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Résume

Les compléments alimentaires sont des substances, destinées a compléter 1'alimentation.
Ils constituent une source concentrée de nutriments tels que les vitamines, le magnésium, le fer,
le calcium etc. Bien qu’ils présentent une certaine similitude avec des produits pharmaceutiques,

ces produits ne sont pas des médicaments et ne peuvent revendiquer d’effet thérapeutique.

L’objectif de notre travail est d’évaluer la capacité antioxydante d’un mélange de

betteraves et d’oranges.

Au cours de notre étude, Différentes techniques et analyses ont été réalisées, telles que
des analyses physicochimiques (pH, MS, H%), dosages des composés phénoliques, et

I'évaluation de l'activité des antioxydants pat trois méthodes.

Pour les analyses physico-chimiques de notre mélange, nous avons obtenu les résultats
suivants : un pH de 4,13, une humidité de 9,236 % et une matiere seche de 90,764 %. Les dosages
des composés phénoliques ont révélé une concentration de 1,19 mg pour les polyphénols, 1,51
mg pour les flavonoides et 1,374 mg pour les tanins condensés. En ce qui concerne les résultats
obtenus pour l'activité antiradicalaire, nous avons mesuré une capacité d'antioxydants totale
(CAT) de 9,918 mg. De plus, nous avons observé un forte capacité antioxydante avec une valeur
de IC50=0,075 mg/ml pour le test du DPPH. Cela indique que le mélange de betteraves et
d'oranges présente une grande efficacité dans la neutralisation des radicaux libres. Cependant,
nous avons également constaté une diminution de l'activité antioxydante dans le test de réduction
du fer (FRAP), avec une valeur de EC50=1,972 mg/ml. Cela suggére que le mélange peut avoir

une activité antioxydante spécifique en fonction des différentes méthodes d'analyse utilisées.

Mots clés : Complément alimentaire ; betterave ; orange ; 1'activité antioxydants.



Abstracts

Food supplements are food substances intended to supplement the diet. They are a concentrated
source of nutrients such as vitamins, magnesium, iron, calcium etc. Although they bear some
similarity to pharmaceutical products, these products are not drugs and cannot claim any

therapeutic effect.

The objective of our work is to evaluate the antioxidant capacity of a mixture of beets and

oranges.

During our study, different techniques and analyzes were carried out, such as physicochemical
analyzes (pH, MS, H%), dosages of phenolic compounds, and evaluation of the activity of

antioxidants using three methods.

For the physico-chemical analyzes of our mixture, we obtained the following results: a pH of
4.13, a humidity of 9.236% and a dry matter of 90.764%. The dosages of phenolic compounds
revealed a concentration of 1.19 mg for polyphenols, 1.51 mg for flavonoids and 1.374 mg for
condensed tannins. Regarding the results obtained for the scavenging activity, we measured a
total antioxidant capacity (TAC) of 9.918 mg. In addition, we observed a strong antioxidant
capacity with a value of IC50=0.075 mg/ml for the DPPH test. This indicates that the mixture
of beets and oranges exhibits great effectiveness in neutralizing free radicals. However, we also
found a decrease in antioxidant activity in the iron reduction test (FRAP), with a value of
EC50=1.972 mg/ml. This suggests that the mixture may have specific antioxidant activity

depending on the different analytical methods used.

Key words : Dietary supplement ; beet ; orange ; antioxidant activity.
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Introduction
Introduction

Les compléments alimentaires sont des produits concentrés en nutriments, tels que les
vitamines, les minéraux, les substances nutritionnelles ou physiologiques, ainsi que les extraits
de plantes, qui sont destinés a combler les carences de I'alimentation (Directive Européenne,

2002).

Ces derniéres années, le marché des compléments alimentaires a connu une croissance
significative, notamment en raison de I'engouement pour les compléments naturels a base de
plantes. Les consommateurs sont de plus en plus enclins a adopter des solutions naturelles pour
améliorer leur bien-étre et leur santé quotidienne, ainsi que pour compenser les éventuelles

lacunes nutritionnelles de leur alimentation (Sophia,2015)

Dans notre étude, nous nous concentrons spécifiquement sur la fabrication d'un
complément alimentaire a base de betteraves et d'oranges. Ces plantes ont des valeurs
nutritionnelles intéressantes et contiennent des composés bioactifs bénéfiques pour la santé.
Notre objectif est de créer un complément alimentaire sir, naturel et efficace en utilisant ces

ingrédients.

En outre, notre étude comprend également une dimension pratique et expérimentale.
Nous avons acquis des compétences en manipulation de laboratoire physique et chimique. Ces
techniques nous permettent d'analyser les principes actifs présents dans les extraits de betterave

et d'orange, d'évaluer leurs activités biologiques et de réaliser des analyses physico-chimiques.
Notre étude est structurée en trois chapitres :

Dans le premier chapitre, nous présentons une revue bibliographique sur les
compléments alimentaires, ainsi que sur les oranges et les betteraves, en mettant en évidence

leurs effets moléculaires.
Le deuxiéme chapitre décrit les méthodes et les techniques utilisées dans notre étude.
Les résultats obtenus sont présentés et discutés dans le troisieme chapitre.

En termine par une conclusion, en présentant les principaux résultats et perspectives sur

le sujet.
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Chapitre I : Synthese bibliographique
1. Généralités sur les compléments alimentaires

Les compléments alimentaires sont des aliments destinés a compléter le régime alimentaire
normal. Ils représentent des nutriments (vitamines, minéraux), des sources concentrées de
substances nutritives (fibres, acides gras), ou des effets physiologiques, seuls ou en association,
(resvératrol, lycopéne), des préparations a base de plantes (poudres, extraits, huiles essentielles

[HE], et d'autres biomolécules (chitosane, chondroitine, glucosamine) (Bureau, 2016)

Il s'agit des « denrées alimentaires destinées a compléter le régime alimentaire normal et qui
constituent une source concentrée de nutriments ou d'autres substances a effet nutritionnel,
vendues individuellement ou en combinaison sous forme posologique, c'est-a-dire capsules,
pastilles, comprimés, pilules et autres formes similaires, et en poudre. Sachets, ampoules
liquides, flacons compte-gouttes et autres formes similaires de préparations liquides destinées
a étre prises en petites unités de mesure ou en poudres » ne doivent en aucun cas étre assimilés

a des compléments alimentaires (Crenn, 2020)

Certaines personnes ayant une alimentation déséquilibrée (femmes enceintes, personnes agées,
sportifs, personnes souffrant de maladies chroniques, etc.) et leurs modes de vie spécifiques ont
besoin d'étre complétées par des apports en vitamines, minéraux et autres nutriments. Les

compléments alimentaires donnent des résultats satisfaisants dans la plupart des cas.

Contrairement aux idées regues, les compléments alimentaires ne sont pas des produits
pharmaceutiques. En fait, ils n'ont aucun pouvoir pour guérir ou prévenir d'éventuelles
maladies. Ils n'ont aucun pouvoir curatif. D'autre part, ils peuvent interférer avec des conditions

médicales causées par des carences nutritionnelles (Valette, 1988)

Dans les années 1970 les compléments alimentaires (CA) commence par un précurseur
de la « juste dose » qui est basé sur le soulagement des personnes par un apport optimal de
substances naturellement présentes dans la nature. L’apparence des compléments alimentaires
c’est trés probablement arrivé aux Etats-Unis. Le marché des CA en France début dans les
années 1980. En 1987, on retrouve les premiers CA hors pharmacie surtout au sein des
boutiques de régime. En 1991, avec le remplacement des vitamines et des minéraux, le marché
commence le développement. Le 15 avril 1996, le premier décret francais sur les CA les
reconnaissant comme des « produits destinés a étre ingérés en complément de I’alimentation
courante afin de Pallier I’insuffisance réelle ou supposée des apports journaliers ». Ce texte
concernait donc les vitamines et les minéraux mais gardait les plantes. Une définition plus

détaillée sur les plantes et autres substances a buts physiologiques le 10 juin 2002, avec la
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directive européenne (2002/46/CE). L’entrée des compléments alimentaires sur le marché est
liée aux troubles de santé. Par exemple le scorbut entrainé par une carence en vitamine C. En
effet, la premicre raison du développement des CA est de prévenir différents probleémes de
santé. Aujourd’hui, I’utilisation de ces compléments dans plusieurs domaines par exemple dans

la beauté, dans le retardement du vieillissement... etc. (Angélique, 2014).
2. Composition des compléments alimentaires

Les compléments alimentaires peuvent étre qualifiés en fonction de leur composition.
Ainsi, les ingrédients employés dans la fabrication des compléments alimentaires doivent
conduire a la préparation de produits sirs, non préjudiciables a la santé des consommateurs.
Etant donné qu'une consommation excessive de vitamines et de minéraux peut avoir des effets
indésirables, des limites supérieures et inférieures ont été¢ établies pour chaque vitamine et
minéral ajoutés aux compléments alimentaires Ainsi, il a été défini que seules les substances
suivantes peuvent étre utilisées pour la fabrication des CA : Les nutriments et les substances a
but nutritionnel ou physiologique ; Les plantes et les préparations a base des plantes (Othman,

2012)
1.2.1. Vitamines et minéraux

Les vitamines et les minéraux sont une famille essentielle et les compléments
alimentaires les plus consommés. Les vitamines ne sont pas synthétisées par I'organisme (sauf
la vitamine D) et proviennent de l'alimentation. Par conséquent, les fabricants, les extraient des
aliments et produits naturels et les concentrent dans diverses formes posologiques (comprimés,

gélules, solutions de buvables, etc.).

Les vitamines utilisées dans la fabrication des compléments alimentaires sont : Les vitamines
(A, D, E, K, Bl, B6, B12, C), niacine, acide pantothénique, acide folique, biotine. Par exemple,
la vitamine B6 fait partie des vitamines autorisées a la vente sous forme de complément

alimentaire (Caro et al, 2010)
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Tableau 1 liste et doses journalieres maximales de vitamines pouvant entrer dans la
composition des CAs (Valette, 1988)

Vitamines A D E K Bl B2 B3 B B B8 Bl2 B9 C
5 6
Doses 800 5 30 25 4,2 4,8 Nicotinamide 18 2 450 3 200 180
journalicres Mg 0 Mg pg Mg mg SoLum m mpg pg pg mg
nicotinique : g g
8 mg

Tableau 2 : liste et doses journalieres maximales des minéraux pouvant entrer dans la
composition des CAs (Valette, 1988).

Minéraux ~Ca Mg Fe Cu 1 Zn Mn K Se Mb Cr P

Doses 800 300 14 2000 150 15 3,5 & 50 150 25 450

journaliéres
! Mg Mg mg pg pg mg Mg mg upug pg  pg  mg

1.2.2. Plantes et préparation de plantes

Les vertus santé de l'utilisation des plantes remontent a 1'Antiquité et sont ancrées dans
toutes les cultures. Les plantes traditionnellement utilisées occupent une place prépondérante
dans la composition des compléments alimentaires. La réglementation sur l'utilisation des
plantes vise a garantir la consommation. Parmi les plantes les plus utilisées sur le marché des

compléments alimentaires : ginseng, guarana, gingembre, valériane, verveine... (Caro et al.,

2010)
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3. Comparaison entre un médicament et un complément alimentaire

Les médicaments et les compléments alimentaires sont deux types de produits distincts
utilisés dans des contextes différents. Les médicaments sont congus pour traiter des maladies
spécifiques, soulager des symptdmes ou modifier le fonctionnement de l'organisme. Ils sont
soumis a des réglementations strictes pour garantir leur efficacité, leur sécurité et leur qualité.
En revanche, les compléments alimentaires sont destinés a compléter 1'alimentation normale en
apportant des nutriments supplémentaires, tels que des vitamines, des minéraux ou des acides

gras, qui peuvent étre insuffisamment présents dans 1'alimentation (Derbre, 2010).
Tableau 3 : la différence entre un médicament et un CAs (Derbre, 2010).

Médicament Complément alimentaire
Objectifs Soigner ou prévenir une Entretenir le bien étre

maladie, une pathologie

Cibles Personnes malades ou Personnes en bonne santé
susceptibles de 1’étre souhaitant le rester
Propriétés Thérapeutiques Nutritionnelles ou physiologiques
Mise sur le marché Autorisation de mise sur le Déclaration a la direction
marché générale de la concurrence, de la

consommation et de la répression

des Fraudes.

4. Principes des compléments alimentaires

Les effets de l'alimentation sur la santé et la mortalit¢é (cancers, maladies
cardiovasculaires, etc.) ont fait 'objet de nombreuses recherches au fil des ans. L'observation
d'une alimentation équilibrée est devenue un facteur important dans le choix des aliments. Les
plantes ne contiennent pas de vitamine B12, les végétariens doivent donc prendre des
suppléments ou manger des aliments enrichis pour assurer un apport adéquat. Les nourrissons
et les enfants ont besoin de vitamine D et devraient idéalement 1'obtenir a partir de la nourriture,
mais elle est généralement prise comme complément alimentaire car la ration alimentaire
quotidienne est faible. De méme, les besoins en fer des femmes sont supérieurs de 77 % a ceux
des hommes, et les besoins en calcium augmentent également, & commencer par la puberté
(perte due aux menstruations et a I'accouchement) et la ménopause (pour éviter l'ostéoporose,

conséquence des changements hormonaux). Les aliments contiennent des quantités variables

6
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de vitamine D, de fer ou de calcium. Par conséquent, seule une alimentation équilibrée
combinant des aliments de différents types nutritionnels peut fournir de maniere fiable au corps

humain des ¢léments importants (Khalfaoui 2018).

5. Utilisation des compléments alimentaires

5.1.  Chez les sportifs

Une activité physique réguliere augmente les besoins en macro et micronutriments. Les
causes sont une physiologie accélérée, un stress oxydatif et une augmentation de la perte d'urine
et de sueur. Les sportifs peuvent donc raisonnablement croire que les compléments alimentaires
vont améliorer leurs performances, c'est-a-dire améliorer la force, augmenter la masse

musculaire et réduire la masse grasse (Athmani et Baba, 2019).

Les différents auteurs s’accordent sur le fait que les sportifs en consomment d’abord

(Maughanet al, 2018) :

J Combler les déficits alimentaires

. Améliorer les performances sportives

. Répondre aux maux induits par la pratique sportive

o Lutter contre la fatigue

J Favoriser le développement musculaire et la perte de la masse grasse
. Favoriser la récupération

5.2. Chez la femme enceinte

Les changements liés a la grossesse nécessitent donc un ajustement des besoins
nutritionnels des femmes enceintes. Ces besoins correspondent aux besoins spécifiques de la
femme enceinte ; aux besoins de son (ses) feetus et doivent préparer le corps a l'allaitement.
Certaines carences nutritionnelles sont observées (acide folique, fer calcium, etc.). Il s'agit de
prendre des compléments nutritionnels recommandés par des experts pour éviter les carences
pouvant affecter le fonctionnement physiologique et prévenir le risque d'avoir un enfant avec
des malformations congénitales, et parmi les compléments a conseiller généralement chez la

femme enceinte (Pillon et al, 2014).
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e Acide folique

La vitamine B9 (acide folique) est un composé organique essentiel a la croissance et a
la reproduction des cellules. Son rdle dans la prévention des malformations du tube neural est
connu depuis 50 ans. Prescrire des compléments alimentaires avant la grossesse ou fortifier
l'alimentation en acide folique sont deux pistes pour optimiser le folate émie chez la femme en
age de procréer. Elle vise a examiner son efficacité dans la prévention du handicap, son impact
sur les résultats obstétricaux et son impact sur la progéniture. Donc les besoins en acide folique
sont augmentés pendant la grossesse de 400 a 800 pg chez la femme enceinte (Veujoz et al,

2013).
e Le fer

Pendant la grossesse, des fournitures sont nécessaires au développement rapide des
organes feetale et néonatale. Les besoins en fer sont estimés a 15-20 mg en début de grossesse
et a environ 30 mg en fin de grossesse. la supplémentation quotidienne en fer améliore les taux
moyens d'hémoglobine avant et aprées la naissance, réduisant ainsi le risque de carence en fer et

d'anémie ferriprive a long terme (Boog et al, 1997).

L'anémie ferriprive en début de grossesse augmente le risque de prématurité, de
mortalité périnatale et de retard de croissance fcetale, mais les effets feetaux d'une carence en

fer sans anémie n'ont pas été démontrés.

Par conséquent, uniquement en cas d'anémie due a une carence en fer, une
supplémentation en fer médicamenteux est nécessaire, a des doses d'environ 40 a 60 mg par
jour, jusqu'a la résolution de l'anémie. Bien entendu, le traitement de l'anémie en fin de

grossesse reste nécessaire au bénéfice maternel (Abrams, 1993).
5.3.  Chez les enfants

La variation des besoins nutritionnels chez les enfants du méme age et du méme sexe,
en particulier pendant la période pré pubeére. il souligne l'importance d'une alimentation
quotidienne équilibrée qui fournit des macronutriments (protéines, lipides, glucides) et des
micronutriments (vitamines, minéraux, oligo-éléments) pour répondre aux besoins
physiologiques. Cependant, il est noté que la malnutrition est répandue, en particulier dans les
pays en développement, avec de nombreux enfants souffrant de carences en vitamine A,
vitamine D et fer. Pour prévenir ces carences et les maladies qui en découlent, il est

recommandé de fournir des suppléments nutritionnels appropriés, tels que le fer pour améliorer
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la fonction cognitive et le zinc pour favoriser la croissance et réduire les risques de diarrhée et

de pneumonie (Ben Idir et Seddiki, 2017).
6. Le marché algérien des compléments alimentaires

D'autre part, le marché algérien est en retard sur les autres marchés mondiaux et
régionaux dans l'adoption de l'industrie des compléments alimentaires. cependant, des progres
ont été réalisés par petits incréments. le secteur a connu une croissance importante en quelques
années d'existence sur le marché local, notamment avec une prise de conscience croissante des
problémes de santé, notamment l'abus de produits chimiques. on assiste a une augmentation
significative de la demande alimentaire. 90% des acteurs de ce créneau sont des producteurs
locaux sous forme de petites entreprises créées par un groupe de jeunes médecins et
pharmaciens qui se spécialisent principalement dans la fabrication de compléments
nutritionnels et le développement de nouvelles formules. cela fait du complément alimentaire

un produit national exceptionnel (Bennacer et al, 2022)

La Direction de la Pharmacie et des Dispositifs Médicaux du Ministeére de la Santé
participe a l'élaboration et a la rédaction de la l1égislation réglementant la commercialisation des
compléments alimentaires. ce projet limite les opérateurs autorisés a vendre cette catégorie de
produits ; En effet, les pharmacies régionales ont le monopole de la vente et de la distribution
de ces produits sur leur territoire. le ministére de la santé remplacera alors le ministére du
commerce comme autorité compétente pour la réglementation et la surveillance des

compléments alimentaires en Algérie (Benmeriouma et al, 2021)

7. Généralités sur la matiere végétale utilisée
7.1. Betterave

7.1.1. Origine et répartition géographique

La betterave rouge potagere est originaire de la Méditerranée ou encore du sud de
I’Europe, est un légume dont la culture et la consommation sont relativement récentes (XIV-
XV siecle). L’amélioration ou la sélection intensive de cette espece ainsi que 1’introduction de
certaines variétés précieuses ont beaucoup contribué a la vulgarisation de cette espéce
maraichére dans presque tous les pays d’Europe et d’Amérique. La production mondiale est de
241 millions de tonnes en 2005 FAO., 2015) En Algérie, la betterave potagere trouve des
conditions extrémement favorables pour son développement, mais n’a pas recu 1I’étendue et la

consommation qu’elle mérite. Sa culture est pratiquée sur de petites superficies, Elle est cultivée
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principalement dans les régions suivantes : Alger (Htatba), Boumerdes (Khmis El Khechna),
Sétif (Ain Oulman), Blida, M’scila et Boussaada (Benachour, 2008).

7.1.2. Description botanique

La betterave rouge (Beta vulgaris L.) est une plante herbacée bisannuelle de la famille
des Chénopodiacées. Elle posseéde plusieurs variétés de couleurs allant du jaune au rouge ; la

betterave rouge étant la plus consommée par I’Homme (Chhikara et al., 2019).

Figure 1 : photographie de la betterave rouge (Neelwarne, 2012)

Elle développe en sa premicre année de culture une racine épaisse, le plus souvent a
chair pourpre foncé. Selon les variétés, cette racine est ronde, aplatie ou conique ; Ses feuilles
sont pétiolées, lisses, de forme allongées, disposées en rosette a la base et se répartissent le long
de la tige. Ses fleurs, de couleur verdatres ou mauves, sont rassemblées en €pis longs, étroits et

feuillés (Bhupinder et al., 2014).
7.1.3. Types de la betterave

La betterave existe sous différentes couleurs et formes de racines : longue, demi longues
rondes et aplaties. Les plus communes sur le marché sont rondes avec une teinte rouge trés

foncée (La France, (2010).

Elle est connue sous plusieurs noms communs comme betterave, blette et épinard-

betterave (Kale et al., 2018) La betterave comprend également les types agricoles suivants :

e Betteraves sucrieres (var. altissima), de mangroves utilisées pour la production du
sucre.
e Betteraves fourrageres (var. alba), destinée a 1’alimentation animale.
e Betteraves rouges (Beta vulgaris ssp. Vulgaris), cette dernicre étant de loin la plus
Consommeée (Masih et al., 2019).
10
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7.1.4. Composition chimique et valeur nutritionnelle

La betterave rouge est un légume a faible teneur en matieres grasses, elle est riche en
amidon et en glucides principalement le saccharose.

La betterave est une source des fibres solubles, des protéines, étant un produit a valeur
calorique modérée. Les racines de betterave sont riches en vitamines C, A, E, K. Ils ont une
teneur importante en vitamine B ainsi que ’acide folique.

Les racines des betteraves sont une bonne source de minéraux, comme le manganése
(bon pour la santé des os), le magnésium, le potassium, le sodium, le phosphore, le fer, le zinc,
le cuivre, le bore, la silice et le sélénium (Ceclu et al., 2020). La couleur rouge intense de la
betterave provient de leur forte concentration en bétalaines (Kale et al., 2018), qui se compose
de deux pigments principaux : bétacyanine (rouge-violet) et bétaxanthines (jaune- orang¢)

(Sawicki et al., 2016).
Le tableau suivant représente la composition biochimique de la betterave.

Tableau 4 : composition de la betterave potagere crue pour 100 g de partie comestible

(Mudgal., 2022).
Eau 87,6 g
Protéines L6g
Glucides 9,6 g
Fibres 28¢g
Ca 16 mg
P 40 mg
Fe 0,8 mg
Thiamine 0,03 mg
Riboflavine 0,04 mg
Niacine 0,33 mg
Folate

109 pg

Acide ascorbique 5 mg

Les valeurs énergétiques pour 100g de betterave = 180 kJ (43 keal)

11
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7.1.5. Caractéres généraux

Le feuillage

Les feuilles ont des cloques comme les épinards. Les feuilles aux longs pétioles sont
disposées en rosette a la base. Les feuilles contiennent divers degrés de pigment rouge selon le
cultivar. Les feuilles de betterave contiennent deux composés antioxydants de la famille des
caroténoides, la lutéine et la zéaxanthine. Ses feuilles sont également trés riches en composés

phénoliques (Ribaya-Mercado et al., 2004).
La racine :

La racine est la racine pivotante, un tubercule partiellement aérien. Les betteraves
implantées supportent bien, méme en cas de sécheresse; La betterave est I'une des rares plantes

a contenir des bétalaines (Kujala et al., 2002).

Figure 2 : betterave rouge (Arvy et al., 2007).

La graine

Les graines de betterave sont enchassées dans des glomérules et contiennent en moyenne

1 a 5 graines (Ribaya-Mercado et al., 2004).
La fleur et le fruit

Il se développe deux ans apres vernalisation au champ ou en cave. Un semis précoce
peut entralner une floraison en raison des températures froides pendant la période

d'implantation (Kujala et al., 2002).

12
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7.1.6. Les effets thérapeutiques de la betterave rouge

La betterave gagne en popularité en tant que « super aliment » en raison de sa valeur
bénéfique pour la santé. Certains des principaux avantages pour la santé de la betterave sont les

suivants (Mudgal, (2022) :

e Abaisser la tension artérielle et augmenter le flux sanguin (Ninfali et al., 2007).

e Il est utile dans la réduction des tumeurs, diminue le risque d'obésité et de mortalité
globale, de maladies cardiaques, de diabéte et favorise la santé des cheveux, augmente
I'énergie et diminue globalement le poids (Leontowicz et al., 2001).

e Plusieurs parties de la racine de betterave ont de nombreuses propriétés médicinales
telles que anti-oxydants, antimicrobiennes, antihypertensives, hépato-protectrices, anti-
inflammatoires, anti hyperglycémiques, anticancéreuses et diurétiques. En raison de sa
teneur ¢levée en fibres, il prévient la constipation et favorise la régularité pour un tube
digestif sain (Kumar et al., 2016).

e Il aide a préserver la fonction cérébrale avec des nitrates qui améliorent la circulation
sanguine et la betterave ayant la capacité d'augmenter la production de glutathion
naturellement dans le corps, ce composé aide a prévenir le cancer du c6lon (Ceclu et al,
2020).

7.2. L’Orange

La culture de I’orange est trés ancienne, elle se confond avec I’histoire de la chine d’ou
il est originaire. Au cours du premier millénaire avant notre €re, I’orange se propage trés vite a
I’ensemble des pays du Sud-Est asiatique, puis arrive en Méditerranées au VIIeme siecle. Les
oranges ameres, encore appelées bigarades, arrivent en Europe a partir du Xéme siecle, époque
des croisades ; mais I’orange douce telle que nous la connaissons ne fera son apparition qu’au
cours du XVeéme si¢cle lorsque des navigateurs portugais la découvrent en chine. Par sa
douceur, elle évince tres vite I’orange amere. Une fois implanté dans le bassin méditerranéen,
I’orange est diffusé a travers le monde par les Européens, Amérique du Nord et du Sud au

XVIéme siecle, Afrique du sud au XVIIeme et Australie au XVIIIéme (Webber et al, (1967).

Orange, comme son nom l'indique, est de couleur orange. La peau est épaisse et
légeérement rugueuse. Un fruit juteux, sucré et piquant qui contient de la vitamine C. Les oranges

peuvent étre conservées pendant 1 a 5 mois a 0-5 °C et 80-85 % d'humidité (Clotteau, (2002).

Le fruit de forme grossierement globulaire ou ovoide (kumquat) est recouvert d'une peau

constituée d'une membrane pigmentée "flavedo" et d'une partie interne blanche "albedo".

13
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L'intérieur du fruit est divisé en disques recouverts d'une fine membrane et contient

généralement des graines (Espiard, 2002).
7.2.1. Structure morphologique des oranges

Les oranges sont constituées d'une couche externe colorée, "flavédo" qui est associée au
mot "saveur" car elle contient des glandes a huile essentielle, et d'une couche interne blanche
et spongieuse, 1'albédo (ou mésocarpe), qui est riche en pectine. Partie comestible, endocarpe

ou épiderme interne (Huet, (1991).
Epicarpe ou flavédo

Est la partie la plus externe de 1’écorce, colorée en jaune orangé ou en rouge. Elle

comprend de nombreuses poches sécrétrices d’huile essentielles (Tripoli ez all., 2007).
Mésocarpe ou albédo

Est la couche intérieure blanche et spongieuse et riche en pectines. La combinaison
flavédo et albédo est appelée péricarpe, communément connu sous le nom d’écorce (Tripoli e?

al., 2007).
Endocarpe ou pulpe

C'est la partie comestible du fruit et se compose de segments recouverts d'une fine
membrane. Le segment consiste en une fine poche de jus recouverte d'une membrane contenant
des cellules de jus. Au fur et & mesure que le fruit mdrit, le jus s'accumule dans des vacuoles,

occupant la majeure partie du volume de la cellule mature (Kimball, (2012).
7.2.2. Description botanique

L'oranger est un petit arbre a feuilles persistantes atteignant 10 metres de haut avec des
branches et des feuilles épineuses de 4 a 10 cm de long. le cycle de vie de cet arbre débute par
une phase de dormance suivi par une phase de débourrement ou il y a le gonflement des

bourgeons et le développement des feuilles suivis par une phase de floraison (début, pleine et

Fin) (Agusti et all 1997).

14
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termes techniques termes familiers

Figure 3 : coupe équatoriale d'une orange (Hut, 1991).

Tableau S : Description botanique des orange (Ammara., 2018).

Aspect Arbre au port harmonieux et de croissance
rapide

Taille Grande taille en pleine terre (7a8m)

Fleur Blanches et immaculées, trés parfumées

Ecorce Grise, lisse ou a peine réche.

Feuilles Grise, lisse ou a peine réche.

Fruits De forme et de coloration variable en
fonction des différents

groupes auxquelles ils appartiennent.

Pulpe Juteuse différe en couleur et en acidité
selon les variétés

15
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7.2.3. Les principales variétés de I’orange

Il existe deux catégories d’oranges :
- La premicere, Citrus sinensis (L.) Osbeck, correspond aux oranges douces.

- La deuxieme, Citrus aurantium (L.), aux oranges ameres
I.  Les oranges douces Citrus sinensis (L.) Osbeck

Sont les plus reconnus et les plus consommées. Ce sont des oranges juteuses sucrés, elles sont
utilisées « en fruits » et certaines variétés servent a I’élaboration des jus. Dont la production commerciale

est trés répandue. Elles se subdivisent en 3 groupes (Berlinet, 2006) :
Les oranges navels

Elles se caractérisent par 1’absence de pépins. Ces oranges sont les plus consommeées en fruits
de bouche. Elles sont moins juteuses que la plupart des autres variétés et elles développent une certaine

amertume lors du pressage ce qui peut les rendre impropres a une production de jus (Berlinet, 2006).
Les oranges blondes

Dont la principale variété est la Valencia, premiére variété commerciale de tous les types
d’agrumes. Celle-ci peut étre rencontrée dans toutes les zones principales de production
d’oranges. Les oranges blondes développent beaucoup moins d’amertume que les oranges
navels lors de leur pressage. Elles sont donc principalement transformées en jus (Kimball.,

2012).
Les oranges sanguines

Les oranges sanguines, le "Tarocco", le "Sanguinello" et le "Moro", sont les variétés
généralement cultivées de Citrus sinensis (L.) Osbeck dans le pourtour méditerranéen. La
variété Moro est la plus colorée de toutes les variétés d'orange sanguine Remini et al., 2015).
Les oranges sanguines sont le résultat d'une mutation génétique spontanée qui est apparue il y
a plusieurs siécles dans des plantes originaires de Chine, en raison des mouvements migratoires
a travers la Méditerranée, Cebadera et al., 2019). Caractérisées par leur chair colorée due a des
pigments rouges, des anthocyanes. La couleur rouge du fruit est un facteur important affectant
le choix du consommateur et le marketing du fruit Ceux-ci sont sensibles aux techniques
d’extraction des jus et au stockage du jus, et leur dégradation peut donner une couleur brune

indésirable au produit (Titta et al., 2010).
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Figure 4 : coupe longitudinale de l'orange sanguine (Berlinet, 2006).

II.  Les oranges ameres Citrus aurantium L

Ces dernicres sont également appelées bigarades, elles sont peu comestibles et leur
utilisation est principalement réservée a la production de marmelades ou I’huiles essentielles

(Berlinet, 2006).
7.2.4. Composition et les valeurs nutritives de 1'orange

L’orange présente une composition diversifiée. Elle contient trés peu de fibres, de
protéines et de lipides mais elle représente une excellente source de vitamine C et une bonne
source des vitamines A (rétinol), B3 (nicotinamide), B5 (acide pantothénique) et B6

(pyridoxine) tableau 08.
7.2.5. Les différents antioxydants de ’orange

Les antioxydants les plus connus dans 1’orange sont le B-caroténe (provitamine A),
I’acide ascorbique (vitamine C), et les polyphénols. Ceux-ci incluent les flavonoides, les

anthocyanes (notamment dans les fruits rouges et I’orange sanguine) (Hercberg et al, 2004)
7.2.5.1. La définition d’un antioxydant

Par définition, les antioxydants sont des especes chimiques plus ou moins complexes
qui réduisent le stress oxydatif dans l'organisme. Un antioxydant peut donc : prévenir la
synthése de radicaux libres en inhibant I’initiation des chaines réactionnelles ou désactiver
directement les ROS (I’espéce rectifie a I’oxygene) Les antioxydants peuvent étre classés selon
leurs modes d’actions : systémes enzymatiques, inhibiteurs d’enzymes oxydantes, chélateurs
de métaux et piégeurs de radicaux libres. L’organisme possede des systémes endogénes dédiés
a cette action protectrice. Cependant, cette ligne de défense est facilement saturée. De nombreux
antioxydants exogénes sont également présents dans [’alimentation apportant un soutien
significatif dans la lutte antioxydante. Nous les trouvons dans les fruits (pommes, poires, fruits

rouges...), les Iégumes (brocoli, oignon...) et les boissons (café, thé, vin...) (Desmier, 2016)
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Tableau 6 : Composition et valeur nutritive de I'orange (ARAB, 2020).

Composants Valeur nutritive
Eau 477,86
Protéines (g) 5,68
Lipides (g) 1,12
Glucides(g) 46,00
Minéraux(g) 2,68
Fibres (g) 8,92
Acides organiques(g) 6,30
Vitamine C (mg) 275,18
Vitamine A (ng) 1784,32
Vitamine B3 (ug) 1672,80
Vitamine B5 (ug) 1338,24
Vitamine B6 (ug) 579,90

7.2.5.2. Les composés phénoliques

Une alimentation riche en aliments végétaux, notamment en polyphénols Contribue
abondamment a la défense de l'organisme contre le stress oxydatif et ses dommages Les
polyphénols ROS (especes réactives de 1'oxygene) sont des métabolites secondaires L'un des
groupes les plus communs du régne végétal compte plus de 8000 structuration différente. Ils
possedent un ou plusieurs cycles aromatiques. Un ou plusieurs groupes hydroxyle libres ou liés
sont directement attachés a fonction ester, éther ou hétéroside. Les polyphénols sont divisés en
; Un grand nombre de classes avec différents degrés de complexité du squelette Modification
de cette structure de base (degré d'oxydation, degré d'hydroxylation) et modification par liaison
Potentiel de ces molécules de base et d'autres molécules (glucides, lipides, protéines) (Torba
2016).
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7.2.5.3. Les flavonoides

Les flavonoides représentent une classe de métabolites secondaires. Ce sont des
composés phénoliques de faible poids moléculaire possédant un squelette carboné en C6-C3-
C6. Ces composés représentent le groupe le plus vaste et le plus distribué dans le régne végétal
(Ignat et al., 2011). Le nom flavonoide est issu du latin « Flavus » qui signifie jaune. Ce sont
des pigments qui sont responsables de la coloration des fruits et des fleurs. Les différentes
couleurs dépendent de la structure mais également du pH du milieu. Ils peuvent avoir comme
role d’attirer les insectes pollinisateurs. Les flavonoides sont constitués de deux cycles
aromatiques liés par trois atomes de carbone qui peuvent se lier en formant un cycle oxygéné.
Selon le degré d’oxydation (Erdman et al., 2007). Les principaux groupes de flavonoides
présents dans les écorces d’agrumes sont les flavanones, les flavones et les flavonols. La

naringénine est un flavonoide présent dans I’orange sanguine (Erlund et al.,2001).
7.2.5.4. Les anthocyanines

Les anthocyanes, le plus grand groupe de pigments visibles Les humains sont des
pigments qui colorent les plantes en bleu, rouge, violet, rose ou orange. Chimiquement, les
anthocyanes sont des flavonoides, donc leur structure Il a une colonne vertébrale C6-C3-C6.
Mais ils sont différents des autres flavonoides naturels En raison de la forte absorption de la
lumiére visible (Nguyen, 2018). Les anthocyanes ou anthocyanes (du grec anthos = fleur,
kyaneos = violet) se produisent On le trouve principalement dans les fruits, mais aussi dans les
feuilles et les racines. Ils sont Ils sont principalement présents dans les cellules de la couche
externe comme ['épiderme. Le Les anthocyanes se caractérisent par des propriétés
antioxydantes bénéfiques pour la santé Notamment contre le vieillissement cellulaire.
Anthocyanine qui rend les plantes saines Protége des rayons UV. Leur structure de base est
caractérisée par un noyau Les flavones sont généralement glycosylées en position C-3 (Sava et

al, 2000).
7.2.5.5. Les caroténoides

Les caroténoides dont le béta-caroténe qui est le plus connu, sont des précurseurs de la
vitamine A. Ils jouent le role de pigments colorés jaunes a rouge dans beaucoup de fruits et de
légumes. Il existe principalement deux groupes de caroténoides qui sont des puissants
neutralisés des ERO (Especes Réactives de I’Oxygene) : ceux porteurs de substituants oxygénés
(lutéine, zéaxanthine et la cryptoxanthine) et ceux qui n’ont pas d’oxygene (a- caroténe, -

carotene et lycopene). Ils sont présents dans les compartiments lipidiques car ils sont plutot
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lipophiles. Ils sont apportés par 1’alimentation, les aliments les plus riches sont la carotte (a-
caroténe, Pfcaroténe), la tomate et le melon (lycopene), les agrumes (- cryptoxanthine), les
¢pinards et endives (p-caroténe et lutéine) et le mais (z€axanthine). On en retrouve aussi dans

le foie et les huiles de foie de poisson, le lait entier et les ceufs (Bhupinder et al, 2014)
7.2.5.6. L’acide ascorbique

L’acide ascorbique (Vitamine C), avec la formule chimique COH8O6, est un antioxydant
hydrosoluble important dans les produits chimiques et les systémes biologiques. 11 existe dans
les fruits et Iégumes et est indispensable pour la vie et la santé (Chen et al., 2010). La vitamine
C est un nutriment essentiel pour I’homme, elle est synthétisée par les plantes et la plupart des
mammifeéres a la différence des humains et des singes en raison du manque de 1’enzyme
gluconolactone oxydase qui synthétise la vitamine C a partir du glucose. (Haleng e al., 2007).
La vitamine C intervient dans de nombreux métabolismes et renforce les défenses naturelles de
I’organisme. La carence en vitamine C provoque le scorbut, mais on peut aussi observer une
diminution de I’effet antioxydant, une augmentation du risque de développement d’un cancer
et de cataracte. C’est une vitamine trés fragile qui peut facilement étre dégradée lors des modes

de cuisson (Guillouty., 2016)
7.2.6. Propriétés bénéfiques des oranges

Les oranges étaient traditionnellement consommeées pour traiter le rhume et lutter contre
les agressions quotidiennes, mais les études ont démontré que ses vertus sont plus précieuses.
Teucher et al. (2005) ont montré que ’orange aide a prévenir et a ralentir certains types de
cancers comme le cancer de I’estomac et du colon. Elle lutte ¢galement contre les maladies
cardiovasculaires Liu et al. 2000), exerce des effets hypocholestérolémiants et anti-

inflammatoires (Wang et al. 2006)

La pulpe d’orange fraiche est utilisée pour traiter les maladies de la peau : 1’acné, soins
de visage (VALNET, 2001)
La saveur ameére et aromatiques de la pulpe d’orange amére ouvre 1’appétit et facilite la

digestion (Teuscher.et al 2005).
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Matériel et méthode

1. Matiéres végétales utilisées

La matiere utilisée dans ce travail est constituée de deux légumes frais ; les oranges de
la et le betterave rouge (Beta vulgaris) achetés du marché local de Tlemcen, et triées pour
assurer l'uniformité des mati€res premieres sur la base d'une inspection visuelle (couleur, taille
et maturation). Les oranges ont été sélectionnées d'uniforme et de taille moyenne. Les

betteraves ont été choisies de couleur.

Figure 5: mateériel végétal (Originale, 2023)

2. Méthodes

2.1. Préparation des poudres

L’orange et la betterave a été bien lavé avec de 1’eau du robinet suivi de I’eau distillée,
la mati¢re primaire est découpée en fines tranches d’épaisseur de 0,5 & 1cm maximum. Nous
avons ¢étalé les différentes tranches sur des barquettes en aluminium Ces tranches ont subi un
séchage a l'air libre (méthode traditionnel), la masse est suivie périodiquement, jusqu'a
obtention d’un fruit séchée, ce type de séchage est pour le but d’éliminer par vaporisation 1’eau

afin de le transformer en produit solide sec dont I’humidité résiduelle est tres faible.
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2.2.Broyage et tamisage

Aprées obtention d’une masse constante pour les échantillons séchés a l'air libre, les
¢chantillons ont été broyés a I’aide d’un broyeur électrique. Les poudres ainsi obtenues ont été
tamisé a ’aide d’un tamiseur automatique, ou tamiseuse qui est généralement requis afin
d’assurer une action uniforme pour avoir une poudre bien homogene. Aprés broyage et
tamisage, les poudres ont été conservées dans des boites en verre alimentaires, hermétiquement

scellées, a 1’abri de la lumiere et de I’humidité pour des analyses ultérieures.

Figure 8 : poudre d'orange et betterave (Originale, 2023)
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2.3.Extraction d'échantillon (Extraction par reflux)

e Principe

L’extraction par reflux est une méthode d’extraction solide-liquide a chaud. Le reflux
permet la réalisation d’une extraction a une température constante (température de reflux) égale
a la température d’ébullition du solvant. Ainsi le solvant s’évapore et le réfrigérant condense
les vapeurs qui retombent dans le ballon, permettant au solvant d’étre ainsi recyclé. Le
chauffage (augmentant solubilité et transfert de matiere), 1’ébullition (agitation) et le reflux
(recyclage du solvant) permettent une extraction efficace avec un appareillage relativement
simple. Le chauffage a reflux est utilis¢ pour extraire efficacement des composés

phytochimiques (Bony., 2013).
e Mode opératoire

Notre travail expérimental a été réalisé dans : le laboratoire central Biochimique de la
faculté des sciences biologiques de 1’Université de Tlemcen. Prendre 4g de poudre betterave et
l'orange séchées est déposé dans un ballon avec 75ml méthanol et 40 ml de 1'acétone, le tout est
porté a ébullition a 1’aide d’un chauffe ballon réglé a 80°C pendant une 3 heures. Apres
refroidissement, une filtration est réalisée, le résidu sec est jeté. Ensuite, 1'extrait obtenus ont
été¢ évaporée sous pression réduite ai 'aide d'un évaporateur rotatif et conservé a I’abri de la

lumiére dans des flacons hermétiquement fermés, servira aux tests biologiques.

4g de poudre betterave et
l'orange séchées

75ml méthanol et 40 ml de
I'acétone

Extraction a reflux pendant 3 h

Filtration

Evaporation

Figure 9 : Protocole d’extraction par reflux (Bony, 2013).
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Figure 10 : extrait méthanole-acétonique (Originale, 2023).

1. Rendement de I’extrait brut

Le rendement de 1’extrait brut est défini comme étant le rapport entre la masse de I’extrait sec

obtenue et la masse du matériel végétal traité. Ce rendement est calculé via I’équation :
R (%) =(Me/Mv) x 100

R (%) : Rendement en %

Me : Masse de I’extrait apres I’évaporation du solvant

My : Masse de la matiere végétale utilisée pour I’extraction (Harborne, 1998)

3. Analyses physico-chimiques

3.1.Taux d’humidité et matiére sachée

La teneur en humidité a été déterminée par dessiccation a 1’étuve. Une prise d’essai
d’échantillon est séchée dans une étuve a 103 + 2 °C jusqu'a un poids constant. Les résultats

sont exprimés en pourcentage (Nobel et al., 1991).
e Mode opératoire
- Peser dans un bécher un poids exactement connu d'échantillon (5g).
- Porter le bécher a I’étuvé pendant 3 heure a température 103 £ 2 °C
- Retirer le bécher de 1'étuve et le laisser refroidir dans un dessiccateur pendant 10 min.

- Peser 1’échantillon.
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- Répéter le travail par des cycles de 1 heure jusqu'a un poids constant pour le calcul du taux

d’humidité de 1’échantillon frais.
L’humidité est calculée selon la formule suivante :
TH% = (pf - ps / pf — pc) *100
Ou:
TH (%) : Taux d’humidité en pourcentage.
Pc : la masse du creuset vide (g).
Pf : la masse du creuset avec 1’échantillon avant le Séchage (g).

Ps : la masse du creuset avec 1’échantillon séché (g).

La matiére se¢che (MS) est obtenue comme suit :

MS% =100 - TH%

Figure 11 : taux d'"humidité (Originale, 2023).

3.2.PH

e Principe

Détermination en unité de PH de la différence de potentiel existant entre deux électrodes

en verre plongées dans une solution aqueuse du pollen frais.
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e Mode opératoire

Une quantité de 5g d'échantillons est homogénéisée pendant 10 min dans 10ml d'eau

ultrapur (Bogdanov., (1999), Le PH est mesuré par un PH-métre.

Figure 12 : mesuré le PH (Originale, 2023).

4. Dosage des principes actifs du complément alimentaire
4.1.Dosage des polyphénols totaux

e Principe

Cette méthode est basée sur des réactions redox. Un acide jaune, le réactif de Follin-
Ciocalteu, est utilis¢ comme agent oxydant. Se compose d'un mélange d'acide
phosphotungstique (H3PW12040) et d'acide phosphomolybdique (H3PMO12040). Dans
l'oxydation des polyphénols, I'étranger est réduit en un mélange bleu d'oxyde de tungsténe
(W8023) et de molybdéne (MO8023) en présence de carbonate de sodium. L'intensité de la

couleur est proportionnelle a la teneur en polyphénols de l'extrait (Georgé et al. 2005)

Les réactifs de Follin-Ciocalteu changent leurs propriétés colorimétriques lorsqu'ils sont
complexés avec certaines molécules. Il réagit avec les fonctions OH des phénols. Cette réaction
se traduit par le développement d'une couleur bleu foncé, permettant de déterminer la
concentration en polyphénols par référence a une courbe étalon a partir de concentrations

connues en acide gallique (Khatabi et al. 2012)
e Mode opératoire

Une prise de 100 pL de I’extrait est mélangée avec 2 ml d’une solution d'hydroxyde de
sodium (NaOH) a 2% fraichement préparée, le tout est agité par un vortex. Apres 5 min, 100
puL du réactif de Folin-Ciocalteu (IN) sont additionnés au mélange, le tout est laissé¢ a
température ambiante pendant 30 min et la lecture est réalisée contre un blanc a 1’aide d’un

spectrophotometre a 750 nm. Une gamme étalon a base de I’acide gallique est également
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préparée, Les teneurs en Polyphénols totaux des extraits sont alors exprimées en milligramme

équivalent acide gallique par gramme d’extrait sec (mgEAG/g ES)(Li et al, 2007)

Figure 13 : dosage polyphénols (Originale, 2023).

4.2.Dosage des flavonoides totaux

e Principe

Les flavonoides ont un groupe hydroxyle libre (OH) en position 5 et forment des
complexes colorés avec le chlorure d'aluminium (AICI3), vraisemblablement avec un groupe
CO. Les flavonoides forment des complexes jaunatres en chélatant les métaux (fer et
aluminium). AICI3 forme un complexe trés stable avec le groupe hydroxyle OH du phénol, et
ce complexe jaune absorbe la lumiére visible a une longueur d'onde de 510 nm. (Chang et al,

2007)
e Mode opératoire

Une prise de 500 pL d’extrait diluée est ajoutée a 2ml eau distillée et 150 puL d’une
solution de NaNO2 a 5%. Apres incubation pendant 6 min a température ambiante, 150 pL
d’une solution fraichement préparée de chlorure d’aluminium (AICI3, 10%) est ajoutée au
mélange. Apres repos a température ambiante pendant 5 min, 2 mL de soude (NaOH) est ajouté
au mélange. Le volume final est ajusté a 2ul avec de I’eau distillée. L’absorbance de cette
préparation est mesurée contre un blanc a 510 nm. Une gamme étalon a base de catéchine est
¢galement préparée. Les teneurs en flavonoides des extraits sont alors exprimées en
milligramme équivalent catéchine par gramme d’extrait sec (mg EC/g ES). (Zhishen et al.

1999)
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Figure 14 : dosage de flavonoide (Originale, 2023).

4.3.Dosage des tanins condensés

e Principe

Le dosage des tanins condensés est basé sur la condensation des composés polyphénoliques

(flavanes-3-ols) avec la vanilline en milieu acide (Ba ef al.,2010)
e Mode opératoire

Une prise de 50 pL d’extrait est ajoutée a 1,5 ml de vanilline a 4% et 0,75 ml du chlorure
d’hydrogéne (HCL) concentré. Apreés homogénéisation, le mélange est mis en incubation
pendant 15 min a température ambiante. L’absorbance est mesurée contre un blanc a 500 nm.
Les teneurs en tanins condensés, déterminées en se référant a une gamme étalon de catéchine,
sont exprimées en milligramme équivalent catéchine par gramme d’extrait sec (mg EC/ g ES)

(Sun et al, 1998)

Figure 15 : dosage tanin condensée (Originale, 2023).
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5. Evaluation de I’activité antioxydante
5.1.Test de piégeage du radical DPPH

e Principe

L’activité anti radicalaire est mesurée par la réduction du DPPH '+, qui est un radical
synthétique présentant une intense coloration violette. La couche électronique de ce radical est
saturée en contact d’antioxydante, ce qui explique la disparition de sa coloration (Conforti et

al, 2011)

Cette décoloration explique le pouvoir des extraits a piéger ce radical selon la réaction

suivante, qu’on peut détecter par spectrophotometre-UV.

DPPH° + AH (violette) ——ssly DP PH — H + A° (incolore)

L’activité antioxydante des composes phénoliques est dépendante de la mobilité de
I’atome d’hydrogene du groupement hydroxyle. En présence d’un radical libre (R-), I’atome

d’hydrogene (H) est transféré sur ce dernier pour se transformer en une molécule stable RH.

Le test au DPPH+ est basé sur le piégeage du radical libre stable DPPH+ par une
molécule antiradicalaire, ce qui entraine la réduction du radical DPPH+ (Brand-Williams et

al., 1995)

e Mode opératoire
» Prendre 50 pul de chaque dilution d’extrait ou d’acide ascorbique ;
» ajouter 1950 pl d’une solution méthanolique de DPPH (0,0025%) fraichement préparée ;

» préparer un blanc pour chaque concentration, contenant 50 pl d’une concentration d’extrait
ou acide ascorbique et 1950 pl de méthanol ;

» Préparer un controle négatif, en parallele, 50 pl du méthanol avec 1950 ul de la solution
méthanolique de DPPH ;

» incuber les tubes pendant 30 min a I’obscurité et a température ambiante et I’obscurité ;

» lire 1'absorbance des solutions a 515 nm a I’aide d’un spectrophotométre
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Figure 16 : dosage DPPH (Originale, 2023).

e Expression des résultats

L’activité antiradicalaire a été exprimée en pourcentage d’inhibition du radical DPPHe suivant

1I’équation :
I (%) =[(A controle- A échantillon) / A contrdle] x 100 (A : absorbance).

La valeur CI50 est la concentration qui assure la réduction de 50% de ’activité du DPPH. Elle
a ét¢ déterminée graphiquement a partir d’une courbe de régression logarithmique du
pourcentage d’inhibition du DPPH en fonction des différentes concentrations d’extrait ou acide

ascorbique (Samarth et al, 2008)

5.2.Test de phosphomolybdated (capacité antioxydante totale) (CAT)

e Principe

La capacit¢ antioxydante totale (TAC) des extraits est évaluée par la méthode du
phosphomolybdéne de Prieto et al. 1999. Cette technique est basée sur la réduction du
molybdéne Mo (VI) présent sous la forme d’ions molybdates MoO4 2- en molybdéne Mo (V)
MoQO2+ en présence de I’extrait pour former un complexe vert de phosphate/ Mo (V) a pH acide
Benhammou, 2012. Le blanc a été préparé de la méme manicre en remplacent I’extrait par

I’éthanol a 25%.
e Mode opératoire

» Préparer le réactif CAT en mélangeant trois volume égaux de trois solutions : 0,6 N de I’acide
sulfurique (H2SO4), 28 mM de phosphate de sodium (Na3PO4) et 4 mM de molybdate
d’ammonium (NH4)6Mo07024 ;

» ajouter 3 ml de réactif CAT sur 3000 pl d’extrait ou fraction ;
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» incuber les tubes dans un étuve a 95 °C pendant 90 min ;
» apres refroidissement, mesurer 1’absorbance des solutions a 695 nm.
> préparer la gamme d’étalonnage de I’acide ascorbique dans les mémes conditions

expérimentales. (Prieto et al. (1999)

3000 ul de I’extrait
+
3 ml de Solution contient : (H2SO4 0,6 M
+NaH2PO4 28 mM + H8MoN204 4
mM).

Incubation 90 min a 95°C

Apres refroidissement

Lecture a 695 nm

Figure N 16° : Diagramme décrivant les principales étapes pour 1’évaluation de I’activité
antioxydant totale (Prieto et al., 1999).

Figure 17 : l'activité antioxydante totale (Originale, 2023).
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5.3.Le pouvoir réducteur du fer (FRAP)

e Principe
Le pouvoir réducteur des extraits a ét¢ déterminé en utilisant la méthode basée sur la
réduction de ferricyanure de potassium. La présence des agents réducteurs
dans les extraits induit la réduction de I’ion ferrique (Fe+3) du ferricyanure de potassium a
l'ion ferreux (Fe+2). Ceux-ci se traduit par un changement de la couleur jaune du ferricyanure
de potassium vers une couleur bleue verdatre, dont I’intensité dépend du pouvoir réducteur de

chaque composé phénolique (Ribéreau-Gayon, 1968)

e Mode opératoire
» Préparer une gamme de dilution pour 1’échantillon et acide ascorbique ;
» recueillir 100 pl de chaque dilution d’extrait ou acide ascorbique ;
» ajouter 250 pl de la solution tampon phosphate (0,2 M) a pH 6,6 ;
» additionner 250 pl de ferricyanure de potassium K3Fe (CN)6 a 1% ;
» incuber le mélange a 50°C pendant 20 min ;
» apres refroidissement, ajouter 250 pl de I’acide trichloracétique a 10% ;
» centrifuger les tubes a 3000 tours/min pendant 5 min ;

» prendre 500 pl du surnagent, ajouter 500 pl d’eau distillée et 100 pl de chlorure de fer (Fe
C13)a0,1%;

» mesurer [’absorbance de chaque tube au spectrophotométre a 700 nm contre un seul tube
blanc (Hubert, 2006)

Figure 18 : test de réduction de fer (FRAP) (Originale, 2023).
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Chapitre III : Résultats et discussion

1. Rendement d'extraction

Apres avoir extrait un mélange de betteraves et d'écorces d'orange a l'aide d'un mélange
de méthanol/acétone, on a obtenu un extrait sec et de couleur rouge apres évaporation a sec et
sous pression. Le rendement en matiére séche est de 48,65%. Ce rendement est comparable a
celui de I'¢tude menée par Bazaria et al. (2018), qui ont obtenu un rendement en jus de
betterave estimé a 45%. Plus, notre résultat est supérieur a ceux obtenus par Singh et al. (2014),

qui ont obtenu un rendement d'extraction des écorces d'orange estimé a 23,91%.

Cette différence peut s'expliquer par l'utilisation de différents solvants utilisés,
différentes méthodes d'extraction, temps d'extraction, le PH du milieu d’extraction, la

température, ainsi que par les différentes origines géographiques.

2. Analyses physico-chimiques

2.1.Le pH

Le résultat obtenu indique un pH de 4,13 pour le concentré d'échantillon (composé
d'orange et de betterave séchée), ce qui est plus élevé que les résultats rapportés par Marilidia
(2002) avec un pH de 3,84. Notre résultat est en accord également avec ceux de Mekhalfa et
al, (2022), qui ont étudié le jus de betterave et de carotte et ont obtenu un pH de 4,5. La présence

de betterave dans le concentré pourrait expliquer cette 1égere différence de pH.
2.2.Taux d’humidité et matiére seche

Figure 19 montre que le pourcentage d'humidité 9,236% et un pourcentage de maticre
seche de 90,764%. Ces valeurs sont tres similaires a celles rapportées pour le moringa avec un
taux d'humidité de 9.27 % et une matiere seéche 90.73% (Adour et al. 2021). Cependant, nos
résultats différent de ceux de Dahmani (2018), qui a trouvé un pourcentage de matiére seche
de 16,96%. Par ailleurs, nos résultats sont légérement supérieurs a ceux de 1'écorce d'orange
Maltaise, qui présente un taux d'humidité de 6,35% et la matiere seéche proche a 93,65%

(Benbekhti, 2021).
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Figure 18 : taux d'"humidité et matiere seche

Ces variations pourraient étre dues a 1'utilisation de I'écorce d'orange et peut-étre a
la méthode de séchage utilisée. Nous avons procédé au séchage a l'air libre, tandis que

d'autres études ont utilisé une étuve pour le séchage des échantillons.

3. Dosage des principes actifs du complément alimentaire (betterave et orange)

3.1.Evaluation de la teneur en composés phénoliques

L’évaluation quantitative des teneurs en composés phénoliques de I’extrait sec a été déterminée
par des méthodes spectrophotométriques UV-visible. Les résultats obtenus pour les dosages des
composés phénoliques, des flavonoides et des tanins sont exprimés en milligramme équivalent
d’acide gallique par gramme d’extrait sec (mg EAG/g ES), et en milligramme équivalent

catéchine par gramme d’extrait sec (mg EC/g ES), respectivement.
3.2.Courbe d’étalonnage pour le dosage des polyphénols totaux, flavonoides, tanins

La teneur en polyphénols totaux est déterminée par la méthode du Folin-Ciocalteu, avec une
courbe d’étalonnage d’acide gallique comme témoin (figure 19). La quantification des
flavonoides et des tanins condensés est réalisée par la méthode du trichlorure d’aluminium
AICl3, et de vanilline HCI ainsi qu’une courbe d’étalonnage avec la catéchine en témoin pour

les deux composés (figure 20 et 21).
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Figure 19 : courbe d'étalonnage de l'acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux
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Figure 20: courbe d'étalonnage de la catéchine pour le dosage des flavonoides
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Figure 21: courbe d'étalonnage de la catéchine pour le dosage des tanins
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Les résultats du dosage quantitatif des composés phénoliques de 1’extrait sec de la poudre de
notre mélange sont représentés dans la figure ci-dessous (figure 22) :

concentration
1,6

1,4

1,2

[Eny

0,8
0,6
0,4

0,2

polyphénol flavonoid tanin

Figure 22 : Teneur en polyphénols, flavonoides totaux et tanins condenses dans l'extrait sec
du mélange.

3.3.Teneur des polyphénols totaux

La figure 22 montre que la teneur en polyphénols enregistrée dans notre étude est de
I’ordre de 1.19 mg d'acide gallique /g échantillon. Elle est plus élevée que celle mentionné par
Khalfa et al., (2021) qui I'ont estimée a 106.45+ 1.18 ug GAE/mg. Par ailleurs, une teneur

légérement supérieure a la ndtre a été enregistrée par Bejar et al., (2011), soit 5.22 mg GAE/g.
3.4.Teneur des flavonoides totaux

Pour La quantité¢ des flavonoides, la figure 22 montre qu’elle est d'environ 1,51 mg
catéchine/ g d'échantillon. Cette quantité est plus élevée que celle mentionnée par DJAHIDA,
(2022), qui a indiqué une concentration de flavonoides estimée a 1,30 mg ER/g d'écorce
d'orange de Thomson En outre ces résultats sont similaires a ceux rapportés par Rosecler et al.,
(2009), qui ont constaté que, la pulpe de betterave posséde une concentration de flavonoides de
1,83 mg de rutine/g. De plus, une teneur légeérement plus élevée que la ndtre a été enregistrée

par Ounnas et al., 2017, estimée a 5,04 mg dans la betterave.
3.5.Teneur en tanins condensées

La quantité de tanin condensé enregistrée dans notre étude est significativement plus élevée soit
1.374 mg catéchine/g échantillon (figure 22). En comparaison, les études de Djenidi, (2020),
montrent une concentration de tanin plus faible, soit 17,91 pg/g (betterave) et 10,91 pg/g

(orange) par rapport a
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notre mélange. Par ailleurs, les résultats que nous avons obtenus sont similaires a ceux rapportés
par Mahmoudi et al., (2013), ou une concentration de tanin condensé de 1,50 mg équivalent
catéchol par gramme de poids sec a été observée dans la tige de la fleur d'artichaut extraite avec
de I'acétone. Nos résultats renforcent donc I'importance et I'intérét des tanins condensés présents

dans notre échantillon.

Les variations observées entre les résultats peuvent étre attribuées aux plusieurs
paramétres, a savoir la méthode d'extraction utilisée ; la polarité des solvants utilisés ; la
méthode de séchage ; les conditions de culture ; le degré de maturation des échantillons ; degré

d’hydrations et les conditions environnementales.

4. Evaluation de I’activité antioxydante

4.1.Activité du piégeage du radical libre DPPH

La gamme de concentrations utilisée est de 7.6 a 0.47 mg/ml. Les valeurs des D.O
obtenues sont inversement proportionnelles avec les concentrations de 1’extrait. Les résultats
obtenus sont exprimés en pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des

concentrations de 1’extrait et de I’antioxydant de synthése (acide ascorbique) (figure 23).

La Clso de Dextrait égale a 0,075 mg/ml est nettement plus importante a celle du I’acide
ascorbique (0,134 mg/ml). Cela indique que l'extrait d'orange et de betterave présente une
activité antioxydante plus €levée que l'acide ascorbique, ce qui suggere leur potentiel en tant

que sources d'antioxydants puissants(figure 24).
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Figure 23: courbe d'étalonnage de l'acide ascorbique et extrait pour DPPH
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Nos résultats sont supérieurs a ceux trouvés par Syakirah-Zulkifli et al., (2012), qui
étaient de ICso 564 ng/ml dans d’écorce d’orange. Tandis que sont similaires avec les résultats
de Santos et al., 2012, qui ont constaté que le Moringa présentait une activité antioxydante de

1Cs50 0,06 mg/ml.

ug/ml
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40
20
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Figure 24 : valeurs des IC50 dans le test DPPH
4.2. La capacité antioxydante totale (CAT)
La capacité antioxydante totale (CAT) d'extrait d'orange et de betterave est exprimée en

milligrammes équivalents acide ascorbique par gramme d’extrait sec (mg EAA/g ES). En

utilisant la courbe d'étalonnage de 1'acide ascorbique comme référence (figure 25).
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Figure 25 : courbe d'étalonnage de l'acide ascorbique pour la détermination de la capacité
antioxydante totale

Nos résultats, indiquent que l'extrait présente des propriétés antioxydantes

remarquables, avec une quantité estimée a 9,918 mg d'équivalent acide ascorbique par gramme
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d'échantillon. Ces résultats sont significativement plus élevés que ceux rapportés par SAIDI
(2019), qui ont trouvé des capacités antioxydantes de 3,042 mg d'équivalent acide ascorbique
par gramme de matiere seéche pour les extraits de graines de caroube. De plus, nos résultats se
rapprochent de ceux obtenus pour la pulpe de caroube, qui présente une concentration estimée
a 10,723 mg d'équivalent acide ascorbique par gramme de matiére seche. Cette activité met en
¢vidence la valeur élevée de notre extrait en termes de potentiel antioxydant et suggére des

applications prometteuses dans le domaine de la santé et de la nutrition.

4.3.Réduction du fer : FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

EC50ug/ml
120

100
80
60
40

20

acide ascorbique extrait

Figure 26 : valeurs des ES50 dans le test du fer FRAP

D'apres la figure 26, il est observé que l'extrait d'orange et de betterave présente une
activité antioxydante FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) de EC50 = 1,728 mg/ml,
comparée aux standards (acide ascorbique : EC50 = 0,048 mg/ml). Nos résultats sont similaires
a ceux obtenus par Ikram (2014), qui a rapporté une activité antioxydante FRAP estimée a 1,30
mg/ml pour le gingembre. Cependant, nos résultats différents de ceux de AISSA (2021), qui a
¢valué l'activité antioxydante (FRAP) de 1'écorce d'orange dans un extrait méthanolique estimée

a 555,55 pg/ml.
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test de FRAP
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Figure 27 : courbe d'étalonnage de l'acide ascorbique et extrait pour la détermination de la
réduction du fer (FRAP)

Les variations observées entre les résultats obtenus dans les tests antioxydants peuvent
étre attribuées a plusieurs facteur : la méthode d'extraction employée ; la polarité des solvants
utilisés, la méthode de séchage ; les conditions de culture ; le degré de maturation des
¢chantillons et les conditions environnementales. Il est important de noter que l'activité
antiradicalaire des extraits est généralement susceptible d'augmenter avec une concentration
croissante en composés phénoliques. Ces facteurs doivent étre pris en compte lors de

l'interprétation des résultats des tests antioxydants.
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Conclusion

Apres I'épidémie de Corona virus, la consommation des compléments alimentaires a
considérablement augmenté, reflétant la tendance croissante des consommateurs a rechercher
des solutions naturelles pour améliorer leur santé et leur bien-étre. Les compléments
alimentaires sont devenus populaires en raison de leur capacit¢ a combler les lacunes
nutritionnelles, a soutenir les régimes alimentaires malsains et & fournir des nutriments

essentiels.

Dans notre étude, nous avons réalisé tous les tests possibles, et cela suivants les moyens
mis a notre disposition, afin de confirmer ou infirmer, 1'efficacité et la qualité de notre produit
(en poudre de betterave orange). Nous avons souligné l'importance d'effectuer diverses
analyses, y compris des analyses physicochimiques (PH et I'humidité) et I’évaluation complete
de la valeur nutritionnelle des principaux composants de notre compliment alimentaire (I'orange
plus betterave). Ces analyses nous ont permis d'identifier les principes actifs présents et

d'évaluer l'activité antioxydante grace aux tests DPPH, TAC et FRAP.

Les résultats de notre étude ont renforcé et confirmé l'efficacité et la haute qualité de
notre produit (en poudre de betterave orange) et son importance comme suppléments
nutritionnels. La présence de flavonoides, de polyphénols et les tanins condenses, possedent
une bonne activité antioxydante, qui contribuent a renforcer la qualité nutritionnelle de notre
complément alimentaire. Ces éléments sont importants pour répondre aux attentes des
consommateurs qui recherchent des solutions naturelles pour améliorer leur bien-étre et leur

santé.

Sur la base des résultats obtenus, on peut conclus que notre complément alimentaire en
gélules a base de betterave et d'orange est riche en composés phénoliques a une fort pouvoir
antioxydants. A partir de 13, on propose notre complément alimentaire a étre accepté dans le
domaine pharmaceutique et nutritionnelle, bien siir en effectuant plus de tests pour étre admis

et mis sur le marché et conforme avec les normes et la réglementation en vigueur.

Les perspectives de notre travail :
Nous espérons développer notre produit sur la qualité organoleptique

Nous espérons faire des tests in vivo (quel est I'impact de ce produit sur les maladies mondiale)
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Annexes
Annexe 01
Préparation de la poudre de notre complément (orange + betterave)

Lavage

l Broyage et tamisage l
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Produit fini (orange + betterave) en gélules et en boite
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Annexe 02

1. Matériel du laboratoire

Appareillage
UN spectrophotometre (UV-1800SHIMADZU)
Evaporateur rotatif (rotavapor BUCHI heating bath R-210)
Etuve (Mommert, Beschickung -loadig Modell100-800)

Balance analytique

Verrerie : béchers, pipettes, ballons, éprouvettes graduées, tubes a essais, pipeté et micro
pipeté, boite pétrie.
Reflux

Dessiccateur en verre

PH métre

Vortex

Agitateur

Appareillage

PH -métre Dessiccateur
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Balance Analytique

Extraction reflux

¢vaporateur rotatif
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ORTIZEN 3220UV

i,
.

Spectrophotometre

Vortex

Agitateur
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On monte le premier bout des gélules dans la gélulier on remplit notre poudre

eme

o\

dans cette derniere puis on fixe bien le deuxi
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Produits chimiques utilisés

Meéthanol

Acétone

CAT

DPPH

NaOH

Folin

Eau distillée et ultrapur
Nitraté de sodium
Chlorure d’aluminium
Solution tampon phosphate
Ferricyanure de potassium
Acide trichloracétique
Chlorure de fer (Fe C13)
Vanilline

Chlorure d’hydrogéne (HCL)
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Résume

Les compléments alimentaires sont des substances alimentaires, destinées a compléter l'alimentation. Ils constituent une source
concentrée de nutriments : vitamines, magnésium, fer, calcium.... Malgré une certaine ressemblance avec des produits pharmaceutiques, ces
produits ne sont pas des médicaments et ne peuvent réindiquer un effet thérapeutique. Les travaux menés dans le cadre de cette étude ont porté
sur l'intérét croissant pour les compléments alimentaires a base de betterave et d'orange, ainsi que sur l'effet des molécules bioactives au niveau
moléculaire.

Cette étude nous a permis d’évaluer et connaitre la valeur nutritionnelle des betteraves et des oranges et leur composition et constituants
en nutriments qu'elles contiennent confirmant leur valeur et importance pour la santé du consommateur. Au cours de notre étude, plusieurs
techniques et analyses ont été réalisées : Analyse physicochimiques (PH, MS ; H%), identification des principes actifs (polyphénols...) et
évaluation de l'activité des antioxydants.

Les résultats obtenus a partir de ces analyses sur l'activité antiradicalaire on observe que le (DPPH) avec une valeur élevée de
IC50=0.075mg /ml et une capacité d'antioxydants totale (CAT) une valeur de 9,918 mg, par ailleurs nous avons trouvé une diminution dans le
test de de réduction de fer (FRAP) a une valeur de EC50= 1.972 mg/ml. Ces activités est due a la richesse de produit par les polyphénols a une
valeur de 1.19 mg AA/g échantillon, les flavonoides de 1.51 mg catéchine/g échantillon, et tanins condensés de 1.374 mg catéchine/g échantillon.
Et pour les analyses physico-chimiques de notre produit, avec un PH 4,13, humidité de 9,236%, et la mati¢re séche de 90,764%.

On conclusion, on peut dire que notre produit est biologiquement valide, sain, acceptable et peut étre utilis¢ dans le domaine
pharmaceutique et nutritionnelle.

Mots clés : Complément alimentaire ; betterave ; orange ; l'activité antioxydants.

Abstracts

Dietary supplements are food substances intended to complement normal diet and provide a concentrated source of nutrients such
as vitamins, magnesium, iron, calcium, etc. Despite some resemblance to pharmaceutical products, these products are not medications and
cannot claim therapeutic effects. The work conducted in this study focused on the growing interest in beet and orange-based dietary
supplements, as well as the effect of bioactive molecules at the molecular level.

This study allowed us to understand the Algerian market for dietary supplements and its origins. It also demonstrated the
nutritional value of beets and oranges, highlighting the valuable primary and secondary nutrients they contain.

Throughout our study, several analysis techniques were performed, including physical and chemical analysis (pH, MS, H%),
identification of active principles (polyphenols), and evaluation of antioxidant activity.

The results obtained from these analyses regarding the antioxidant activity showed that the (DPPH) had a high IC50 value of
0.075 mg/ml and a total antioxidant capacity (CAT) value of 9.918 mg. Additionally, a decrease was observed in the iron reduction test
(FRAP) with an EC50 value of 1.972 mg/ml. These activities are attributed to the richness of the product in polyphenols, with a value of 1.19
mg AA/g sample, flavonoids of 1.51 mg catechin/g sample, and condensed tannins of 1.374 mg catechin/g sample.

Furthermore, the physicochemical analysis of our product revealed a pH of 4.13, moisture content of 9.236%, and dry matter
content of 90.764%.

At the end of this process, we can conclude that our product is biologically valid, healthy, and can even be used in the field of
pharmacy due to its significance.

Key words : Dietary supplement ; beet ; orange ; antioxidant activity.



