dans des canaux
sécreteurs. De plus, Kosar et al. (2007) ont rapporté que le rendement en huile augmente dans
les échantillons de fenouil broyés par rapport aux graines entieres. Par conséquent, la
libération des HEs peut étre améliorée en diminuant la taille des particules par I’augmentation

de la surface de contact.

1V.3.2.4. Effet de la puissance du micro-onde
L'influence de la puissance de micro-onde sur le rendement en HE a été étudiée et les

niveaux de puissance de 100, 300, 500, 700 et 900 W ont été testés.
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Les resultats (Figure. 1V.13c) montrent que le rendement diminue a mesure que la
puissance de micro-onde augmente (sans marquer de différence significative entre 500 et 700
W). Le rendement le plus faible a été obtenu a 900 W. En effet, la puissance de micro-onde a
été fixée a 300 W pour les expérimentations ultérieures.

Les molécules polaires contenues dans les graines de fenouil, telles que I'eau résiduelle,
sont soumises & la conduction ionique et a la rotation dipolaire. Par conséquent, I'énergie
thermique est produite, ce qui conduit a la rupture des membranes cellulaires, libérant ainsi
les HEs dans le solvant (Hu et al., 2008).

Cependant, 1’augmentation excessive de la puissance des micro-ondes affecte
négativement le rendement en HE de la poudre de fenouil; par I’effet de la dégradation
thermique (Kusuma and Mahfud, 2017). Par conséquent, un niveau approprié des micro-

ondes est requis pour obtenir un rendement maximal en HE.

IV.3.2.5. Effet du ratio solide/liquide

La variation du rapport matiére végétale/eau a été étudiée en utilisant des ratios
solide/liquide de 1/20, 1/10, 1/5, 1/3 et 1/2 g/ml. Selon les résultats de la Figure 1V.13d, le
rendement en HE augmente avec I'augmentation du ratio solide/liquide jusqu’a 1/5 g/ml. Puis,
le rendement diminue. Par conséquent, les ratios compris entre 1/20 et 1/3 ont été choisi pour
I'optimisation ultérieure.

En effet, le chauffage diélectrique de solvant améliore le rendement en HE et
l'utilisation d’un grand volume d'eau peut rendre le processus plus long et plus difficile
générant ainsi des déchets inutiles (Xinran et al., 2016). Par contre, 1’utilisation des petits
volumes d'eau peut provoquer la combustion de la poudre des graines et rendre I'extraction

incomplete.

1V.3.2.6. Effet du pH

L'effet du pH sur le rendement en HE a été également évalué en utilisant 1’eau distillée
comme solvant sans acidification (pH = 6). Ensuite, I'eau a été acidifiée a un pH de 3 puis
ajustée a 1.

La figure 1V.13e résume les résultats obtenus. La diminution de pH de 6 a 3 n’affecte
pas significativement le rendement d’extraction (p <0,05). Cependant, le rendement diminue
significativement lorsque le pH est réduit jusqu’a 1. Dans ce cas, le pH sélectionné est le
pH=6.

Un pH acide peut augmenter le rendement en HE, en améliorant le contact direct et

facilitant la liberation des HEs a partir des graines.
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Dans les travaux ultérieurs sur I'hydrodistillation par micro-ondes, rares sont les
données expérimentales qui étudient I'effet du pH. La forte concentration des ions
d’hydrogeéne stimule I'nydrolyse et la destruction de la structure cellulaire. Ensuite, ces ions
contribuent avec l'irradiation micro-ondes a la surchauffe a I'intérieur de ces cellules, ce qui
conduit a la libération des HEs. Une constations similaire a été signalé par Qu et al. ( 2013).

Cependant, le rendement en HE diminue en diminuant encore le pH, ce qui peut étre
expliqué par la formation d'une solution colloidale de la poudre des graines dans ’eau trés

acide et cela peut éviter et retarder la libération des HEs.

IV.3.2.7. Effet de temps d'irradiation

Des durées d'irradiation de 5 min a 40 min ont été comparées en utilisant la poudre de
fenouil sans séchage préalable avec une granulométrie inférieure a 200 um. Cette poudre a €té
mélangée avec 300 ml de I'eau distillée, puis irradiée a 300 W.

Le rendement en HE augmente rapidement a mesure que le temps d'irradiation
augmente de 5 a 10 min jusqu'a I’obtention d’un maximum a 20 min (Figure IV.13f). Un
temps d'irradiation de 40 min est nécessaire pour atteindre la phase d'équilibre. L’intervalle de
temps allant de 20 a 40 min a été donc choisi pour 1’optimisation suivante.

Premierement, les irradiations par micro-ondes interagissent avec les molécules
diélectriques intracellulaires, provoquant une pression puis une rupture de la paroi cellulaire.
Par conséquent, les composants des HEs sont libérés dans le solvant puis évaporées selon
leurs masses et leurs moments dipolaires. Ces phénomenes nécessitent alors suffisamment de
temps pour terminer I'extraction de chaque composant. Des résultats similaires ont été trouveés
par Mollaei et al. (2019); les auteurs ont ajouté qu'une augmentation excessive du temps
d'irradiation réduit le rendement en HE.
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Figure 1V.13 : Résultats de ’effet des variables sur le rendement d’extraction des
huiles essentielles.
(a) : teneur en eau, (b) : taille des particules, (c) : puissance de micro-onde, (d) : ratio

solide/liquide, (e) : pH et (f) : temps d’irradiation.
IV.3.2.8. Plan de Plackett-Burman et validation des modeéles
Le PPB a été utilisé pour sélectionner les variables qui influencent significativement la
technique d’HDAM. Le tableau IV.5 indique les données expérimentales obtenues avec les
six variables et les trois réponses étudiés. Les résultats de 1’analyse de la variance sont
représentés dans le tableau IV.6.
a.  Analyse de la variance
Selon les valeurs de P de chaque paramétre, les variables ayant un effet significatif (P <
0,05) sur le rendement ont été sélectionnés pour les prochaines expériences d'optimisation en
utilisant la méthodologie de surface de réponse. Cependant, les facteurs sans effet significatif
ont été exclus. Les modéles mathématiques sont exprimés comme suit :
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Y; = 0.4063 — 0.0908X; — 0.0736X, + 0.0695X3
—0.0516X, ... (Equation IV.8)

Y, =8.6191 — 4.3591X; + 2.0075X, ... (Equation IV.9)

Y; = 0.1784 + 0.1085X, + 0.1219X; ... (Equation IV.10)

Ou X1, X2, X3 et X4 sont les variables codées de la taille des particules, le temps de

I'irradiation, la puissance de micro-onde et le rapport solide/liquide, respectivement ; Y1 est le

rendement en HE, Y2 est le temps initial de chauffage et Y3 est la consommation de

I’énergie.

Tableau 1V.5: Résultats de I’application du plan Plackett—-Burman

Taille  Temps Puissance Ratio Taux pH Rendement Temps Consommation
des  d’irradi des solide-  d’humidité (%) initial  d’énergie (kWh)
particul ation  microondes liquide (%) (min)
es (um) (min) (W) (g/ml)
X1 X2 X3 X4 Xs Xs Y1 Y2 Y3
1 2000 45 700 0,05 0 3 0,335 01,54 0,507
2 200 15 200 0,33 0 3 0,450 14,30 0,002
3 200 45 700 0,33 0 3 0,470 06,30 0,452
4 2000 15 200 0,05 9 3 0,350 08,50 0,022
5 200 45 200 0,05 9 3 0,310 10,08 0,116
6 2000 15 700 0,33 9 3 0,355 02,06 0,151
7 2000 45 200 0,05 0 6 0,313 10,39 0,115
8 200 15 700 0,05 0 6 0,730 07,10 0,092
9 2000 15 200 0,33 0 6 0,285 14,60 0,001
10 200 15 700 0,05 9 6 0,710 02,06 0,151
11 200 45 200 0,33 9 6 0,313 20,00 0,083
12 2000 45 700 0,33 9 6 0,255 06,50 0,449
Tableau I1V.6: Analyse de la variance du plan Plackett-Burman

Valeurs de F Valeurs de P

Rendeme Temps initial Consommation | Rendeme | Temps initial (min) Consommation

nt (%) (min) d’énergie (kWh) nt (%) d’énergie (kWh)

Y1 Yz Y3 Y1 Y2 Y3

Modele | 29,6088 13,1826 12,2007 | <0,0001* <0,0001* 0,0003*

Xi1| 65,0144 5,2694 2,1506 | 0,0005* 0,0702 0,2024

Xa| 42,7623 0,7646 29,9783 | 0,0013* 0,4219 0,0028*

Xs| 38,0618 54,6040 37,7926 | 0,0016* 0,0007* 0,0017*

Xs| 21,0349 11,5805 0,3218| 0,0059* 0,0192* 0,5950

Xs 4,6021 0,5049 0,6853 0,0848 0,5091 0,4455

X6 6,1778 6,3724 2,2757 0,0555 0,0529 0,1918

R? 0,9726 0,9405 0,9361

Rf,dj 0,9398 0,8692 0,8593

* p< 0,05 significatif.
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b.  Validation des modeles

Les valeurs de F des modeles sont de 55,3486, 958,1095 et 112,7530 et les coefficients
de détermination (R?) sont de 0,9726, 0,9405 et 0,9361 pour le rendement en HE, le temps
initial et la consommation de 1’énergie, respectivement. De plus, les valeurs de P des modeles
sont hautement significatives (Tableau 1V.6), par conséquent, les modeles proposés sont
adéquats pour I’expression des trois réponses étudiées.

c.  Sélection de parametres significatifs

La valeur de P de la taille des particules (P = 0,0005) indique qu'il s'agit du facteur le
plus significatif, suivi du temps d'irradiation (P = 0,0013) avec des effets négatifs sur le
rendement, puis par la puissance de micro-onde (P = 0,0016) qui a un effet positif. Le rapport
solide/liquide (P = 0,0059) est le facteur le moins significatif sur le rendement. Par
conséquent, ces variables ont été choisis pour les prochaines expériences d'optimisation.
Cependant, pour la teneur en eau et le pH avec des valeurs P de 0,0848 et de 0,0555
respectivement, les effets ne sont pas significatifs et ces variables ne seront pas ultérieurement
inclus.

Cette étude préliminaire a permet donc de mieux cerner le domaine d’étude et de
déterminer les niveaux hauts et bas pour I’optimisation ultérieure. Les résultats obtenus
permettent de conclure qu’un temps d'irradiation court a une puissance moyenne, en utilisant
un minimum de quantité d'eau avec une poudre de granulométrie la plus petite sont
nécessaires pour une extraction efficace des HEs. Dans ces conditions, le temps de chauffage

initial et la consommation d'énergie ont été également minimises.

1V.3.2.9. Plan de Box Behnken et validation des modeéles de prédiction
Le tableau I1V.7 présente les données expérimentales du PBB obtenu sous différentes
combinaisons des conditions d'extraction et le tableau 1V.8 résume les résultats de 'ANOVA.
Les équations de la régression sont exprimées comme suit :
Y; = 0,8659 + 0,1151X, — 0,0486X, + 0,0401X; + 0,0195X, — 0,07X?

+0,0262X% — 0,1515X2 + 0,0283X,X; — 0,0555X,X;
+0,0583X,X, — 0,038X,X, + 0,0813X3X, ... (Equation IV.11)

Y, = 23,46 + 10,0408X, + 4,9583X5 — 2,1392X, — 2,2104X?% — 2,2067X3
— 4,9054X% — 2,9517X2 + 1,1275X3X, ... (Equation IV. 12)

Y; = 0,0327 — 0,0017X5 + 0,01X, + 0,0112X3 + 0,0112X2 + 0,0144X3
+0,0164X,X; ... (EquationIV.13)
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Ou X1, X2, X3 et X4 sont les variables codées de la taille des particules, le temps de

I'irradiation, la puissance de micro-onde et le rapport solide/liquide, respectivement ; Y1 est le

rendement en HE, Y2 est le temps initial et Y3 est la consommation de 1’énergie.

Tableau 1V.7: Résultats de ’application du plan Box—Behnken

Taille des Temps  Puissance des  Ratio solide- Rendement  Temps initial Consommation
particules  d’irradiation microondes liquide (%) (min) d’¢énergie (kWh)

(Lm) (min) W) (g/ml)
X1 Xz X3 X4 Y1 Y2 Y3
1 300 30 200 0,10 0,781 14,31 0,052
2 300 20 300 0,10 0,707 10,20 0,049
3 200 30 300 0,10 0,579 20,20 0,049
4 400 30 300 0,10 0,675 20,18 0,049
5 300 40 300 0,10 0,701 30,18 0,049
6 300 30 400 0,10 0,656 22,17 0,052
7 300 20 200 0,15 0,859 01,22 0,063
8 200 30 200 0,15 0,668 11,22 0,063
9 400 30 200 0,15 0,870 11,50 0,062
10 300 40 200 0,15 0,855 21,50 0,062
11 200 20 300 0,15 0,723 09,20 0,054
12 400 20 300 0,15 0,971 09,18 0,054
13 300 30 300 0,15 0,880 24,00 0,030
14 300 30 300 0,15 0,859 23,20 0,034
15 300 30 300 0,15 0,859 23,18 0,034
16 200 40 300 0,15 0,656 29,20 0,054
17 400 40 300 0,15 0,848 29,21 0,054
18 300 20 400 0,15 1,050 11,18 0,059
19 200 30 400 0,15 0,735 21,19 0,059
20 400 30 400 0,15 1,050 21,15 0,059
21 300 40 400 0,15 0,824 31,19 0,059
22 300 30 200 0,20 0,653 07,09 0,076
23 300 20 300 0,20 0,838 06,16 0,069
24 200 30 300 0,20 0,490 16,35 0,068
25 400 30 300 0,20 0,819 16,16 0,069
26 300 40 300 0,20 0,680 26,35 0,068
27 300 30 400 0,20 0,853 19,46 0,070
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Tableau 1V.8: Analyse de la variance du plan Box—-Behnken appliqué pour
I’optimisation de I’hydrodistillation assistée par micro-onde

Valeurs estimée Valeurs de F Valeurs de P
Rendem Temps | Consommati | Rendemen Temps | Consom | Rendeme Temps | Consommatio
ent (%) initial | on d’énergie t (%) initial mation nt (%) initial n d’énergie
(min) (kWh) (min) | d’énergie (min) (KWh)
(KWh)
Y, Y> Y3 Y: Y, Y3 Y1 Y2 Y3
Model | 0,8660 | 23,4600 0,0327 55,3485 | 958,1094 | 112,7530 | <0,0001* | <0,0001* <0,0001*
X1 | 0,1152 0,0017 0,0000 | 270,4572 0,0003 0,0001 | <0,0001* 0,9873 1,0000
Xz | -0,0487 | 10,0408 -0,0002 48,2957 | 9521.924 0,1600 | <0,0001* | <0,0001* 0,6962
X3 | 0,0402 4,9583 -0,0017 32,8985 | 2321,970 | 16,0000 | 0,0001* | <0,0001* 0,0018*
X4 | 0,0195 -2,1392 0,0100 7,7538 | 432,897 | 576,0000 0,0165 | <0,0001* <0,0001*
X1*X: | -0,0700 -2,2104 0,0112 44,4606 | 205,0931 | 319,2177 | <0,0001* | <0,0001* <0,0001
X2*X2 | 0,0085 -2,2067 0,0112 0,6484 | 204,3978 | 319,2177 0,4364 | <0,0001* <0,0001*
X3*X3 | 0,0262 -4,9054 0,0003 6,2250 | 1010,077 | 689,9377 | 0,0282* | <0,0001* 0,7350
X4*X4 | -0,1515 -2,9517 0,0144 | 208,1261 | 365,7104 | 532,0711 | <0,0001* | <0,0001* <0,0001*
X1*X2 | -0,0140 0,0075 0,0000 1,3322 0,0018 0,0001 0,2709 0,9671 1,0000
X1*X3 | 0,0283 -0,0800 0,0003 5,4245 0,2015 0,1200 | 0,0381* 0,6615 0,7350
X2*X3 | -0,0555 -0,0675 0,0164 20,9368 0,1434 0,1200 | 0,0006* 0,7115 <0,0001*
X1*X4 | 0,0583 -0,0425 0,0003 23,0630 0,0569 0,1200 | 0,0004* 0,8155 0,7350
X2*X4 | -0,0380 0,0525 -0,0003 9,8150 0,0868 0,1200 | 0,0086* 0,7734 0,7350
X3*X4 | 0,0813 1,1275 -0,0015 44,8715 | 40,0218 4,3200 | <0,0001* | <0,0001* 0,0598
Manque 4,6039 0,4968 0,2687 0,1915 0,8157 0,9381
d’ajusteme
R? 0,9847 0,9991 0,9925
R4 0,9670 0,9981 0,9837
* p< 0,05 significatif.
a.  Analyse de la variance

Les résultats de I’analyse de de la variance montrent que les coefficients linéaires des

quatre variables étudiées ont tous des effets significatifs sur le rendement en HE a P < 0,05.

Les coefficients linéaires du facteur granulométrie (X1), de temps d'irradiation (X2) et de la

puissance de micro-onde (X3) sont fortement significatifs a (P < 0,0001). Le coefficient du

rapport solide/liquide (X4) est également significatif a (P < 0,0165).

Les coefficients d'interaction des deux variables puissance et ratio solide/liquide

(X3*X4) sont hautement significatifs a (P < 0,0001). Les coefficients d'interaction de
(X1*X4), (X2*X3), (X2*X4) et (X1*X3) sont significatifs & (P < 0,0004), (P < 0,0006), (P <
0,0086) et (P < 0,0381), respectivement.
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Pour ’HDAM, de nombreuses études antérieures utilisant la MSR ont rapporté que la
taille des particules, le temps d'irradiation, la puissance de micro-onde et le ratio
solide/liquide sont statistiguement les parametres significatifs affectant le rendement
d’extraction des HEs a partir de plusieurs matiéres végeétales (Chen et al., 2017; Liu et al.,
2018).

b.  Validation des modeles de prédiction

Les coefficients de détermination (R?) sont de 0,9847, 0,9991 et 0,9925 pour le
rendement, le temps initial et la consommation de 1’énergie, respectivement. Cela signifie que
les valeurs calculées par le modeéle et les valeurs réelles sont fortement corrélées, indiquant
que les modéles ont une grande précision. Les valeurs élevées de R2gj (0,9670, 0,9981 et
0,9837) indiquent également que les modéles sont adéquats.

Les valeurs F du modele sont de 55,3485, 958,1094 et 112,7530 et les valeurs P sont
inférieures a 0,0001 pour toutes les réponses. De plus, les valeurs de p de manque
d'ajustement sont insignifiants au-dessus de 0,05, indiquant que la dispersion des résultats
expérimentaux est acceptable et que les modeéles sont significatifs.

Ces resultats permettent de valider les modeles développés qui sont appropriés pour
prédire les réponses étudiées.

IV.3.2.10. Conditions optimales

La fonction de désirabilité permet d'optimiser les trois réponses et de trouver les
conditions opératoires qui fournissent les valeurs de réponses les plus souhaitables. En effet,
la fonction de désirabilité a été utilisée pour atteindre I'objectif de cette étude qui est basé sur
la maximisation du rendement en HE et la minimisation du temps et de I'énergie.

Les conditions optimales dérivées de la maximisation de la désirabilité sont : une taille
des particules de 300um, un temps d'irradiation de 20 min, une puissance de micro-onde de
300W et un rapport solide/liquide de 0,15 g/ml.

Dans ces conditions, le rendement prédit en HE est de 0,9608 + 0,02 % en seulement 11
+ 0,41 min de temps initial d’ébullition, tout en consommant 0,04 + 0,001 kWh d’énergie
électrique.

Ces conditions sélectionnées montrent une amélioration significative en comparaison
avec les travaux de Chen et al. (2020), notamment en faveur de la consommation de 1’énergie,
le temps d'irradiation et la puissance de micro-onde.

Des tests au laboratoire ont été réalisés dans les conditions optimales pour valider la
fiabilité du PBB. Le rendement réel en HE est de 0,8999 % + 0,02 %.
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Par conséquent, le modele appliqué dans ce travail est adéquat pour prédire la valeur de
rendement en HE en faisant varier les facteurs expérimentaux.

IV.3.2.11. Analyse des surfaces de réponse

La figure 1V.14 représente les interactions significatives des facteurs affectants le
rendement d’extraction des HEs de fenouil.

(a) (b)
3
S
-
< 5
= <
g - (c) 5w
= aley
1= . %
& =)
& 3
St X4
~—
J\' -
[\0 ’BQQ 5 “
X4 £
‘o A® X3 =
(5} o
o
%, (e)
N
(d)
S
S X3 240 =3
~ 0(\ X2 -
g =
<Al )
Q 1=
5 <
% o [ =Y}
= U o
5] o~
[
o o)
2,
<-‘-0 s <
O %
S
2 > 20 X3 <« 300
Q
X4 2 10 X2 CNEIR X1

Figure 1V.14 : Surface de réponse des interactions significatives sur le rendement
en huiles essentielles.

La figure IV.14a illustrant l'interaction entre la puissance et le ratio solide/liquide
montre qu’a des niveaux bas de ratio solide/liquide, le rendement en HE diminue légérement
en augmentant la puissance des micro-ondes. En revanche, a des niveaux plus hauts du ratio
solide/liquide, la puissance de micro-onde présente un effet positif sur I’extraction des HES.

En effet, le rendement maximal en HE est observé a des niveaux de puissance élevés en
présence d’une quantité suffisante en eau qui absorbe les irradiations micro-ondes. Ce qui est
favorable au transfert d'énergie et a la destruction de la paroi cellulaire. Par conséquent les
HEs sont mieux hydrolysées, conduisant ainsi a une plus grande efficacité. Cependant, la
diminution de rendement est peut étre due au phénoméne de la décomposition ou de la

combustion des HEs. Des résultats similaires ont été trouvés par Chen et al. (2018) .
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La figure 1VV.14b montre la relation entre la taille des particules et le ratio solide/liquide.
Initialement, le rendement en HE augmente avec l'augmentation de la taille des particules et le
ratio solide/liquide, puis le rendement diminue lorsque la taille des particules est supérieure a
360 um et le rapport solide/liquide dépasse 0,15 g/ml.

Cette augmentation peut étre expliquée par I'amélioration de la surface de contact en
diminuant la taille de particules. Les résultats obtenus sont en accord avec ceux rapportés par
Hatami et al. (2017). Cependant, la diminution de la taille des particules, c'est-a-dire
l'augmentation du temps de broyage, peut mener a I'évaporation des HEs sous I’effet de
I’élévation des températures pendant le broyage, ce qui réduit le rendement.

Selon la figure 1V.14c, le rendement augmente Iégerement avec l'augmentation du
temps d'irradiation a des puissances de micro-onde faibles. Cependant, le temps d'irradiation
présente un effet négatif sur 1’extraction a des puissances plus élevées. De plus, le rendement
maximal est observeé a des niveaux de puissance élevés durant des temps d'extraction courts

Le chauffage instantanés et homogenes par les microondes augmente la pression a
I'intérieur des cellules et détruit les parois cellulaires (Chen et al., 2015a). En conséquence, les
HEs diffusent rapidement dans la solution aqueuse a haute température, ce qui augmente le
rendement d'extraction et réduit le temps.

La figure 1V.14d indique que le temps d'irradiation n'a pas d'influence significative sur
le rendement en HE lorsque le ratio de solide/liquide est faible. Par contre, une amélioration
du rendement, suivie par une diminution, est observée lorsque le ratio solide/liquide est élevé.

un ratio solide/liquide faible est favorable a la perméabilité de 1'eau et a I’extraction des
HEs en raison de la plus grande différence de concentration des HEs a l'intérieur et a
I’extérieur de la cellule (Chen et al., 2015b). De plus, un temps suffisant est nécessaire pour
compléter I'extraction. La diminution légére en rendement est causée par la dissolution des
HEs lorsque le ratio solide/liquide est tres faible.

La figure 1V.14e représente I'interaction entre la taille des particules et la puissance des
micro-ondes. Le rendement augmente avec l'augmentation de la taille des particules et la
puissance des irradiations. Le rendement le plus élevé est obtenu a des niveaux les plus élevés
de puissance des microondes et de la taille des particules. L'augmentation du rendement avec
I'augmentation des particules la taille est due a la réduction de la surface du matériau; lorsque
la surface est plus grande, le matériau absorbe les ondes et la perte de chaleur dans ce cas est
réduite induisant a l'accumulation de chaleur et par consequent, le rendement est plus

important (Song et al., 2018).
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Cependant, le rendement diminue Iégerement avec I'augmentation supplémentaire de la
taille des particules. Cette diminution peut également étre observée en diminuant
excessivement la taille des particules et cela est probablement di au fait que la poudre trés
fine de fenouil est plus compact. Par conséquent, la diffusion des irradiations micro-ondes a

I'intérieur du matériau est réduite et le rendement diminue.

IV.3.2.12. Caractérisation chimique des huiles essentielles par la spectroscopie
infrarouge

Les spectres IR sont représentés dans la figure IV.15; (a) est le spectre des HEs
obtenues par HDAM et (b) est celui des HEs obtenues par HD.

L’intensité des pics majoritaires dans les spectres des HES obtenues par HDAM et par
HD sont représentées dans le tableau IV.

En se référant aux données trouvées dans la littérature (Rao et al., 2010; Kumar et al.,
2020; Moreira Goncalves et al., 2020), ces spectres permettent de déterminer les groupements
chimiques présents dans les huiles analysées. Cette technique permet également la
détermination et la quantification (relative) des composés majoritaires, ce qui permet de

comparer la composition chimique des deux huiles (superposition des deux spectres).
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Figure 1V.15: Spectres IR des huiles essentielles de Foeniculum vulgare.
(a) : spectre des HEs obtenues par HDAM et (b) : spectre des HEs obtenues par HD.
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Tableau 1V.9: Intensités des pics majoritaires obtenus par IR des huiles

essentielles de Foeniculum vulgare.

) ) Intensité du pic
Pics majeurs
HEs obtenues par HDAM HEs obtenues par HD
Pic a 1242 cm'! 71,423+0,077° 68,258+0,142°
Pic a 1509 cm'? 67,837+0,163% 64,304+0,104°
Pic a 1036 cm'? 45,946+0,054% 42,494+0,506°
Pic a 807 cm-! 43,246+0,254% 39,344+0,656°

Les spectres (figure 1V.15) présentent des pics intenses a 1242 cm™ (liaison C-O des
alcools, éthers, acides carboxyliques et des esters), 1509 cm™?, 1036 cm™ et a 807 cm-1(C-H
des alcanes). Ces pics sont attribués aux principaux constituants dans les HEs de fenouil.

La bande d’absorption a 1700-1200 cm™ correspond aux vibrations des liaisons C=C
dans les cycles aromatiques. Tandis que, la bande a 800-700 cm™ correspond a la déformation
des liaisons C-H dans les cycles aromatiques.

Les profils des deux spectres sont trés proches et les pics majoritaires sont les mémes
pour les deux huiles avec une différence significative dans I’intensité d’absorption de chaque
pic.

Ces résultats montrent que les HEs obtenues par les deux méthodes ont la méme
composition chimique avec une des différences dans les concentrations de chaque composé.

La superposition des spectres permet de déterminer des modifications éventuelles dans
la composition chimiques au cours de la procédure de I’extraction. Ce qui permettra de
déterminer 1’effet de la méthode d’extraction.

L’ensemble de ces résultats permettent de conclure que 1’effet des micro-ondes sur la
composition des HEs n’est pas déstructurant (il n’y a pas de nouveaux pics apparents ou la
disparition des pics existants). L’effet est probablement sur la concentration de chaque
compos¢ (intensité d’absorption). La spectroscopie IR s’avere utile pour déterminer 1’effet des
méthodes d’extraction sur les huiles obtenues.

Dans ce cas la caractérisation des HEs (qualitativement et quantitativement) reste
relative. La technique IR n’était pas un moyen d’identification de la composition chimique
des HEs, mais pouvait contribuer a la détermination des caractéristiques de ses composants
majoritaires. Ce qui permettra également de choisir éventuellement les méthodes et les

conditions d’analyses des HEs obtenues.
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L'analyse FTIR des graines de F. vulgare réalisée par Hussein et al. (2016) a prouvé la
présence de plusieurs composés comme les alcénes, les composes fluorés aliphatiques, des
alcools, éthers, acides carboxyliques, esters, composés nitrogenes, alcanes, alcools a liaison
hydrogene et des phénols qui montre des pics majeurs a des longueurs d’ondes similaires a
celles trouvées par la présente étude.

La spectroscopie IR est une méthode rapide, directe et non destructive pour la
caractérisation chimique des HEs de fenouil, qui pourrait étre compléter par des techniques
d’analyses complémentaires.

IV.3.2.13. Caractérisation chimique des huiles essentielles par la chromatographie en
phase gazeuse

Le tableau V.10 et la figure 1V.16 regroupent les résultats de la CPG utilisée pour la
détermination de la composition chimique des HEs de fenouil obtenues par ’THDAM et I’'HD
conventionnelle.

Tableau 1V.10: Composition chimique des huiles essentielles de Foeniculum vulgare
obtenues par [P’hydrodistillation assistée par microonde et P’hydrodistillation
conventionnelle.

composants RI HDAM HD
(surfaces des pics  (surfaces des pics
N° %) %)
Monoterpénes hydrocarbonés
1 Limonéne 1031 0,20+0,01° 0,40+0,02 2
2 y-Terpinéne 1072 0,20+0,012 0,20+0,012
Monoterpéenes Oxygénés
3 Fenchone 1087 0,20+0,012 0,20+0,012
4 Linalool 1105 0,10+0,012 0,10+0,012
5 Acétate Norbornenyle 1124 0,20+0,012 0,20+0,022
6 Camphre 1133 4,10+0,03° 7,70£0,022
7 Oxyde de limonéne 1132 0,40+0,022 0,30+0,00°
8 Aldéhyde cuminique 1139 0,30+0,03° 0,40+0,022
9 Carvone 1159 0,30+0,03? 0,30+0,012
Phénylpropanoides
10 Estragole 1194 2,90+0,03? 2,10+0,02°
11 Fenchyl acétate 1233 0,20+0,00? 0+0,00°
12 Cis-Anethole 1250 0,30+0,022 0,10+0,01°
13 Trans-anethole 1301 88,70+0,022 86,50+0,01°
Sesquiterpenes
14 p-Anis-aldéhyde 1322 0,20+0,012 0,10+0,02°
15 a-Copaéne 1336 0,20+0,012 0,10+0,01°
16 y-Cadinéne 1347 0,20+0,022 0,10+0,02°
Sesquiterpénes Oxygénés
17 Anis-cétone 1387 0,60+0,022 0,60+0,032
18 Oxyde de Caryophylléne 1584 0,20+0,00? 0,10+0,01°
19 Palustrol 1731 0,10+0,042 0,10+0,042
Temps d’extraction 20 min 3h
Rendement % 0,89 +0,02? 0,77 +0,02°

Les résultats sont présentés en moyenne + écart-type (n=3), les moyennes avec des lettres différentes sont
significativement différentes a (p < 0,05).
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Figure 1V.16: Chromatogrammes obtenus par I’analyse chromatographique en

phase gazeuse des huiles essentielles de Foeniculum vulgare.
(a) : chromatogramme des HEs obtenues par HDAM et (b) : chromatogramme des HEs

obtenues par HD.

La détermination des indices de rétention a permis l'identification de 19 composés dans
les deux huiles. L’ensemble des résultats montrent que la composition des HEs obtenues par
les deux méthodes d'extraction est similaire et que les principaux composés sont le trans-
anéthol, le camphre, I’estragole et 1’anis-cétone.

Le trans-anéthol est le composant principal des huiles obtenues par ’HDAM et I’HD
avec des taux de 88,7 % + 0,02 % et de 86,5 % + 0,01 %, respectivement. Des résultats
similaires ont été rapportés par plusieurs auteurs ; I’anéthol est le composé principal identifié
dans les HEs des graines de F. vulgare obtenues par la méthode d’HDAM (Kosar et al., 2007)
et par la méthode coaxial assisté par micro-ondes (Gonzalez-Rivera et al., 2016). Benmoussa
et al. (2018) constatent également que la quantité de I’anéthol augmente en utilisant I'énergie
des micro-ondes par rapport a HD conventionnelle.

Le trans-anéthol est suivi par camphre (4,1 = 0,03 ; 7,7 = 0,02 %) et ’estragole (2,9
0,03; 2,1 £ 0,02 %) obtenue par MAHD et HD.
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L'anis-cétone (0,6 + 0,02 ; 0,6 £ 0,03 %), le Limonéne (0,4 + 0,01 ; 0,2 £ 0,02 %) et le
Fenchone (0,2 £ 0,01; 0,2 £ 0,01 %) sont d'autres composants identifiés. De nombreux
constituants mineurs ont été également détectés dans I'HE obtenue par ’HDAM (Figure
IV.16).

Les HEs extraites par les deux méthodes ont une composition similaire; cependant,
concernant le pourcentage de certains composes, certaines différences peuvent étre
statistiquement observées a p < 0,05.

Seulement trois composés sont suppose€s étre statistiquement plus abondants dans 1’huile
obtenue par HD. Ces composés sont le limonéne, le camphre et 1’aldéhyde cuminique (le
tableau 1V.10).

La méthode d’HDAM favorise I'extraction de tous les autres composes, en particulier
les phénylpropanoides, I'anéthol, qui est le principal composé, et estragole. Par conséquent, la
méthode d’HDAM a donné un rendement plus élevé; 0,89 + 0,02 % contre 0,77 £ 0,02 %
pour I’HD.

L'anéthol et I'estragole sont des composés oxygénés avec un moment dipolaire élevé;
par conséquent, ils ont été facilement extraits par micro-ondes. Mais le limonene, qui est un
hydrocarbure mono-terpénique a faible moment dipolaire, est favorisé par la méthode d’HD
conventionnelle.

Des résultats similaires ont été rapportés par Kosar et al. (2007) et Benmoussa et al.
(2018). En raison des différences existantes dans le mécanisme de chauffage entre les micro-
ondes et la méthode traditionnelle, une Iégere différence dans les concentrations de certains
composants a été observée dans les HEs obtenus par ces deux méthodes.

IV.4. Conclusion partielle

Le but de ce chapitre est de déterminer les conditions optimales pour I’extraction des
CPT et des HEs a partir des graines de F. vulgare; tout en étudiant ’effet des différents
paramétres qui influencent les extractions assistées par microondes et par ultrasons.

Dans ce chapitre, deux axes ont été détaillés. D’abord, 1’optimisation de ’EAU des
CPT. Ensuite, I’optimisation de ’HDAM des HEs.

Des études préliminaires ont été effectuées pour évaluer ’effet des paramétres
expérimentaux sur ’EAU et sur 'HDAM. Le plan PB a été également utilisé pour
sélectionner les variables qui influencent significativement la méthode d’HDAM.

Les variables étudiées dans I’extraction des CPT sont la nature et la concentration de

solvant ainsi que son volume et son pH et le temps de 1’extraction.
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Dans le cas de ’extraction des HEs, les facteurs étudiés sont les suivants: la taille des
particules, le temps d'irradiation, la puissance des micro-ondes, le rapport solide-liquide, le
taux d’humidité et le pH de 1’eau.

Ces études préliminaires ont permis de déterminer les parameétres qui influencent
I’extraction d’une maniére significative et de déterminer les niveaux bas et les niveaux hauts
pour I’application des plans d’optimisation.

Les facteurs significatifs pour les extraits phénoliques obtenus par les ultrasons sont la
concentration de solvant, le pH, le ratio solide/liquide et le temps d’irradiation. Par contre, la
taille des particules, le temps de l'irradiation, la puissance des micro-ondes et le rapport
solide/liquide sont les facteurs significatifs qui influencent 1’extraction des HEs par MAHD.

La MSR a ¢été appliquée pour I’optimisation de 1’extraction des CPT par les ultrasons et
¢galement pour I’extraction des HES par la méthode d’HDAM a partir des graines de F.
vulgare. Les réponses étudiées dans le cas de I’EAU sont les teneurs en CPT et en FT et la
capacité de piégeage de DPPH. Dans le cas de I’HDAM, les réponses étudiées sont le
rendement d’extraction, le temps d’¢ébullition et la consommation d’énergie.

L’application des plans d’expérience montre que, la concentration du solvant est le
parameétre le plus significatif sur la teneur en CPT, FT et I’activité antioxydante. Pour les HEs,
la puissance du micro-onde s’avére le paramétre le plus significatif sur le Rdt, le temps
d’ébullition et la consommation de 1’énergie. Cependant, les interactions entres les parametres
varient d’une réponse a une autre.

L’HPLC a permis d’identifier les composés phénoliques prédominants dans les
graines qui sont: 1’acide 3-caféoylquinique, I’acide chlorogénique, la quercétine 3-
glucoronide, le kaempférol 3-glucuronide et ’acide rosmarinique.

La CPG a permis l'identification de 19 composés et les résultats montrent que la
composition des HEs obtenues par les deux méthodes d'extraction est similaire et que les

principaux composés sont le trans-anéthol, le camphre, 1’estragole et 1’Anis-cétone.
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Conclusion générale et perspectives

L’objectif de I’étude est I’optimisation des méthodes d’extraction des CPT et des HEs
de F. vulgare. Ces méthodes innovantes a optimiser en utilisant les plans d’expérience sont
I’HDAM et ’EAU.

En premier lieu, la composition chimique en métabolites primaires a été déterminée
pour toutes les parties de F. vulgare et les résultats obtenus montrent une grande richesse et
une valeur nutritionnelle importante de ce légume et de ses parties non-comestibles.

De plus, I’effet et les conditions de séchage ont montré une variabilité remarquable pour
le choix de la meilleure méthode de séchage qui dépend fortement de la substance a extraire et
de la partie de plante.

Ensuite, I’application des plans d’expérience ont permis de déterminer les conditions
optimales d’extraction. En ce qui concerne I’EAU, les valeurs maximales de CPT sont
attribuées aux valeurs extrémement élevées de ratio solide/liquide et du pH. Cependant, les
flavonoides sont extraits plus efficacement dans des conditions modérées de ratio
solide/liquide, de temps d’irradiation et de la concentration de solvant ; a 1’exception de la
valeur du pH qui devrait étre extrémement élevée. Tandis que [’activité antioxydante est
favorisée a des niveaux modérés de ratio solide/liquide, de la concentration de solvant et de
temps.

Les conditions optimales obtenues dans le cas de 1’extraction des CPT par la méthode
d’EAU sont : une concentration de solvant de 50%, un pH de 3,5, un ratio solide-liquide de
0,03g/ml et un temps d’irradiation de 50 min. Ces conditions permettent d’obtenir des teneurs
en CPT et en FT de 13,170 mg EAG/g de MS et de 3,265 mg ER/g de MS, respectivement et
un pourcentage d’inhibition est de DPPH est de 60%.

Dans le cas de ’'HDAM, les conditions optimales sont : une taille des particules de
300um, un temps d'irradiation de 20 min, une puissance de micro-onde de 300W et un rapport
solide/liquide de 0,15 g/ml. Dans ces conditions, le rendement prédit en HE est de 0,9608 +
0,02 % a seulement 11,33 + 0,41 min de temps initial d’ébullition, tout en consommant 0,04 +
0,001 kWh d’¢énergie electrique.

Les extraits hydro-alcooliques obtenus dans les conditions optimales par la méthode
d’EAU ont été comparés a ceux obtenus par la méthode traditionnelle par agitation
magnétique. Une HPLC a été donc utilisée pour la détermination du profil phénolique des
extraits et les résultats ont permis d’identifier les composés phénoliques prédominants dans
les graines qui sont: I’acide 3-caféoylquinique, 1’acide chlorogénique, la quercétine 3-
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glucoronide, le kaempférol 3-glucuronide et I’acide rosmarinique. Les profils phénoliques des
extraits des graines obtenus par les deux méthodes d’extraction montrent une similitude dans
la composition chimique avec une légere différence dans les concentrations.

Les HEs obtenues par la méthode d’HDAM optimisée et ceux obtenus par une HD
conventionnelle ont été analysées par une CPG pour la détermination des composés volatiles.
L’analyse a permis l'identification de 19 composés et les résultats montrent que la
composition des HEs obtenues par les deux méthodes d'extraction est similaire et que les
principaux composés sont le trans-anéthol, le camphre, ’estragole et 1’ Anis-cétone.

Ce travail s’inscrit dans le cadre de développement et d’optimisation des méthodes
«vertes » d’obtention des substances bioactives (extraction et séchage) permettant leur
exploitation dans les meilleures conditions possibles dans divers domaines.

L’extraction de ces substances passe par une étape primordiale qui est le séchage de la
matrice végétale. En effet, le séchage et la caractérisation des poudres obtenues ont permis
d’avoir des données pertinentes sur I’extraction et la caractérisation des extraits obtenus.

L’ensemble des résultats obtenus ont montré une tres grande variabilité dans I’effet de
séchage et nette amélioration dans ’efficacité de I’extraction.

Il serait intéressant d’envisager comme perspectives d’avenir :

La purification et le fractionnement des extraits de fenouil en utilisant les méthodes
analytiques les plus récentes et les plus performantes. Il est également souhaitable d’appliquer
ces substances d’intérét dans le domaine industriel & des fins technologiques ou
pharmaceutiques, dans la perspective de contribuer a la valorisation et le développement de

I’économie locale.
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Annexes I: Courbes d’étalonnage
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Figure 1 : Courbes d’étalonnages des composés phénoliques totaux (a), flavonoides
(b) et tanins (c)
Annexes I1: Courbes des standards de ’HPLC
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Résumé

Résumé

Le but de cette etude est de valoriser une plante aromatique cultivée en Algérie et
consommée comme légume et épice. Le fenouil (Foeniculum vulgare) a fait 1’objet de ce
travail par sa valeur nutritionnelle (métabolites primaires) et sa richesse en métabolites
secondaires (composés phénolique et huiles essentielles).

Afin d’extraire les substances bioactives de cette plante, des méthodes innovantes a
savoir les extractions assistées par micro-onde et par ultrason ont été utilisées et optimisées en
utilisant les plans d’expérience.

D’abord, une étude approfondie traitant une étape primordiale et précédant 1’extraction
(le séchage) a été entameée. Dans cette premiere partie, la caractérisation des métabolites
primaires a été également réalisée.

Finalement, les extraits obtenus dans les conditions optimales ont été caractérisés et les
compositions chimiques des composes phénoliques et des huiles essentielles ont été
déterminées par des techniques chromatographiques (HPLC et CPG).

Mots clés

Séchage, extraction, plans d’expérience, Foeniculum vulgare, huiles essentielles,
composés phénoliques, hydrodistillation assistée par micro-onde, extraction assistée par
ultrason.

Abstract

The aim of this study is to valorize an aromatic plant grown in Algeria and consumed as
a vegetable and spice. Fennel (Foeniculum vulgare) was the subject of this study by its
nutritional value (primary metabolites) and its abundance in secondary metabolites (phenolic
compounds and essential oils).

In order to extract the bioactive substances from this plant, innovative methods, namely
the microwave and ultrasound assisted extractions, have been used and optimized using the
experimental design.

First, a profound study about a step preceding the extraction (drying) was carried out. In
this first part, the characterization of the primary metabolites was also carried out.

Finally, the extracts obtained under the optimal conditions were characterized and the
chemical compositions of phenolic compounds and the essential oils were determined (by
HPLC and GC).

Keywords
Drying, extraction, experimental design, Foeniculum vulgare, essential oils, phenolic
compounds, Microwave-assisted hydrodistillation, ultrasound-assisted extraction.
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