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Introduction

Au cours de la derniere décennie, la consommation des fruits et lIégumes suscite un
intérétcroissant aupres des consommateurs. Ce phénomeéne social est certainement lié a la prise de
conscience quant a la relation de cause a effet entre la qualité desaliments et la santé.

Les fruits et les legumes présentent des caractéristiques favorisant une bonne santé, par sa
composition renfermant les éléments nutritif de base, ainsi que la présence d’éventail de
molécules bioactives connus sous le nom d’antioxydants, tels que les vitamines C et E, les
caroténoides, les composes phénoliques et les flavonoides, jouant un réle primordial dans le
systeme dedefense antioxydant du corps humain (Allane et Benamara, 2010).

En effet, de nombreuses études épidémiologiques ont montré qu'une alimentation riche en
fruits est souvent associée a une faible incidence de plusieurs pathologies chroniques, notamment
I'obésité, les infections, les maladies cardiovasculaires et neurologiques et le cancer (Allane et
Benamara, 2010).

En termes de production des fruits, selon la base de données statistiques de I'Organisation
des Nations Unies pour l'alimentation et I'agriculture, la fraise (Fragaria x ananassa Duch) est
parmi les cultures les plus importantes au monde, avec une production et une valeur commerciale
globale de 4,1 millions de tonnes. Sur la base de ce chiffre, les fraises apparaitraient clairement
comme l'une des baies les plus consommées en Algérie, avec une production continue estimé
jusqu’a 100.000 quintaux en 2015 (FAO, 2013).

En outre, les fraises sont économiquement et commercialement importantes et largement
consommeées a |’état frais ou sous d'autres formes (jus, concentré de confiture, gelée et séché
réhydraté avec du yogourt et des produits de boulangerie) (Allane et Benamara, 2010).

Selon Giampieri et al.,(2012), la fraise est considérée comme un fruit mous périssables
présentant une durée de conservation post-récolte extrémement courte, en raison de la faible
résistance mecanique et de la sensibilité élevée a l'attaque des pathogenes.Ce fruit est tres
saisonnier et sa disponibilité est trés étroite dans l'année.

IIs font partie des baies les plus étudiées en agronomie, en génomique et en nutrition, ¢’est
pour cela ’homme a de tout en temps recherché le meilleur moyen de conserver ce fruit dont le
but est de prolonger la durée de cet aliment en réduisant les phénoménes d’altération directs ou
indirects, aussi bien sur le plan nutritionnel, hygiénique, qu’organoleptique (Allali, 2008).

Il existe plusieurs types de conservations : conservation par des méthodes traditionnelles,

ajoutdu sucre, le froid, et la chaleur (séchage) (Lahmari et al., 2012).

-



Introduction

De nombreux produits agricoles, consommés en grandes quantités ne sont pas toujours
disponibles toute I’année. Une grande partie de cette production agricole (la fraise) se préte
parfaitement a une conservation par séchage pour assurer une continuité dans sa
disponibilité(Lahmari et al., 2012).

Dans notre travail, la technique choisie pour la conservation de la fraiseest le séchage, ce
dernier est défini comme l'une des méthodes de stockage qui tend & augmenter la période de
conservation d'un aliment, tout en préservant sa qualité nutritionnelle. Le séchage est le processus
d'élimination de I'hnumidité dans un produit jusqu'a une valeur constante par évaporation (Wang et
al., 2011). L'efficacité de la technique de séchage est mesurée a deux niveaux: les colts
d'exploitation et la qualité du produit fini.

Le présent travail a pour objectif la recherche des parametres optimaux de séchage et
d’extraction d’une source importante des substances bioactives de la fraise qui est réalis¢ en
mettant en ceuvre un plan d’expérience en utilisant la méthode de surface de réponse (RMS)
développée par le plan de Box-Behnken (BBD), ainsi d’étudier la composition en antioxydants de

I’extrait optimisé, entre autres les composés phénoliques.

N
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Partie théorique Geénéralités sur la fraise

I- Généralités sur la fraise

I-1Historique

Les fraises poussaient des la plus haute antiquité a I'état sauvage en Amérique et en
Asie ainsi que dans les zones Sub-alpines d'Europe occidentale (Darrow, 1966).

Nos ancétres connaissaient et utilisaient les fraises des bois, mais ne les cultivaient pas.
La culture de la fraise n'a véritablement commencé qu'autour de I'an 1300 ou les Européeens
transplantaient des fraisiers des bois dans leurs jardins, L'histoire n'est pas unanime sur le sujet,
car certains disent que ce serait Jacques Cartier qui aurait été le premier a rapporter Fragaria
virginiana en Europe, Cependant, d'autres témoignent que ce serait Francis Drake qui aurait
rapporté des fraisiers des colonies de Virginie jusqu'en Angleterre en premier. Les fraisiers
sauvages ou cultivés appartiennent tous au genre Fragaria de la famille des Rosacées(Darrow,
1966).

Depuis I'obtention des fraisiers a gros fruits, Fragaria X ananassa, les améliorateurs
génétiques travaillent a faire des croisements entres les différentes variétés afin d'en obtenir
possédant les critéres desirés (Darrow, 1966).

IIs existent actuellement environ 600 variétés différentes de fraisiers et ils varient entre
eux selon plusieurs critéres dont la taille, la texture, la saveur, la couleur, la résistance aux
maladies, la période de production, le niveau en éléments nutritifs... etc.,(Hebbache et al.,
2013).

I-2 Description de la fraise
I-2-1Définition

Fraise (Fragaria x ananassa Duch.) est un fruit non-climactérique de la consommation
humaine fréquente(da Silva Pinto et al., 2008). La fraise est également une bonne source de
vitamine C, et d'autres composés antioxydants, tels que les flavonoides et les composé
phénoliques(Robards et al., 1999).
1-2-2 Structure

La structure de la fraise comporte de nombreux petits carpelles individuels (akéne),
portés sur un réceptacle hémisphérique ou conique qui s'accroit jusqu'a devenir a la maturité

une masse pulpeuse, juteuse, délicieuse au golt (Hebbache et al., 2013).

.



Partie théorique Geénéralités sur la fraise

pédoncule

réceptacie

Figure n°1 : Caractéristiques morphologiques de la fraise (Anonyme I, 2018)

I-2-3 Classification botanique

Fragaria x ananassa Duch regroupe 1I’ensemble des espéces cultivées de fraisier. Cette
plante herbacée de la famille des Rosacées produit des stolons qui permettent la formation de
nouveauxplants par multiplication végétative. La multiplication par graine est en effet presque
exclusivement réservée a la création variétale (Hebbache et al., 2013).

Les fraises, issues de la reproduction sexuée et considérées comme des fruits, sont en
fait des polyakénes. En effet, la fraise correspond au réceptacle charnu sur lequel sont disposés
les akenes, véritables fruits au sens botanique du terme (Hebbache et al., 2013) (Annexe 1).

I-2-4 Composition et valeur nutritionnelle de la fraise

La fraise est un fruit trés riche en eau 90% et relativement peu chargé en glucide(Garcia
et al., 2002). De plus, elle est peu calorique, aussi riche en vitamine ,la plus intéressante est la
vitamine ¢ qui intervient dans les grandes fonctions de 1’organisme, ainsi que les vitaminesde
classe B(B8 biotine qui joue un réle contre la chute des cheveux ,B9 acide folique qui agit sur
la croissance et la division cellulaire) de plus un apport en oligo-éléments et macronutriments,
(Souci et al., 1981) (Annexe ).

Elle figure parmi les fruits les plus riches en fibres ses petits grains étant composés de
pectine et de cellulosecesfibrebénéfique pour le transit et le fonctionnement du systeme

digestif,ce fruit contient aussi une quantité importante de 1’acide éllagique (Souci et al., 1981).

<
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Les flavonoides sont les principaux composés phénoliques présents dans la
fraise(Tulipani etal., 2009), et sont parmi les composés qui contribuent le plus & sa capacité
antioxydant (Meyers et al., 2003). Les anthocyanines sont responsable de la couleur rouge-

orange des fraises, qui auraient un effet protecteur contre le cancer (Hannum, 2004).

1-2-5 Production

La fraise été utilisée a I’époque dans les cosmétiques, pour son parfum appelé fragrance

1-2-5-1 Production mondiale

A l'échelle mondiale, la production de fraises connait une hausse depuis 2010. cette
production atteignait plus de 8 millions de tonnes en 2014 (Plénet et al., 2016).Les 10 plus gros
pays producteurs au monde représentent plus de 80% de la production mondiale, les trois
principaux pays producteurs en 2014 sont la Chine, les Etats-Unis et le Mexique avec
respectivement une production de 7 643 730 tonnes,1 420 570 tonnes et 468 248 tonnes de
fraises ,apres viendra la Mexique avec une production de 468 248 tonnes suivie de I’Egypte, la
Turquie, I’Espagne, I'Allemagne et la Pologne. La France arrive en derniére avec 58737 tonnes
de fraises produitesmalgré que ce soit la grande consommatrice de ce fruit (FAO,
2017) (Annexe I11).

1.2.5.2 Production national et régional

Selon la direction des services agricoles La production nationale de la fraise est en
augmentation continue, dont les wilayas de Jijel, Skikda, Beskra,Tipazasont les plus grandes
producteurs en Algérie. La région de Jijel (communes : Sidi Abdelaziz, Oued adjoul, EI Ancer,
Ziama mansouria) occupe la premiére place de cette production d’ou la culture de la fraise a
été lancée a titre experimental a Jijel en 2001-2002, sur quatre (4) hectares. L’expérience a
donné lieu a une production de I’ordre de 1.200 quintaux de fraise. En 2010, la superficie de la
culture de la fraise a atteint 120 hectares et une production de 36.000 qtx, alors qu’en 2015, les
323 hectares, superficie de culture de fraise a donné production de 100.000 gtx suie la région
de Tipaza (communes : Bou Ismail) sur 300 ha avec une production de 27500 en 2015,apres
vient de Skikda (montagnes : Tamalous, Bouchtata, Ain zouit) en troisiémeplace sur 275 ha
avec un rendement de 23000qgtx en 2011 et 26500qtx en 2015, en dernier vienne la région de
Biskra communes : (Dairas de fouka , Koléa) avec une production de 15000 qtx sur une
superficie de 97 ha en 2015 (Annexe I11).

.
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I1-Le séchage

Le séchage est une opération qui consiste a réduire le taux d’humidité contenu dans
unaliment, c’est la méthode la plusrépandue en agriculture pour la conservation des fruits et
légumes (Alibas, 2014), faciliterleurs transport, freiner leurs pertes et étendre la consommation
aux peériodes de non production (Ahouannou et al., 2000) .

Le séchage permet aussi d’inhiber le développement des microorganismes et de prévenir
les modifications biochimiques, mais peut provoquer une perte des ardmes et de la qualité
nutritionnelle de ces aliments (Ding et al., 2012).

Il existe plusieurs types de séchage: le séchage au soleil, la lyophilisation, le séchage
osmotique, le séchage par pulvérisation, le séchage a chaud, le séchage sous vide et le séchage par

microondes (Ding et al., 2012).

I1-1Différentes méthodes de séchage des fruits dans le monde
11-1.1 Méthode traditionnelle

e Le séchage au soleil

C’est un séchage qui ne demande pas un important investissent car il se fait par exposition du
produit au soleil, mais c’est une méthode qui demande beaucoup de temps est dépendant du climat.
Le produit final peut étre contaminé par des insectes et des microorganismes (Bahlouli et al.,
2008).

e Séchoirs solaires directs

Les fruits sont disposés sur des claies superposées, elles-mémes disposées dans un cadre en
bois recouvert soitd’une serre en verre soit de feuilles de polyéthylene (noire dessus et
transparentes sur les cotes).L’air passe par une ouverture basse et ressort par le haut (grillage),
d’ou une ventilation par thermo-circulation ou aidée (ventilateur) (Bahlouli et al., 2008).

e Séchoirs solaires indirects

L’air préchauffé dans un capteur solaire passe dans une enceinte de séchage ou s’effectue la
déshydratation desfruits.

Le capteur est fait :
- avec une surface transparente (verre ou plastique)
- d’une caisse d’isolation (laine de verre) qui constitue le fond et les cotes du capteur (évite les
pertes thermiques). Température de 1’air possible environ 80° C, Circulation par thermo-circulation

ou a I’aide d’un ventilateur (Bahlouli et al., 2008).
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11-1.2 Méthodes industrielles

e Séchage au four

Chauffer le four entre 50 et 60°C et déposer les fruits durant 10 a 12 heures, selon laquantite.
Garder la porte du four entrouverte pour que 1’humidité puisse s’échapper. Siles fruits sont
épluchés, la température du four doit étre légérement plus haute que pourdes fruits non épluches.
Par la suite, on peut toujours leur rendre I’eau qu’ils ont perdue,en les faisant tremper dans de 1’eau
a peine tiede. Eviter d’y mettre trop d’eau, au risquequ’ils perdent leurs propriétés nutritives. Cette
technique est caractérisée par lesconsommations importantes en électricité nécessiteraient un prix

de vente des produits finis (Bahlouli et al., 2008).

e Séchage avec utilisation d'un séchoir

Aprés la réception des fruits frais, puis un stockage momentané, si la quantitérecue est
importante il faudra prévoir un investissement dans une chambre froide pour assurer un stockage
avant leur séchage. Dans un deuxiéme temps, on recueille la quantité de fruit pouvant étre séchée
durant un cycle de transformation,puis on procéde au tri. On écarte les produits inexploitables pour
la transformation,notamment en fonction du taux de maturation des fruits évalué par appréciation

visuelle. Cette opération est réalisée (Bahlouli et al., 2008).

e Séchage par microondes

C’est un séchage qui utilise des ondes électromagnétiques, ondes de fréquence située entre 915
MHz 2450 MHz. Elles permettent de chauffer un produit uniformément ou de fagonsélective,
selon les propriétés du produit ; qui minimise les pertes de la qualité, diminue le temps et 1’énergie

nécessaire pour le séchage (Alibas, 2014).
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I11-Généralité sur les plans d’expériences
I11-1 Définition de plan d’expérience

Un plan d’expérience consiste en la mise en ceuvre organisée d’un ensemble d’unités
expérimentales de maniére a révéler les effets de différents traitements,(Giroux and Girard, 2009).
La méthode d’expérimentation choisie doit faciliter I’interprétation des résultats, et minimiser le
nombre des essais sans toutefois sacrifier la qualité. L’objectif principal peut étre résumé par la
devise : « Obtenir un maximum d’information avec un minimum d’expérience» (Tinsson, 2010).
I11-2 Principe

Il consiste a faire varier simultanément les nivaux d’un ou de plusieurs facteurs, qui sont les
variables, discretes ou continues, a chaque essai. Ceci va permettre de diminuer fortement le
nombre d’expériences a réaliser tout en augmentant le nombre de facteurs étudiés, en détectant les
interactions entre les facteurs et les optimaux par rapport a une réponse (Faucher, 2006).

Il existe différent type de plans d’expérience, qui peuvent étre toutefois regroupés en grandes
familles :
1. Les plans factoriels complets ou fractionnaires a deux niveaux.
2 .Les plans factoriels a plus de deux niveaux.
3. Les plans en blocs complet ou incomplets.
4. Les plans de surface de répense.
5. Les plans de mélange.
6. Les plans optimaux.

Chacun de ces plant, differe selon ses propriétés, permet de résoudre certains problémes
particuliers. On peut cependant diviser les plans d’expériences en deux grandes catégories :
— Les plans pour étudier (estimer et comparer) les effets des parametres.

— Les plans pour régler les paramétres afin d’atteindre un optimum (Faucher, 2006).

I11-3 Terminologie

Réponse : C’est la grandeur physique étudiée (Vivier, 2002)

Facteur : Sont les variables qui peuvent modifier la réponse (Halhal et Hadroug, 2017).
Niveau d’un facteur : Est la valeur donnée a un facteur pour réaliser une expérience (Halhal et
Hadroug, 2017).

Domaine d’étude : domaine expérimental délimité par les niveaux inférieurs et superieurs des
facteurs étudiés (KAMOUN et al., 2011).

Plan d’expérimentation : matrice déclinant I’ensemble des conditions expérimentales, imposées

-
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aux variables naturelles pour la réalisation des différents essais, dans le cadre du plan
d’expériences choisi (KAMOUN et al., 2011).

Matrice d’expériences : indique les niveaux pris par les variables codées aux différentes
expériences (KAMOUN et al., 2011).

I11-4 Plans pour surfaces de réponse (RSM)

La méthode des surfaces de réponse (RMS) est une technique d’analyse statistique
puissante, bien adapté a la modelisation des processus complexes ou la réponse est influencée par
plusieurs variables et dont 1I’objectif est d’optimiser cette réponse. Box et Wilson sont les premiers
a introduire la théorie de la RMS en 1951, et qui devient par suite la plus utilisée pour
I’optimisation des processus. Dans ce modele, plusieurs type de plans sont utilisés, les plus connus
et les plus utilisés sont les plans composites centrés, les plans Box-Behnken, les plans de Doelhert
et les plans hybrides (KAMOUN et al., 2011).

Le modéle mathématique utilisé avec le plan de Box-Behnken pour quatre facteurs est un

modele du second degreé classique :

Y=30+Zai Xi+zaij Xi Xj+""""+za” x{ +e

Ou:

Y : la réponse ou la grandeur d’intérét, mesurée ou cours de I’expérimentation et obtenue avec une
précision donné.

Xi, Xj : Le niveau attribué aux facteurs i et j par I’expérimentateur pour réaliser un essai, valeur
parfaitement connue, dont ce niveau est déterminé sans erreur (hypothése classique de la
régression).

ao, al, ajj, a;i - Les coefficients du modele mathématique adoptés a priori, doivent étre calculés a
partir des résultats des expériences.

e : lerreur.

.
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111-5 Plan Box- Behnken
111-5-1 Définition du plan de Box—-Behnken

Plan de Box-Behnken est un exemple de modélisation de surface de réponse (RMS). I
nécessite 15 a 27 essais, qui sont dans la plupart des cas satisfaisants .1l possede des structures
symétriques dans lesquelles chaque facteur prend trois niveaux. Il est la combinaison de plans
factoriels & deux niveaux, avec des blocs incomplets équilibres suivant un arrangement particulier
avec plusieurs essais au centre du domaine expérimental (Faucher, 2006).Le plan de Box-
Behnken pour quatre facteurs, est un cube posséde 16 aréte qui représente 27 essai a qui sont
ajoutés, habituellement points d’expériences, au centre du domaine d’é¢tude Dagnelie

(2008)(Annexe 1V).

s
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Figure n°2 : Illustration de plan Box-Behnken pour quatre facteurs (KAMOUN et al., 2011)
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| —~Matériel et méthodes
I-1 Matériel végétal

Afin de réaliser I’objectif de la présente étude, un échantillonnage des fraises est procuré
du marché hebdomadaire de la ville de Bejaia. Les fruits sont prélevés, au hasard en se basant sur
des critéres bien établi : fruit complet et sain, en plein maturation, de taille et de couleur uniforme,
etc.).

L’échantillon représentatif, d’environ de 5kg, est divisé en deux lots. Le premier servira
pour étudier la composition physico chimique et bioactive a 1’état frais, alors que le seconde pour
étudier la cinétique de séchage et I’optimisation de 1’extraction des composes phénoliques a 1’état

séché.

I-2 Parametres physico-chimiques
I-2-1 Taux d’humidité

La teneur en humidité & été déterminée selon le protocole de (Doymaz et al., 2004). Une
quantité de Sg d’échantillon sont séches dans une étuve ventilée a 103°C £2°C jusqu’a
I’obtention d’un poids constant. Les resultats, exprimés en pourcentage, sont calculés selon la

formule suivante :

Taux d’humidité (%) = % * 100

D’ou:
Po: poids de creuset vide (g)
Ps: poids de creuset contenant 1’échantillon, avant étuvage (g)

Ps: poids de creuset contenant 1’échantillon, aprés étuvage (g)

1-2.2 Potentiel d’Hydrogéne (pH)

La mesure de pH est réalisée selon la méthode decrite par (Dutta et al., 2006) en utilisant
un pH métre.

Une prise d’essai de 5g bien broyé est mélangee avec 50 ml de I’eau distillée. Aprés une
agitation de 20minutes, I’ensemble est filtré et placé au pH-métre, et la valeur du pH est indiquée

sur I’afficheur.




Partie pratique Matériel et méthodes

1-2.3 Acidité titrable

L’acidité de la fraise est déterminé selon la méthode décrite par (Verma, 2000). Une prise
d’essai de 5g est mélangée avec 20 ml de I’eau distillée a un pH neutre. L’ensemble est mis sous
agitation sur une plaque agitatrice chauffante, pendant 15 minutes, suivi d’une filtration. Le filtrat
ainsi récupéré subi une titration, a température ambiante, avec une solution d’Hydroxyde de
sodium NaOH (0.01N), sous agitation en méme temps la sonde du pH-métre est plongée dans la
solution. Le titrage est arrété lors d’une valeur du pH =7.

La teneur en acidité titrable est exprimée en g d’équivalent d’acide citrique dans 100g de

d’échantillon, est calculée selon la formule qui suit :

Nb*Vb*M

Acidité (E.A.G./100g) = ——

D’ou :
M: Masse molaire de I’acide citrique (192,13 g/mol).
Va: Volume en millilitres de la prise d'essai.
Vb: Volume en millilitres de la solution d'hydroxyde de sodium utilisé.
Nb: Normalité de la solution d'hydroxyde de sodium utilisé (0,01 N).

P : Nombre de protons (égale a = 3).

I-2.4 Cendres totaux
Le taux des cendres est évalué selon la méthode décrite par (Leterme et al., 2006).
Une prise d’essai de 2 g de chaque échantillon est incinérée dans un four a moufle

pendant 5h a 500° C. Le taux de cendre est calculé par la formule suivante en mg/100g de fruit :

Pv+e—-Pv
P

Teneur en cendre =

D’ou:
P (v+e) : Poids des creusets avec 1’échantillon.
Py : Poids des creusets vide.

P: prise d’essai.
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I-2.5 Teneur en sucres totaux

La teneur en sucres totaux est déterminée par la méthode de (Dubois et al., 1956). Une
prise d’essai de 2g de la fraise est mélangée avec 50ml de méthanol 80% et laissée sous une
agitation pendant 1h30 a température ambiante.

Un volume de 3ml de sels CAREZ | et CAREZ Il est additionné au mélange, suivi d’une
filtration .Pour un volume de 1 ml du filtrat sont ajoutés respectivement, 1 ml de phénol a 5% et
5 ml d’acide sulfurique H,SO4 (IN), le mélange est mis a 1’abri de la lumiere pendant une heure
a une température ambiante. L’absorbance est mesuré a 485nm a 1’aide d’un spectrophotomeétre
contre un blanc.

La teneur en sucre totaux des différents échantillons est exprimée en g équivalent de

glucose /100g de fruit, en se référant a une courbe d’étalonnage (Annexe V).

I-2.6 Teneur en sucres réducteurs

La teneur en sucres réducteurs de la fraise est déterminée selon la méthode décrite par
(Zerrad et al., 2008).

Une prise d”’essai de 1g de fruit est mélangée avec 50 ml d’eau distillé. Le mélange agité
pendant 45 min a température ambiante est filtré.

Un volume 200ul d’extrait est alors additionné de 300 ul du réactif DNS, et subi un
chauffage a un bain marie a 100°C pendant 5 minutes. Apres chauffage, 1.5 ml d’eau distillé, est
ajouté au mélange qui sera laissé a I’abri de la lumicre pendant 15 min, I’absorbance est mesurée a
une longueur d’onde de 530 nm a I’aide d’un spectrophotomeétre. La teneur en sucres réducteurs,
exprimée en équivalent de glucose, est déterminée en se référant a une courbe d’étalonnage

réalisée dans les mémes conditions opératoires (Annexe V).

I-3 Cinétique de séchage

Le séchage est effectué dans une étuve ventilée iso-thermique de marque POL-EKO
APARATURA. Les fraises nettoyées et débarrassées de pédoncule sont découpées en tranches
d’épaisseurs de 0.5cm, 1cm et 1.5cm qui subissent un séchage a I’étuve aux différentes
températures (40°C, 50°C, 60°C).
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Figure n°3 : Photographie de tranches de fraise et de I’étuve ventilée utilisée.

La guantité d'eau éliminée pendant le séchage a été enregistré chaque 30 minute au moyen d'une
balance de précision (RADWAG PS 210.R2). Le séchage est arrété lorsque le poids de
I'échantillon est assez constant dans le temps

I-4 Etude des antioxydants de la fraise.
1-4.1 Sélectionner la meilleure méthode d’extraction
Dans le but de sélectionner la technique extraction des antioxydants de la fraise, une
comparaison entre quatre techniques d’extractions a savoir ; macération; Soxhlet ; extraction
assisté par micro-ondes(EAM) et extraction au bain ultrason, est procédée, dont la teneur en
composés phénoliques extraite est le seul critére de sélection établie.
L’éthanol aqueux est choisi comme solvant d’extraction, vu qu’il plus respectueux pour
I’environnement, moins toxique, est le plus souvent utilisé (Bartnick et al., 2006).
» Extraction assistée par ultrasons (EAU)
L’extraction est réalisée selon le protocole décrit par (Toledo Benassis et Antunes ,1988). Une
quantité de 5g de broyat de fruit est introduits dans le sonicateur avec 50 ml de solvant (éthanol
80%). La température de la solution est régulée & 60°C. L’extraction dure 30 minutes et répétée 3
fois.
> Extraction assistée par micro-ondes (EAM)
L’extraction est réalisée selon le protocole décrit par (Toledo Benassis et Antunes ,1988). Une
quantité 5g de broyat de fruit est introduite dans la chambre d’extraction avec 50 ml de solvant
(éthanol 80%). L’extraction dure 60s et répétée 3 fois. La puissance micro-onde appliquée est de
600 W
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» Extraction assistée par Soxhlet
L’extraction est réalisée selon le protocole décrit par (Penchev, 2010). Une quantité de 5¢
de fraise est placée dans une cartouche, et insérée dans 1’extracteur. Un volume de 50 ml de
solvant est placé dans le ballon. Le systeme de chauffage est mis en marche et réglé a la

température de 60°C. L’extraction dure 3h, et I’opération est répétée 3fois

» Extraction assistée par maceération

L’extraction est réalisée selon le protocole décrit par (Hayat et al., 2009). Une prise
d’essai d’environ de 5g, sont mises en contact a 50ml de solvant (éthanol 80), et I’ensemble est
laissé macerer sous agitation pendant 30 min. Une filtration sur filtre & papier est réalisee afin de
récupéré le filtrat, et le retentat subira une autre extraction dans les mémes conditions, jusqu'a
I’obtention d’une couleur plus au moins transparente (épuisement de la matiére).
I-4.2 Optimisation des conditions d’extraction des composés phénoliques de la fraise
Apres le choix de la méthode d’extraction des antioxydants de la fraise, une optimisation des
conditions d’extraction des composes bioactifs est procédée selon la méthodologie de surface de
réponse (RMS), dont le type du model choisi est le plan de Box-Behnken a quatre facteurs (X;, X»,

X3 X4) et atrois niveaux (-1 ,0 et +1) est applique.

Les facteurs (X1, X2, X3, X4) appliqués représentent respectivement : la puissance du micro-onde,
le temps d’extraction, la concentration du solvant et le rapport (volume de  solvant
d’extraction/prise d’essai). Les niveaux (bas, moyens et hauts) des facteurs sont fixés en se basant
sur les résultats des travaux de (Dahmoune et al., 2015) .Les différents niveaux sélectionnés pour

les facteurs étudiés sont représentés dans le Tableau .

Tableau I : Niveaux des variables choisies pour les essais

Facteurs Bas (-1) Centré (0) Haut (+1)
Puissance (W) 300 500 700
Temps (S) 60 90 120
Solvant (%) 30 50 70
Rapport (Solvant /masse) (ml/1g) 5/1 10/1 15/1
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Le model expérimental du plan de Box-Behnken a quatre facteurs (Xi, Xz X3 X;) et a
trois niveaux (-1 ,0 et +1) utilisé est représenté dans le Tableau. L’évaluation a porté sur la teneur

en polyphénols totaux (PPT).

Tableau Il : Le model expérimental du plan de Box-Behnken utilisé.

Essai n° Facteur 1 Facteur 2 Facteur 3 Facteur 4
1 0 0 0 0
2 +1 +1 0 0
3 0 +1 0 +1
4 0 0 -1 +1
5 0 0 +1 +1
6 0 0 +1 -1
7 +1 0 0 -1
8 -1 -1 0 0
9 0 +1 +1 0
10 0 0 0 0
11 +1 -1 0 0
12 0 0 -1 +1
13 -1 0 0 -1
14 +1 0 +1 0
15 0 0 0 0
16 -1 0 0 +1
17 0 -1 -1 0
18 0 -1 0 -1
19 -1 +1 0 0
20 0 +1 -1 0
21 -1 0 -1 0
22 0 +1 0 -1
23 -1 0 +1 0
24 +1 0 -1 0
25 0 -1 0 +1
26 0 -1 +1 0
27 +1 0 0 +1




Partie pratique Matériel et méthodes

Le plan de Box-Behnken comprend vingt-sept (27) essais, dont I’essai centré (0, 0,0, 0) est
répété trois fois pour vérifier I’erreur type et la reproductibilité du procédé d’extraction (Goupy,
2006).

Les résultats expérimentaux sont analysés par le logiciel JMP (qui est un logiciel de

statistiques dans lequel une partie est consacrée aux plans d’expérience).

I-5 Extraction et dosage des antioxydants
Pour I’extraction des composés phénoliques, une quantité de 5 g de la fraise broyés est mélangé
dans un bécher avec 25ml d’acétone 80%, et I’ensemble est laissé sous agitation pendant 30
minutes, et une filtration est effectué pour récupéré le filtrat, alors que le retentat subir une autres
extraction dans les mémes conditions. Les filtrats sont additionnés et complete au volume de 50ml
au final (extrait)
I-5.1 Dosage des polyphénols

La teneur en composés phénolique totaux de la fraise, est déterminée selon la méthode

décrite par (Siddhuraju et Becker ,2003), Iégérement modifié.

Un volume de 200 pl d’extrait est additionné a 1,5 ml de réactif de Folin-Cioccalteu (dilue
dix fois), auquel un volume de 1,5 ml de carbonate de sodium (60g/l) est ajouté apres cing
minutes. Aprés une incubation de 90 mn a I’abri de la lumiere, 1’absorbance est mesurée a 725
nm.

La concentration en composes phénoliques des extraits, exprimée en mg équivalent d’acide
gallique (E.A.G)/100g, est déterminée en se référant a la courbe d’étalonnage obtenue dans les

mémes conditions en utilisant 1’acide gallique (Annexe 1V).

I-5.2 Dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides totaux de la fraise est évaluée selon la méthode décrite par
(Djeridane et al., 2006)

Pour 1.5ml d’extrait sont ajoutées a 1.5ml de chlorure d’aluminium ALCL3 (2%). Apres
une heure d’incubation a température ambiante, I’absorbance est mesurée a 420nm.

La concentration en flavonoides, exprimée en mg d’Equivalent de Quercitine (E.Q)/100g
d’échantillon, est déterminée en se référant a une courbe d’étalonnage réalisée dans les mémes

conditions avec de la quercétine (Annexe VI).
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I-5.3 Dosage des caroténoides

La teneur en caroténoides totaux de 1’échantillon étudié est déterminée selon la méthode
décrite par (Wang et al.,, 2008). Le protocole consiste a extraire les caroténoides, en
homogénéisant 5g de fruit avec 30 ml d’un mélange de solvants (hexane, acétone, méthanol: 12 :
9: 9) .Le mélange subit une agitation pendant 15 minutes.

Un volume de 2 ml de KOH (1M) est additionné au mélange qui sera gardé a 1’abri de la
lumiere !le pendant 16 heures. Ensuite, sont ajoutés respectivement, 30 ml d’hexane et aprés une
minute, 30 ml d’une solution de sulfate de sodium (1%). Le mélange est laissé a décanter, a 1’abri
de la lumicre, pendant une heure et la phase supérieure qui représente I’extrait caroténoide est
récupérée. L’absorbance de 1’extrait est mesurée a 450 nm et la concentration en caroténoides est

estimée en se référant a la courbe d’étalonnage obtenue en utilisant le f-carotene (Annexe VI).

I-5.4 Dosage des anthocyanines

La teneur en anthocyanine de la fraise est déterminée selon la méthode de (Du et al.,
2012) ,Iégerement modifié en utilisant tampon chlorure (PH=1.0 ,0.25M) et tampon acétate
(pH =4.5,0.4M) .

Une prise de la fraise (5g) est mélangée avec 50 ml d’eau distillé, Iégerement acidifié par
I’acide chlorhydrique (0.1N). Apres 30 min d’agitation, le mélange est filtré, le résidu subit une
deuxieme extraction dans les mémes conditions. Les filtrats additionnés, sont centrifugés a 1500¢
pendant 10 min.

Dans deux tubes a essai, contenant chacun 250 pl d’extrait, sont ajoutés 2 ml de tampon
d’acétate (pH =4.5) pour le premier tube et 8ml de tampon chlorure (PH=1.0) pour le deuxieme
tube. La lecture des absorbances est effectuée a 510nm et 700nm pour chaque tube.

Les teneurs en anthocyanines, exprimées en mg d’équivalents cyanidine-3-glucoside par

100g de légume, sont calculés selon la formule suivante :

Anthocyanines (mg /100g) = (Abs/eL) x MxDX x (V/P) x100

D’ou:

Abs= (Abs 510nm —Abs 700nm) py 10 - (Abs 510nm — Abs 700nM) pH 45
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Avec:

D: facteur de dilution

V: volume final de I’extrait (ml)

M: poids moléculaire de cyanidine-3-glucoside (449.2g/mol)

€ : coefficient d’absorbance molaire de la cyanidine-3-glucoside (26900)
P: masse de I’échantillon (mg)

L: trajet optique (1cm).

I-5.5 Dosage de la vitamine C

La teneur en vitamine C de la fraise, est évaluée selon la méthode décrite par (Toledo
Benassis et Antunes, 1988), ou le solvant d’extraction utilisé ¢’est 1’acide oxalique a 1%.

Une quantité de 5g de la fraise est mélangée avec 25ml de solvant, et I’ensemble est laissé
sous agitation pendant 15min a I’abri de la lumicre et d’air. Apres, le mélange subi une filtration,
I’extraction est refaite pour le retentat dans les mémes conditions, puis les deux filtrats sont alors
additionnes et centrifugés a 16000g pendant 20 min & 4°C.

Pour 500ul de filtrat, sont ajoutés 2.5 ml du réactif 2.6 dichlorophenol-indophénol
(DCPIP) qui permet d’oxyder la vitamine C en milieu acide. La solution de DCPIP, de couleur
bleue, devient rose apres réduction ; I’absorbance est mesuré a 515 nm.

La teneur en vitamine C des extraits, exprimée en mg/100g de fraise, est déterminer en se
référant a une courbe d’étalonnage obtenue dans les mémes conditions avec de 1’acide L-

ascorbique (Annexe V).

-6 Détermination de I’activité antioxydante
1-6.1 Neutralisation des radicaux libres
a. Inhibition du radicale DPPH*

Le pouvoir anti-radicalaire, estimé par la neutralisation du radical DPPH", de I’extrait est
évalué selon la méthode décrite par (Ao et al., 2008).

Pour 200pl d’extrait, 1.5ml de DPPH (0.06mg/ml) sont ajoutées. Aprés une incubation de
30 minutes a 1’abri de la lumiére, 1’absorbance de 1’extrait est mesuré a 517 nm. L’évaluation de
I’inhibition du radical DPPH™ par rapport a la concentration de standard (Acide gallique) est
réalisée dans les mémes conditions. Le pouvoir anti-radicalaire de I’extrait, exprimé en

pourcentage d’inhibition du radical DPPH " est calculé selon la formule suivante :

Abs E

0% =(1 —
P1% =(1 TheT

) * 100




Partie pratique Matériel et méthodes

Avec :
Abs T: Absorbance du témoin (sans I’extrait), aprés 30 min a 517nm.

Abs E: Absorbance des échantillons mesures, aprés 30 min a 517nm.

I-7 Etude Statistique

Une étude statistique des données est réalisée a 1’aide du logiciel STATISTICA. Les
résultats sont représentés par une moyenne de trois répétitions + Ecartype. Afin de mettre en
évidence les différences significatives entre les échantillons pour chaque parameétre, une analyse
de la variance (ANOVA/MANOVA) a un facteur suivie du test LSD (la plus petite différence
significative) est appliquée, et le niveau de signification est pris a p<0,05.
Le logiciel JMP 10 (SAS, Statistical Analysis System Inc.) est utilisé pour 1’analyse des résultats
et la génération des graphiques de I’optimisation de 1’extraction des composés phénoliques et de
I’activité antioxydante suivant la méthodologie des surfaces de réponses. Les autres présentations

graphiques sont réalisées a I’aide de Microsoft Office Excel.
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Conclusion

Nombreuses études épidémiologiques ont montré qu'une alimentation riche en fruits est
souvent associée a une faible incidence de plusieurs pathologies chroniques, notamment I'obésité,

les infections, les maladies cardiovasculaires et neurologiques et le cancer.

La fraise (Fragaria X ananassa), la baie la plus consommée dans le monde en raison de sa
valeur nutritionnelle élevée et sa richesse en substances bioactives, mais tres fragile pour la
conservation, ce qui limite sa disponibilité dans le temps. L’objectif de ce travail, est d’étudie

I’optimisation du séchage et la composition physicochimique et antioxydante de ce fruit.

Les résultats obtenus de la caractérisation physico-chimiques a savoir 1’humidité, le pH,
I’acidité, les cendres et les sucres de la fraise ont montré que ce fruit a un potentiel nutritif tres
reconnu, avec des teneurs élevée en eau, sucres totaux et réducteurs, éléments minéraux et acide

organiques.

Les résultats de D’optimisation de séchage de la fraise, a différentes températures
(40°,50°,60°C) pour les épaisseurs (0.5, 1, 1.5cm), a révélé que la perte d’humidité est
significative avec la température et 1’épaisseur utilisées, avec un meilleur séchage obtenus a 60°C

et une épaisseur de 0.5cm.

Les résultats de 1’étude de I’optimisation d’extraction des polyphénols de la fraise ont
révélé que la technique assistée par microonde est la meilleure méthode d’extraction. Les résultats
du plan Box-Behnken appliqué pour I’optimisation de I’influence des paramétres étudies sur
I’extraction ont montré que pour une meilleur extraction, 1’éthanol a (51.91%), puissance a
(520W), et un rapport de (11.36ml/g de fraise) pendant un temps d’extraction 94.19 secondes

doivent étre appliqués

A Tlissu des différents dosages comparatifs entre la fraise fraiche et séchée effectués,
I’analyse statistique a révélée des différences significatives entres les deux cas. En effet, la teneur
des composeés bioactives de la fraise fraiche est plus importante que celle de la fraise séchée sauf
les anthocyanines qui sont plus élevés 1’état séché que a 1’état frais.

En termes de perspective et dans le but de compléter ce travail, il serait intéressant :

» D’optimiser d’autres paramétres influengant le séchage et I’extraction de composes
bioactives de I fraise.

» D’élargir I’application du model de Box- Behnken sur d’autres produits, et de favoriser son
utilisation au niveau industriel ;

» D’étudiés d’autres propriétés biologiques des extraits optimaux (antibactérienne, antiviral,

anti-inflammatoire, anti-cancérigéene).

o
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Annexe |

Tableau:composition de la fraise en macro-nutriments (Meda, 2001).

Macro-nutriments g/100g
Proteins 0.75
Glucides 4.06

Sucres 4.05
Fibres 1.87
Lipides 0.26
choléstérole 2,1

Tableau : composition de la fraise en minéraux (Meda, 2001).

Minéraux Mg/100g
Sodium 2.64
Magnesium 13
Phosphor 23.6
Potassium 165
Calcium 14.9
Fer 0.237
Cuivre 0.0342
Zinc 0.113

Tableau : Classification botanique de la fraise (Anonyme I1)

Annexes

Reégne Plantae
Embranchement Tracheophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Rosales

Famille Rosaceae

Genre Fragaria

Espéce Fragariaananassa
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Tableau: production mondiale de la fraise (FAO, 2017)

pays Production mondiale
(tonnes)
Jordanie 5056
Afrique du Sud 7529
Tunisie 9759
Belgique 45 000
Australie 48 401
Iran 55 946
France 58 737
Pologne 196 972
Allemagne 143 221
Espagne 366 151
Turquie 415 150
Egypte 464 958
Mexique 468 248
Etats unis 1420570
Chine 7643730

M Jijel

Production (qtx)

@ Tipaza udSkikda © Biskra

Figure n° : Production nationale de la fraise (DSA, 2018)
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+ Matériels utilisés :

v

v
v
v
v
v
v
v
v
v
v

Balance de précision
Centrifugeuse

Etuve ventilée

pH métre

Plaque agitatrice
Spectrophotometre
Bain marie
Micro-onde
Appareil soxhlet
Four & moufle

Bain ultrason

+ Réactifs utilisés :

v

AN NN U N N N N N N N N N

Eau distillée, Acétone, Méthanol, Ethanol
Acide oxalique 0.4%

Acide acétique 0.4%

DCPIP

Réactif de folin —ciacalteu dilué 10fois
Chlorure d’aluminium AICI3 (2%) pure
Carbonate de sodium Na,CO3 (60g /I)
Hydroxyde de sodium NaOH (0.1N)
Phénol (5%) (1G dans 100ML)

Acide sulfurique H,SO4(1N)

Reactif DNS

Acide sulfurique H,SO4 pure

Hydroxyde de potassium KOH (1M) pure
DPPH pure

Annexes
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Annexe 1V

+ Préparation des solutions :

v' Carrez | (15%) : hexacyanoferrate de potassium KuFe (CN) »5,3H,0 a 36g/1L :

2.25g dans 15ml d’eau distillée.

v' Carrez Il (30%) : Sulfate de zinc (Zn SO4,7 H,0) a 72g/1L : 4.5g dans 15ml d’eau

distillée.

v" Tampon chlorure (pH=1 ; 0,025M) :

e 0,018 g de KCI dans 50ml d’eau distillée.
e 1,044 ml d’HCI dans 50ml d’eau distillée.

v' Tampon acétate (pH=4,5 ; 0,4M) : Acétate de sodium CH3;COONa : 1.64g dans
50ml d’eau distillée et Acide acétique CH3COOH (1M): 3ml dans 50ml d’eau
distillée.

Solution d’AlClI; (2%0) : 3.61 g de (AICI;,6H,0) dans 100 ml d’éthanol.
Solution DPPH:: 0.0024g DPPH dans 100ml méthanol pure.
Folin-Ciacalteu (1/10) : 1 ml de folin +9 ml d’eau distillé

KOH (1M) : 9.22 g dans200ml d’eau distillé

<N X X

+ Les standards:

Acide gallique, Acide ascorbique, Quercétine, -caroténe, Glucose : (10 mg dans 10ml d’eau
distillée).
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Annexe V Courbes d’étalonnage utilisées
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Surface de réponse de I’interaction (puissance-temps) de la fraise




Résumé

La fraise (Fragaria X ananassa) est une source importante de composeés bioactifs (composés
phénoliques, flavonoides, acide ascorbique). L’objectif de ce travail est 1’étude physico-
chimique de la fraise et I’optimisation des paramétres de séchage et d’extraction de ces
composés bioactifs.

Les résultats physico-chimiques indiquent que la fraise contient des taux modérés en sucres et
en acidite.

D’une part, le séchage a 1’étuve ventilée induit une perte d’humidité pour la tranche la plus
mince (0.5cm) a la plus haute température (60°C) pour la fraise. Les résultats d’optimisation de
I’extraction montrent que la méthode par micro-onde peut étre une meilleure technique pour
extraire les polyphénols de la fraise.

La méthode de surface de réponse développé par le plan BBD (Box Behnken) est utilisé dans la
présente étude afin d’optimiser les parametres d’extraction des polyphénols des la fraise fraiche
et séchée, et les conditions expérimentales qui permettant une maximisation de 1’extraction des
polyphénols de fruit étudié sont de 1’ordre 2423.43mg/100g avec une puissance de 520W,
temps d’extraction de 94.19s, avec I’éthanol aqueux 51.91% et un rapport solvant/prise d’essai
11.36/1g.

Une quantification des antioxydants (polyphénols, flavonoides, anthocyanines, caroténoides,
vitamine C) et une évaluation de 1’activité antioxydants (anti-radicalaire DPPH*) de la fraise
fraiche et séchée est effectuée.

Mots clés : Fraise, Séchages, Optimisation, Extraction, Antioxydants, Box Behnken.

Abstract

Strawberry (Fragaria X ananassa) like other fruits is an important source of bioactive
compounds (phenolic compounds, flavonoids, ascorbic acid). The objective of this work is the
physicochemical study of the strawberry and the optimization of the parameters of drying and
extraction of these bioactive compounds.

Physico-chemical results indicate moderate levels of sugars and acidity.

On the one hand, the drying by the ventilated oven induces a loss of moisture for the thinnest
slice (0.5cm) at the highest temperature (60 ° C) for the cutter. Extraction optimization results
show that the microwave method may be a better technique for extracting polyphenols from the
strawberry.

The surface response method developed by the BBD plane is used in this study to optimize the
polyphenol extraction parameters of fresh and dried strawberries.

The experimental conditions allowing a maximization of the extraction of the polyphenols of
studied fruit of the order 2423.43mg / 100g with a power of 520W, extraction time of 94.19s,
with the aqueous ethanol 51.91% and a ratio solvent / intake 11.36 / 1g.

A quantification of antioxidants (polyphenols, flavonoids, anthocyanins, carotenoids, vitamin
C) and an evaluation of the antioxidant activity (anti-free radical DPPH *) of fresh strawberry
and dried is carried out.

Key words: Strawberry, Drying, Optimization, , Extraction, Antioxidants, Box Behnken.
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