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Introduction

Introduction

Le secteur agricole joue un rdle important dans 1’économie nationale. Il est constitué
essentiellement de cultures vivriecres comme les céréales et les 1égumineuses. Cependant,
I’agriculture des zones arides est basée notamment sur des especes qui résistent a la

sécheresse tel le cactus.

De part son aptitude de vivre avec une faible quantité d’eau et de supporter une longue
période de sécheresse, le cactus est une espece économiquement importante qui peut étre
valorisée en produits agroalimentaires, cosmétiques et pharmaceutiques, et peut contribuer au
développement durable en milieu rural (Arba M 2006).La demande en consommation des
produits du terroir; voir les produits susvisé€s, est croissante sur les marchés nationaux et
internationaux, ce qui offre d’importantes opportunités pour leur commercialisation. (Arba M

20006).

Les jeunes cladodes "nopalitos" sont consommés en tant que légume car ils sont
tendres et fibreux, riches en eau, en hydrates de carbones, en protéines, en vitamine C et en j3-
carotene, le précurseur de la vitamine. Leur valeur nutritive est similaire a celle d’un grand
nombre de 1égumes feuilles, ils sont moins nutritifs que les €pinards et plus nutritifs que la

laitue. (Rodriguez Felix et Cantwell, 1988; Cantwell, 1991).

Afin de mettre en valeur le Figuier de Barbarie, nous sommes orientés vers sa partie la
plus méconnue localement, les cladodes au stade jeune consommées largement comme
légume au Mexique. De ce fait, cette étude a été initiée sur l'extrait des jeunes cladodes de la
variété inerme de la région de Tissemsilt, dans un but de constituer une solide base
scientifique aux industriels qui veulent investir dans ce domaine et fera I’objet de création

d’entreprises et d’emplois.
Ce présent travail est composé de deux grandes parties :

- La premicre partie recueille les données théoriques sur ['Opunita Ficus indica, les
polyphénols et le phénomene d'oxydation.

- La deuxieme partie, la partie pratique, s'intéresse a l'extraction et la caractérisation des
polyphénols des jeunes nopales; suivie d'une série d'analyses sur leurs activités anti-

oxydantes et anti-inflammatoires.
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I. Généralités sur le figuier de Barbarie

I.1. les cactées:

La famille des cactées appartient aux plantes grasses, capables de survivre sur leurs réserves
durant une période de sécheresse temporaire, grace a un systeme de stockage de 1’eau dans leurs
tiges, leurs feuilles ou leurs racines qui sont tres charnues. D’autres évolutions plus importantes ont

permis d’augmenter les réserves d’eau en réduisant 1’évaporation d’eau (Mace, 2003).

Selon les botanistes, toutes les cactées seraient originaires D’Amérique. Ils affirment
qu’avant Christophe Colomb, on n’en connaissait aucune dans 1’Ancien Monde mais que ces
singuliers végétaux aux formes bizarres furent parmi les toutes premieres plantes que les
explorateurs rapporterent du Nouveau Monde. L'hypothese des auteurs grecs et romains, qui
prétend que notre cactus était connu des I’antiquité est aujourd’hui totalement rejetée (Schweizer,

1997).

Les cactées ont des formes diverses, allant de plantes miniatures jusqu'a de grands arbres
atteignant pres de 25 m de hauteur. Cependant a I’exception du genre Preskia et des genres proches
qui ont des feuilles normales, des aiguillons et une structure un peu élémentaire pour les fleurs et les
fruits, tous les autres genres sont tres similaires. Ces autres genres sont pratiquement dépourvus de
feuilles, les processus de photosynthese se produisant en revanche dans des tiges vertes charnues

(Lamb, 1991).

I.2. Figuier de Barbarie

1.2.1. Définition:
La figuier de barbarie est un cactacée originaire des régions arides et semi-aride du

Mexique, il a été introduit en Afrique du nord vers le 16éme siecle (EL Kossori et al., 1998).

Nopal est le nom mexicain, d’origine azteque de notre Figuier de Barbarie. La plante peut
porter un nom différentselon 1’idiome local: (Nopallito ,Tuna , Higos de pala),(Ficodeindia) et
(Barbaryfig , Devil tongue) en Espagne, Italie et Angleterre; (Chardon des indes , figuier de francs)
chez les grecs, et (Karrous en N’sarra , El-tin-el-choki) est la baptisation des arabes (Schweizer,
1997).

De nombreux auteur ont élaboré la Classification botanique d’Opuntia ficus indica (Wallace et
Gibson, 2002).
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Tableau 01: classification botanique du Figuier de barbarie.

Régne Végétal (plantes vasculaire)
Embranchement Phanérogames

Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones

Sous classe Dialypétales

Ordre Caryophyllacées
Famille Cactacées

Genre Opuntia

Espece Opuntia ficus indica

1.2.2. Description morphologique
C'est une plante arborescente, €rigée, rameuse et xérophile, haute de 2 a 6 m, son tronc
ligneux, est formé par les vieux articles (raquettes) qui en se desséchant, perdent peu a peu leur
forme ovale pour devenir cylindriques. L’Opuntia se plait dans les sols calcaires et les climats semi-
arides avec des températures de 18 a 30 °C (Schweizer, 1997).

La tige de I’Opuntia est formée d’articles ovales, charnus et aplatis, de couleur verte,

Z [13

communément appelés “raquettes” dont la surface est parsemée d’alvéoles (Schweizer, 1997).

L’appareil racinaire est superficiel, se concentre dans les 30 premiers centimetres du sol,

mais en revanche tres étendu (Mulas et Mulas, 2004).

Le figuier de Barbarie donne des fleurs et des fruits en abondance. Les fleurs apparaissent
sur le dessus des raquettes, larges de 4 al0 cm et de couleur jaune, orange ou rouge. Ces fleurs sont

comestibles (Revue nature et santé, 2011).

Ce fruit a une chair d'une couleur variant du jaune clair au rouge violacé et dont le gofit se

révele délicieux et subtil, ses graines (Revue nature et santé, 2011).

1.2.3. Utilisation
On assiste actuellement a un intérét croissant pour 1’exploitation de 1’Opuntia ficus indica

dans le domaine alimentaires, et médical:

I.2.3.A. Médicales
La recherche médicale moderne redécouvre avec un intérét grandissant la plante et ses

propriétés. Elle étudie les molécules actives qui la composent et lui permettent de lutter
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fleur
fruit (rotacée)
(tuna ou figue)

feuilles
i1 a«— (éphémares)

épines
(sétules)

raquette
(article)
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efficacement contre quelques-unes des affections les plus graves de notre temps : 1’angoisse,

I’artériosclérose, le cholestérol, le diabete, 1’obésité, la spasmophilie, le stress (Schweizer, 1997).

Dong, il est utilisé en tant que anti-inflammatoire, antiviral, antibactérien, antioxydant, anti-

ulcere, cicatrisant (Brahami et al., 2011).

I.2.3.B. Alimentaire
Récemment dans certains pays (Italie, Mexique, Chili,...), le fruit est conditionné
industriellement et stabilisé par différentes méthodes (froids, séchage, chaleur) ou transformé en

jus, miel (miel de tuna), boissons alcoolisées (Colanche, Téquila), confiture et colorant alimentaire

(Habibi, 2004).

Par ailleurs, I’introduction des cladodes de I’OFI dans un régime alimentaire présente des
effets bénéfiques sur le taux de cholestérol, sur la glycémie et les lipoprotéines dans le sang.
L’extrait alcoolique et aqueux de cladodes de figuier de Barbarie présente des propriétés

antioxydants et anti-inflammatoires (Park et al., 1998).

I.2.4. La culture et la récolte:
La période de plantation du cactus varie avec la latitude et les conditions environnementales.

Deux époques sont considérées:

e [’automne : de septembre a novembre pour les régions a hivers doux et de
septembre a octobre dans les régions a hivers frais.
e Le printemps : pendant les mois de février, mars et avril dans les zones a hivers doux

et pendant le mois d’avril et mai dans les régions a hivers frais.

La plantation se fait soit par des raquettes simples (une seule raquette) ou doubles (raquette
terminale fixée sur une raquette subterminale). Cette derniere présente I’avantage d'assurer une
entrée plus rapide en production de ces raquettes par rapport aux raquettes simples. Néanmoins, la

multiplication du figuier de barbarie par bouturage est le mode le plus simple et le plus courant.

La saison de récolte des figues de barbarie varie selon le cultivar et le lieu de production.
Afin d’avoir ’optimum de la qualité du fruit, les fruits colorées nécessitent d’étre récoltées quand
elles atteignent au moins 50% de leur couleur finale. La récolte est manuelle, en faisant
attentivement une rotation du fruit permettant de séparer ce dernier du cladode, ou en coupant au

niveau de I’articulation.
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I.3. Les cladodes du figuier de Barbarie:

1.3.1. Morphologie
Les raquettes (tiges modifiées) de cactus ou cladodes, sont les termes corrects, synonyme de
«Nopales ».A une forme Ovoides aplatis avec une couleur verte mate, la longueur entre 15 et 25 cm
et la largeur entre 9 et 13 cm. Ce dernier est recouvert d'épines (feuilles modifiées) et poils ou
trichomes multicellulaires, qui forment I’aréole et qui est une caractéristique des membres de la

famille des cactacées (Anderson, 2001).

Les épines mesurent 1 & 3 cm de longueur et forment 8,4% du poids total de la cladode.
Leurs fonctions comprennent la protection mécanique face aux herbivores, la réflexion de la
lumiere, 'ombre pour la tige, et donc permettent la réduction de la perte en eau ainsi que la

condensation du brouillard (Anderson, 2001).

1.3.2. Composition chimique
La composition chimique des cladodes est reportée dans le Tableau 02. Ils contiennent une
quantité importante de matiere minérale (19,6%), principalement constituée d’oxalate de calcium,
ainsi que de graisses et de cires (7,2%). Le taux de lignine est faible (3,6%) et les polysaccharides

sont les constituants majoritaires (46,1%), la cellulose représentant a elle seule 17,5%.

Les épines sont constituées majoritairement de polysaccharides (96%), la cellulose

représentant a elle seule 61,8% (Malainine et al,. 2001).

Tableau 02: Composition chimique des cladodes (Malainine et al,. 2001).

Constituant Cladodes (% en poids sec)
Cendres 19,6
Graisses et cires 7,2
Lignine Klason 3,6
Cellulose 17,5
Autres polysaccharides 28,6
[ racEe |
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Figure 03: La plantation du figuier de barbarie (J. Pacd, 2003).

Figure 04: 1a forme Ovoides aplatisetles différentes longueurs des cladodes du figuier de Barbarie

(J. Pacd, 2003).
( ]
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1.3.2.a) Minéraux
Le potassium est le principal minéral, suivie par le calcium, sodium et le fer tandis que le
magnésium n'a pas été détecté (Munoz de chaves et al., 1995). Ces composants doivent étre
considérées comme approximatifs puisque les teneurs en minéraux varient avec les especes, le site

de culture et 1'état physiologique du tissu de cladode (Stintzing and Carle, 2005).

1.3.2.b) Glucides
Les jeunes cladodes sont plus riches en glucides dont constitue un total de 36% a 37% de
I’ensemble du poids sec des cladodes, avec une prédominance du glucose, galactose et arabinose.
Ces variations sont attribuées a l'dge de la cladode et les facteurs agronomiques et

environnementaux (Ginestra et al., 2009).

1.3.2.c) Acides organiques
L'acide malique et l'acide citrique représentent respectivement 985 et 178 mg /100g de poids
frais, alors que 1’acide tartrique et succinique ont été trouvés seulement en état de traces. Les

cladodes agées ne contiennent plus d'acide malonique. (Teles et al., 1984).

Les deux acides horbique et piscidique sont rarement rencontrés dans la nature et restent

limités aux plantes présentant un métabolisme acide succulent (CAM) (Teles et al., 1984).

1.3.2.d) Acides aminés:
Les cladodes du figuier de Barbarie contiennent 18 acides aminés, dont les proportions les

plus élevées sont notées pour la glutamine et la sérine avec 17,3 et 3,2 mg/100g (Bruckner et al.,

2003).

1.3.2.e) Acides gras
Les analyses chromatographiques des lipides totaux des extraits de cladodes, montrent que
quatre acides gras représentent plus de 90% des acides gras totaux : linolénique, oléique, linoléique

et l'acide palmitique (Abidi et al., 2009).

1.3.2.f) Vitamines, caroténoides et chlorophylles
La vitamine C (acide ascorbique), B-caroténe, thiamine, riboflavineet niacine sont retrouvés
dans la fraction lipidique de cladode de la figue de barbarie (Stintzing and Carle, 2005).

( ]
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En ce qui concerne le profil des caroténoides, il y’a présence d’a-cryptoxanthine (20%), du
B-caroténe (36%) et de la lutéine (44%) sachant que le tout englobe une somme de 229 pg/ g de
poids sec total (Jaramillo Flores et al., 2003).

1.3.2.g) Composés phénoliques:
Les acides phénoliques détectés dans les raquettes sont (acide ferulique, acide p-
Coumarique, acide 4-Hydroxybenzoique, acide caféique, acide salicylique, acide gallique),quant
aux flavonoides présents, on cite (rutine, iso-quercitrine, nicotiflorine, narcissine) (Guevara

Figueroa et al., 2010).

Tableau 03 : Composition en polyphénols des cladodes de ['Opuntia ficus-indica (E1 Mostafa et

al., 2014).
Polyphénols Matiere seche (mg / 100 mg)
Acide gallique 0,64-2,37
Coumarique 14,08-16,18
3,4- dihydroxybenzoique 0,06-5,02
4-hydroxybenzoique 0,5-4,72
Acide ferulique 0.56-34,77
Isoquercetine 2,29-39.67
Isorhamnetin-3-O-glucoside 4,59-32,21
Nicotiflorine 2,89-146,5
Rutine 2,36-26,17
Narcissine 14,69-137,1

1.3.3. Utilisations pharmaceutiques et cosmétiques:

En plus de la valorisation des raquettes dans 1’alimentation du bétail et des jeunes cladodes
dans 1’alimentation de 1’homme, le mucilage des raquettes est utilis€é dans la fabrication des
champoings, des assouplissants des cheveux, des crémes dermiques et des laits hydratants

(Pimienta Barrios, 1994).
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La poudre séchée des raquettes ou poudre de nopal a également un effet sur le contrdle de la
cholestérolémie, en plus d'un effet amincissant et anti-glycémique (Fernandez et al., 1994; Roman

Ramos et al., 1995).

L’analyse texturale a prouvé que le mucilage du figuier de barbarie pourrait avoir un effet
protecteur sur les fraises, reflétées par la grande fermeté des échantillons enduits pendant le
stockage, qui pourrait réduire des pertes économiques dues a la détérioration produite a partir des

dommages mécaniques pendant la manipulation et le transport (Del Vall et al., 2005).

I1. les composés phénoliques:

I1.1. Généralités:

Le terme « polyphénols » est fréquemment utilisé pour désigner I’ensemble des composés
phénolique des végétaux. En fait, il devrait €tre réservé aux seules molécules présentant plusieurs
fonctions phénols (Jean Jacques, 2005).

La structure fondamentale comprend au moins un noyau benzénique auquel il est
directement 1lié au moins a un groupe hydroxyle, libre ou lié a une autre fonction : éther, ester,

hétéroside (Bruneton, 2009).

La structure des composés phénoliques naturels varie depuis les molécules simples (acides
phénoliques simples) vers les molécules les plus hautement polymérisées (tanins condensés). Avec
plus de 8000 structures phénoliques identifiées, Ils font partie intégrante de 1’alimentation humaine
et animale (Urquiaga et Leighton, 2000; Martin et Andriantsitohaina, 2002; Macheix et al.,
2005).

On trouve les polyphénols aujourd’hui aussi bien dans les aliments courants; type chocolat,
vin, raisin, pomme, thé et légumes divers, que dans les compléments alimentaires ou les produits
cosmétiques ou ils sont utilisés pour leurs propriétés Physiologiques. Ils sont également employés

pour conserver, aromatiser ou colorer les aliments.

I1.2. Biosynthese des composés phénoliques

Les polyphénols sont synthétisés par de deux voies biosynthétiques

- La voie de shikimate : C’est souvent la voie de biosynthése des composés aromatiques a
partir des acides aminés aromatiques : la phénylalanine, la tyrosine et le tryptophane, qui

donnent le précurseur immédiat des phénols. Elle joue un rdle critique pour contrdler le
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métabolisme de la voie de phénylpropanoide (Kening et al., 1995 ; Richard ef al., 1995;
Floss, 1997; Ghasemzadeh et Ghasemzadeh, 2001).

- La voie de phénylpropanoide : commence par la phénylalanine qui fournit en plus des
principaux acides phénoliques simples, les isoflavonoides, les flavonoides, 1’acide

salicylique et des précurseurs de lignine (Hoffmann et al., 2004).

I1.3. Structure et classification
Les polyphénols regroupent une grande famille de composés élaborés a partir d’une unité
de phénylpropanoide, et représentent un des groupes les plus importants distribués dans les

végétaux (Collin ef al., 2011).

Les polyphénols sont répartit en deux classes majeures: les flavonoides et les non flavonoides

I1.3.1. Les flavonoides (C6-C3-C6):

Le terme flavonoides désigne une tres large gamme de composés naturels appartenant a la

famille des polyphénols (Bennick, 2002).

Figure 05 : Structure de base des flavonoides (Chabaane et al., 2011).

Les flavonoides ont une structure générale en C15(C6-C3-C6), auquel 2 noyaux
aromatiques sont reliés par un hétérocycle oxygéné.ils comprennent pleusieurs milliers de
molécules regroupées en plus de dix classesayant une tres grande importance biologique et
technologique, dont les anthocyanidines "pigments rouges ou bleus", flavonoles; isoflavonoles;
flavones; isoflavones; flavanes "dont les produits de condensation sont a 1’origine des tannins";
isoflavanes; flavanols ;isoflavanols; flavanones; isoflavanones; aurones et les tanins (Havsteen,

2002 ; Edenharder et Griinhage, 2003;Jean Jacques, 2005).
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Les principales familles sont:

I1.3.2. Flavonols:
Ce sont les flavonoides les plus abondants dans 1’alimentation, ils sont formés par un
hétérocycle saturé avec un groupe hydroxyle en position 4. Les composés les plus représentatifs de
cette famille sont le kaempferol et la quercétine. Cette dernicre est connue pour posséder un tres fort

pouvoir antioxydant en raison de sa structure chimique favorable au piégeage des radicaux libres

(Manach et al., 2004).

I1.3.3. Les flavones:
Les flavones sont structurellement tres proches des flavonols, la différence provenant de

I’absence de I’hydroxyle en C3 (Chira et al., 2008).

I1.3.4. Les isoflavones:
Les isoflavones ont des similitudes structurales avec les oestrogenes, a savoir des groupes
hydroxyles dans les positions C7 et C4, comme molécule d'oestradiol. Les isoflavones sont

contenues presque exclusivement dans les 1égumineuses (Tapas et al., 2008; D’Archivio et al.,

2007).

I1.3.5. Flavanones
Les flavanones et les dihydroflavonols,moins fréquents que leurs homologues insaturés
rassemblant les flavones et flavonols, sont caractérisés par 1'absence de la double liaison C2-C3 et
par la présence de centres d'asymétrie. Leurs variations structurales sont de méme nature que celles

décrites pour les flavones et les flavonols.

Les dihydroflavonols se distinguent des flavanones par 1’hydroxylation de la position C-3.

I1.3.6. Les anthocyanes:

Les anthocyanes sont des pigments colorés responsables de la pigmentation des fleurs, des
fruits et des grains, possédant une structure de base a trois cycles aromatiques et qui porte
plusieurs fonctions hydroxyles dont 1’une est glycosylée par des différents oses. Ils jouent un rdle
important dans la physiologie végétale comme attracteurs des insectes dans la dispersion des

grains (Samouelian et al., 2003; 2009; Valls et al., 2009; Shipp et al., 2010).
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I1.3.7. Les formes condensées:

Ces composés résultent généralement de condensation de certaines des formes simples
précédemment évoquées , selon la nature des constituants impliqués et selon le type de
condensation , on obtient des composés plus au moins complexes pouvant encore présenter une
hydrosolubilité suffisante pour étre présents dans la vacuole (tannins, certains produits de
brunissement) ou au contraire acquérir un caractére lipophile marqué et s’accumuler alors dans les
structures pariétales (lignine,forme présentes dans la cutine et la subérine ,,, ) (Jean Jacques,

2005).

I1.3.7.A) Les tanins
On distinguerdeux grands groupes de tannins :les tannins hydrolysableset les tannis

condensés (Jean Jacques, 2005):

v Les tannins hydrolysables
IIs sont abondants chez les dicotylédones et certains arbres en sont des sources industrielles
(Jean Jacques, 2005).Les tannins hydrolysables sont des molécules complexes qui font
intervenir des liaisons de type ester, qui se caractérisent par leur hydrolyse en conditions
chimiques ou enzymatiques avec libération d’une fraction glucidique et d’une fraction
phénolique dont les éléments constitutifs sont 1’acide gallique ou D’acide éllagique

(Ribereau Gayon, 1968 ; Bennick, 2002).

0,
‘l'H -:.'-'-—qn OH
. e~ H r— }_;
. \ I W
T |J HO— " e V—0OH
~ /! if L 4
f |
£
i —_—h,
COOH HO 0 \
A B

Figure 06 : Structures des acides A) gallique et B) éllagique (Chabaane et al., 2011).

v" Les tannins condensés
Ce sont les tanins catéchiques, oligomeres et polymeres d’aglycones polyphénols
flavaniques (unités flavan-3-ols), non hydrolysables et de couleur rouge foncé. Ils sont
encore appelés proanthocyanidols, car ils conduisent en milieu acide et a chaud a des

anthocyanidols (Bruneton J, 2009).
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Figure 07 : La classification des flavonoides (Havsteen, 2002).
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Figure 08: Les structures des différentes classes des flavonoides.
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I1.3.2. Les non flavonoides:
On cite les groupes suivants:

e Les phénols simples (C6): un seul noyau phénol comme pour les acides phénoliques (C6—
Cl).
o Les stilbenes (C6-C2—C6).

e Les lignanes, les lignines et les coumestanes : 2 unités de phénylpropane.

I1.4. Effets biologiques des polyphénols
Les polyphénols sont associés a de nombreux processus physiologiques impliqués lorsque la
plante est soumise a des blessures mécaniques, et corréléesa la capacité d’une espece végétale a

résister a I’attaque des insectes et des microorganismes (Bahorun, 1997).

Ces composés montrent des activités anti-carcinogenes, antioxydantes et anti-
inflammatoires, antiathérogenes, anti-thrombotiqueset vasodilatateurs, analgésiques, antibactériens,

antiviraux et anti-allergénes (Babar Ali et al., 2007).

Les composés polyphénoliques sont d’ailleurs de plus en plus utilisés en thérapeutique. Ils
sont regroupés dans la catégorie des veino-toniques et des vasculo-protecteurs (Martin et

Andriantsitohaina, 2002)

III. L'oxydation et I'inflammation:

II1.1. L'oxydation:
IIL.1.1. Le stress oxydatif
Le stress oxydatif (ou stress oxydant) est un type d’agression des constituants de la cellule
di aux especes réactives oxygénées ""ERO'" et aux especes réactives azotéesoxydantes qui vont

s’attaquer aux membranes cellulaires, aux protéines et a I’ADN (Peltier et al., 2004).

Dans des conditions pathologiques ou provoquées par des facteurs exogenes, une
surproduction de ces réactifs est possible. Les défenses antioxydants, dont une partie est dépendante
de Dl’alimentation, peuvent étre insuffisantes pour empécher les dégats cellulaires que peuvent

causer les radicaux libres de 1’oxygene (Valko et al., 2007).
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I11.1.2. Les radicaux libres:
Un radical libre est une espece chimique (atome ou molécule) contenant un électron non
apparié. Ce déséquilibre n’est que transitoire et est comblé par 1’acceptation d’un autre électron ou

par le transfert de cet électron libre sur une autre molécule (Afonso et al., 2007).

Les especes réactives de 1’oxygene (ROS en anglais) sont une famille d’entités chimiques
regroupant les radicaux libres oxygénés [anion superoxyde (Oze-), radical hydroxyle (HOe),
monoxyde d’azote (NOe) ...] et les dérivés non radicalaires dont la toxicité est importante [anion

peroxyde (O22-), peroxyde d’hydrogene (H202), peroxynitrite (ONOO-)] (Novelli, 1997).

Par ailleurs, tous les radicaux libres ne sont pas des dérivés de 1’oxygene, par exemple le

monoxyde d’azote (NO) est un radical libre dérivé de I’azote (Bonnefont ef al., 2003).

Nos cellules et tissus peuvent &tre soumis a une grande variété d’agression
physiques(traumatisme, irradiation, hyper ou hypothermie), chimiques (acidose, toxines) et
métaboliques (exposition a des xénobiotiques, privation d’un facteur hormonal ou facteur de
croissance). La plupart de ces agressions débouchent sur une expression commune appelée stress
oxydant, dii a D’exagération d’un phénomene physiologique, normalement trés controlé, la

production de radicaux dérivés de 1’oxygene (Walker et al., 1982).

Parmi toutes les especes radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il convient
de distinguer un ensemble restreint de composés radicalaires qui jouent un rdle particulier en
physiologie et que nous appellerons radicaux primaires. Les autres radicaux libres, dits radicaux
secondaires, se forment par réaction de ces radicaux primaires sur les composés biochimiques de la

cellule tels que lipides, protéines, glucides... (Favier, 2003).

Selon Belyagoubi, (2011), plusieurs mécanismes et systemes responsables de la production

de radicaux libre ont été identifiés jusqu’a présent, parmi ceux-ci nous citons:

e Des fuites d’électrons au niveau de la chaine respiratoire de la mitochondrie.

e Des processus inflammatoires produits par les cellules phagocytaires activées.

e Du systeme xanthine déshydrogénase/oxydase activée lors d’ischémie/perfusion.

e Exposition a des agressions de I’environnement, comme les agents infectieux, la pollution,

les UV et la fumée de cigarette.

II1I.1.3. Les conséquences du stress oxydant:
A des concentrations élevées, les ROS peuvent étre d’importants médiateurs de dommages

aux structures cellulaires, lipides, protéines et acides nucléiques (Valko et al., 2007).

( ]
l PAGE 16 J



Partie bibliographique Généralités sur le Figuier de Barbarie

I11.1.3.A) Effet sur les acides nucléiques:

Les modifications permanentes du matériel génétique résultant de ces dommages oxydatifs
représente la premiere étape impliquée dans la mutagenese, la carcinogenese et le vieillissement

(Valko et al., 2007).

I11.1.3.B) Effet sur les lipides:

L’attaque des radicaux libres au sein des doubles liaisons lipidiques membranaires, induit
des processus de peroxydations en cascade aboutissant a la désorganisation complete de la
membrane, altérant de ce fait ses fonctions d’échange, de barriere et d’information (Koechlin

Ramonatxo, 2006).

Les acides gras polyinsaturés sont les cibles privilégiées des ROS. Plus 1’acide gras est

insaturé et plus il est susceptible d’€tre peroxydé.

Il s’agit d’un enchainement de réactions radicalaires organisées en trois phases successives

(Halliwell et Gutteridge, 1990):

- La phase d’initiation consiste en la création d’un radical d’acide gras (L-) a partir d’un
acide gras (LH) par soustraction d’un atome d’hydrogene.

- 1II réagit avec une molécule d’O2 pour former un radical peroxyle (LOO-), quiarrache a
nouveau, un hydrogeéne a un acide graspolyinsaturé voisin, c¢'est La propagation. Chaque
radical Le peut étre a I’origine d’unecentaine de molécules d’hydroperoxyde.

- A la phase de terminaison, I’hydroperoxyde lipidique (LOOH) formé peut étre; soit oxydé
en présence de métaux Fe2+ ou Cuz+ et entrainer la formation de composés toxiques, soit se
transformer en composé stable par association a d'autres radicaux libres, ou avec une

molécule antioxydante (Delattre et al., 2005).

I11.1.3.C) Effet sur les protéines:

Les modifications oxydatives des protéines par les ROS sont fréquemment influencées par
les cations métalliques comme le Fe2+ ou le Cu2+, et provoquent d’une part, des coupures des
liaisons peptidiques et modification de la chaine peptidique, et d’autre part, les modifications des
peptides par addition de produits issus de la peroxydation lipidique. De telles modifications

conduisent généralement a une perte de fonction catalytique ou structurale des protéines affectées et
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deviennent généralement plus sensibles a I’action des protéases et sont donc éliminées. (Valko et

al., 2007).

Le stress oxydant sera la principale cause initiale de plusieurs maladies : cancer, cataracte,
sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu, cedéme pulmonaire,
vieillissement accéléré et aussi un des facteurs potentialisant 1'apparition de maladies
plurifactorielles tel que le diabéte, la maladie d'Alzheimer, les rhumatismes et les maladies

cardiovasculaires (Favier, 2003).

Mécanismes d’action des antioxydants

II1.1.4. les antioxydants:

Les antioxydants sont des substances capables de neutraliser ou de réduire les dommages
causés par les radicaux libres dans 1’organisme et permettent de maintenir au niveau de la cellule
des concentrations non cytotoxiques de ROS. Notre organisme réagit donc de fagon constante a
cette production permanente de radicaux libres et on distingue au niveau des cellules deux lignes de

défense inégalement puissantes pour détoxifier la cellule (Favier, 2003).

Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant le captage de 1’oxygene
singulier, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la réduction de radicaux

ou de peroxydes, la chélation des métaux de transition (Favier, 2006).

I11.1.4.1. Les antioxydants enzymatiques:

Les antioxydants enzymatiques constituent la premiere barriere de cette défense
antioxydante, qui est constituée de trois métallo-enzymes essentielles: les supers oxydes dismutases,
la catalase et les glutathions peroxydases. Leurs activités et leurs localisations dans la cellule sont
complémentaires et assurent 1’élimination des anions super oxydes et du peroxyde d’hydrogene

dans tous les compartiments intracellulaires (Cano et al., 2007).
A) Super oxyde dismutase (SOD):

C'est une métalloprotéine qui catalyse la dismutation du super oxyde en oxygene et
peroxyde d'hydrogene. Ce dernier pourra étre pris en charge par des enzymes a activité peroxydase

(Valko et al.,2007).

B) Catalase:
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Elle catalyse la dismutation du peroxyde d’hydrogéne en H20 et O2 empéchant ainsi la
formation de radical hydroxyl (Ferradji, 2011).

C) Glutathions peroxydases (GSH):

Elle assure la transformation des hydroperoxydes organiques, lipidiques notamment, de type

LOOH en LOH (Ferradji, 2011).

I11.1.4.2. Les antioxydants non enzymatiques
A) Les antioxydants non-enzymatiques endogenes:

Cette classe regroupe des composés endogenes de faible poids moléculaire qui peuvent étre
soit des produit de synthese (glutathion) ou issus du métabolisme cellulaire (acide urique) (Kohen

et Nyska, 2002).

Des protéines telles que la ferritine, la ceruloplasmine et 1’albuminecontribuent a leur tour
dans la défense antioxydante secondaire en chélatant les métaux detransition permettant ainsi de

prévenir la formation du radical hydroxyle (Martinez-Cayuela, 1995).

A) Les antioxydants non-enzymatiques exogenes:

Ils sont apportés par I’alimentation avec les produits végétaux riches en vitamines E et C,

caroténoides et composés phénoliques (Rock, 2003 ; Pincemail et Defraique, 2004).

- Lavitamine E:
I’a-tocophérol, connu comme inhibiteur de la propagation de la peroxydation lipidique, cede
son hydrogene situé dans le noyau phénolique, réduisant ainsi le radical RO*(Singh et al.,

2005).
- Lavitamine C:
Elle empéche 1’oxydation des LDL produites par divers systemes générateurs d’especes

réactives de 1’oxygene (Singh et al., 2005).

- Antioxydants phénoliques:

La propriété antioxydante des flavonoides la mieux décrite est leur capacité a piéger le
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radical libres : radical hydroxyle, I’anion super oxyde et les radicaux peroxyles. Les
flavonoides inactivent et stabilisent les radicaux libres grice a leur groupement hydroxyle

(C30H) fortement réactif (Ghedira, 2005).

- Sélénium:
Le sélénium est un constituant de la glutathion peroxydase, enzyme qui joue un rdle
intracellulaire antioxydant capital dans la détoxication des radicaux libres produits par le
métabolisme cellulaire. Cet effet de détoxication serait responsable des effets anti-cancéreux

et antivieillissement, attribués au sélénium (Chia-Fung et al., 1995).

- Zinc:
Cet oligo-élément est I’un des cofacteurs essentiels de la SOD. Le zinc conduit a I’induction
de protéines antioxydantes, il protege les groupements thiols des protéines, et inhibe

partiellement les réaction de formation des ROS induites par le fer ou le cuivre (Parma et

al., 2004).
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Figure 09 : Schéma illustrant les molécules intervenant dans les protections cellulaires (Virot,
2004).
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II1.2. L’inflammation

I11.2.1. Définition:

L’inflammation est un processus tissulaire répondant a une agression dont la finalité est de
rétablir I’homéostasie (Généreau et al.,2006).C’est un processus de défense immunitaire de
I’organisme contre des agressions d’origine exogene (brulure, infection, allergie, traumatisme) ou
endogene(cellules cancéreuses ou pathologies auto-immunes), dont le but d’éliminer 1’agent
pathogene, réparer les 1ésions tissulaires et favoriser le retour a 1’homéostasie (Ryan et Majno,

1977 ; Iwalewa et al., 2007 ; Barton, 2008).

La réponse inflammatoire se déroule en quatre étapes : la reconnaissance des signaux de
danger, le recrutement de cellules sur le site d’infection, I’élimination du pathogene et la résolution
de I’inflammation conduisant a un retour a I’homéostasie et a la cicatrisation du tissu 1ésé (Barton,

2008).

II1.2.2. Les causes de ’inflammation:

L'inflammation peut étre déclenchée par plusieurs causes :

e C(Celles qui dépendent d’une force physique ou d’une violence mécanique comme coups,
blessures, fractures des os, luxation, ou lacération broiement et écrasement des membres ou
des organes internes

e C(Celles qui dépendent d’une action chimique irritante ou destructive, par exemple de la
chaleur sous toutes ses formes, les brulures et les eschares formées acides énergique ou les
alcalis caustique, 1’action du froid, etc. ....

e Celles qui dépendent d’une infection toxique, par exemple du venin des insectes et des
serpents, d’un virus comme celui de la morve ou de la syphilis, des miasmes dus a diffusion

infinie des microorganismes ou de leurs germes (John Ashhurst, 1883).

I11.2.3. Les deux types de la réponse inflammatoire:
I11.2.3.1. La réponse aigue:
Il s'agit de la réponse immédiate a un agent agresseur, de courte durée (quelques jours ou
semaines), d'installation souvent brutale et caractérisée par des phénomenes vasculo-exsudatifs

intenses (Nicolas Jean, 2001).
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Les inflammations aigués guérissent spontanément ou avec un traitement, mais peuvent

laisser des séquelles si la destruction tissulaire est importante (Nourshargh et al., 2006).
L’inflammation aigue se constitue en trois phases :

A) Phase vasculaire:

Il s’agit d’une vasoconstriction artériolaire, trés breve de quelques secondes. Elle est
douloureuse suite a I’excitabilité des terminaisons nerveuses par la libération d’histamine, de
sérotonine et de kinine (Ferradji, 2011).

Cette constriction est succédée par une vasodilatation des vaisseaux sanguins responsable de
l'augmentation de la perméabilité des capillaires, ce qui explique en partie la constitution de la

chaleur et de la rougeur et la création de 1’cedéme (Ferradji, 2011).

B) Phase cellulaire (recrutement des leucocytes):

Ce phénomene vasculo-exsudatif initial permet 1'arrivée dans le foyer inflammatoire des
leucocytes. Les polynucléaires sont les premiers arrivés sur le site inflammatoire, mais ils sont
progressivement remplacés par les cellules monocytes; dont les macrophages doués de capacité de
phagocytose, et les lymphocytes et plasmocytes qui participent a la réponse immune spécifique de

I'antigene (Nathan, 2002).

C) Phase de résolution:
Cette phase, dite de réparation, dépond du degré des I1ésions tissulaires (Weill ef al., 2003):

- Dans les conditions les plus favorables, les agents agresseurs sont éliminés, les produits de
dégradation ainsi que les débris cellulaire sont phagocytés et la cicatrisation et la
régénération tissulaire sont induites.

- Si Patteinte est plus sérieuse et entraine une destruction du tissu atteint, c'est le phénomene
de I’angiogenese qui s'installe. A la fin, le systeme de 1’angiogenese est ainsi remis au repos

et la réaction inflammatoire peut s’éteindre.

I11.2.3.2. La réponse chronique:

L’inflammation chronique est définie par la présence de lymphocytes, macrophages, et

plasmocytes dans les tissus. Dans de nombreux cas, la réponse inflammatoire chronique peut

( ]
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persister pendant de longues périodes (plusieurs mois ou années). Elle est considérée comme étre
causé par I’engagement persistant des réponses de I’immunité innée et acquise, comme dans la
polyarthrite rhumatoide, rejet de l'allogreffe chronique, dans la bérylliose, et dans l'inflammation

granulomatose (Charles et al., 2010).

I11.2.4. Les pathologies inflammatoires et les médiateurs inflammatoires:

Nous citons dans le Tableau05, quelques exemples de pathologies dont l'inflammation est
plus ou moins impliquée. Par ailleurs, les principaux médiateurs de l'inflammation, ainsi que leurs

origines et effets sont résumés dans le Tableau 04:

Tableau 04: Exemples de maladies liées a I’inflammation (Nathan, 2002).

Désordres dans les quelles le réle pathogénique principal revient a l'inflammation

Asthme Polyarthrite rhumatoide
Artériosclérose Arthrose

Goutte Thyroidite d'Hashimoto
Maladie d’ Alzheimer Lupus érythémateux disséminé
Eczéma Maladie de Crohn

Maladies d'origine infectieux dans les quelle l'inflammation contribue dans la pathologie
Heépatite C Tuberculose

Tuberculose Dysenterie bacteérienne

Maladies d'origines divers dans les quelles la fibrose poste inflammatoire est la cause
principale de la pathologie

Fibrose pulmonaire idiopathique Bilharziose
Cirrhose hépatique poste virale ou alcoolique

II1.2.5. Les anti-inflammatoires :
I11.2.5.1. Anti-inflammatoire non stéroidiens AINS :

Les anti-inflammatoire non stéroidiens (AINS) sont une des classes thérapeutiques les plus
utilisées dans le monde en raison de leurs propriétés anti-inflammatoires, anti-pyrétique et
antalgiques. (Ferradji, 2011).

Le mécanisme d’action des AINS repose sur 1’inhibition compétitive, réversible ou non, de
l'enzyme "la cyclooxygénase", qui permet la production du médiateur de 1’inflammation; la
prostaglandine. (Ferradji, 2011).

En contrepartie, cette activité explique leurs effets secondaires en raison du rdle ubiquitaire

et des fonctions physiologiques des prostaglandines (Nicolas et al., 2001).
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Tableau 05:Origines cellulaires et effets des principaux médiateurs impliqués dans le

développement de la réaction inflammatoire (Rankin, 2004).

Meédiateurs Origine cellulaire Effets
Histamine Mastocyies, basophiles, éosinophiles et Assure la vasodilatation, augmente la perméabilité
plaguettes. vasculaire, induit I"expression des molécules
d’adhésion sur I"endothélium vasculaire.
Sérotonine Mastocytes et plaquettes. Augmente la perméabilité vasculaire, dilate les

Platelet activating
factor (PAF)

Kalicréine
Plasmine
Leucotriénes :

-LTCy, LTDy, LTE,

-LTB,

Prostaglandines

Bradykinine

Facteur de Hagman
(XII)

Thrombine

Fibrine

L'IL-8

C3a

Plaquette, neutrophiles, monocytes et
cellules endothéliales.

Présente dans le plasma

Présente dans le plasma

Essentiellement par les leucocytes

Essentiellement par les leucocytes

Essentiellement par les leucocytes

Présente dans le plasma sous forme de

kininogénes.

Présent dans le plasma et est activé par
I"'adhésion des plaguettes.

Présente dans le plasma

Présente dans le plasma. formée a partir du
finbrinogéne

Monocytes, macrophages, plaquettes et
lymphocytes.

Fraction C3 du complément inactif.

Fraction C5 du complément inactif

capillaires et stimule la contraction des muscles lisses.

Vasodilatation, augmente "adhésivité de la paroi
vasculaire, stimule la bronchoconstriction,
I"aggregation des plaquettes et la ibération des
médiateurs qu’elles renferment, induit la production
des ROS et la libération des enzymes lysosomiales
par les neutrophiles, les éosinophiles et les

macrophages.

Transforme et active le sysiéme des Kinines

Clive le composant du complément Cy pour générer le
Claetle Cib

Augmente la perméabilité des micro- vaisseaux.

Augmente la perméabilité vasculaire et le flux
sanguin local, induit la libération des enzymes
lysosomiales et la production des ROS et attire et
active les cellules inflammatoires.

Provoguent la vasodilatation, renforce "action de
I"histamine, de la bradykinine et des lencotriénes,
augmente la sensitivité des neurones et est
responsable de la doulewr.

Accroit la vasodilatation, la perméabalité vasculaire et

stimule la contraction des muscles lisses.

Impliqué dans la cascade de coagulation.

Catalyse la transformation du fibrinogéne en fibrine et
induit la libération de la sérotonine des plaquetie.

Intervient dans la formation du caillot sanguin.

Chimiotactisme des neutrophiles, des monocytes et
des macrophages. Induit la libération des enzymes
Iysosomiales et la production des ROS. Intervient
dans la réparation tissulaire

Provogue la dégranulation des mastocyles.
Provogue la dégranulation des mastocyies et des

neutrophile, exerce un effet chimiotactique en vers les
phagocytes et stimule la contraction du muscle lisse.
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Ainsi, la production exagérée de prostaglandines en situation pathologique participe a
I’inflammation (vasodilatation, augmentation de la perméabilité capillaire) et a la douleur
(sensibilisation des nocicepteurs), alors que sa production basale permet 1’homéostasie tissulaire
(production de mucus, de bicarbonates et maintien du flux
sanguin sous muqueux gastrique....) (Ferradji, 2011).

L’inhibition de la syntheése des prostaglandines par les AINS semblait donc, jusqu’a

récemment, devoir obligatoirement s’accompagner d’effets favorables et déléteres (Blain et al.,

2000).

I11.2.5.2. Anti-inflammatoire stéroidiens (Glucocorticoides) AIS:

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) constituent une vaste famille de médicaments
dérivés du cortisol, principal glucocorticoide surrénalien, et représentent le traitement le plus
efficace utilisé pour les maladies inflammatoires chroniques tel que 1’arthrite rhumatoide et les
maladies auto-immune (Kessel ef al., 2014).

Dans les tissus cibles, les glucocorticoides se fixent a leurs récepteurs des du cytoplasme de
la cellule. Ce récepteur hormonal activé empéche la transcription des genes- immuns cibles
(Barnes, 1998).

Quoique, les glucocorticoides ordinaires ne font pas de différence entre les génes immuns
"voulus" et ceux "non voulus" régulant les fonctions métaboliques et cardiovasculaires, d'ou leurs
effets secondaires tels que I’hypertension artérielle et 1’ulceres gastroduodénaux (Henzen, 2003 ;

Chung, 2014). (Henzen, 2003).
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Figure 10: mécanisme d’action des AINS (Nicolas, 2001).
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Figure 11: Mécanisme d’action des glucocorticoides (Barnes, 1998).
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I11.2.5.3. Anti-inflammatoires d’origine végétale:

Le nombre de composés phytochimiques, trouvé dans le regne végétal est tres vaste, et leur

spectre d'activité est tout aussi grand. Certains de ces composés phytochimiques ont des

propriétés anti inflammatoire. Beaucoup sont présumés agir en bloquant les voies de la

cyclooxygénase et la lipoxygénase ainsi que par d'autres mécanismes (Ferradji, 2011). On réunit

dans le Tableau06 quelques exemples des plantes douées d’activités anti-inflammatoires :

Tableau 06: Exemples de plantes médicinales douées d’activités anti-inflammatoires (Barnes,

1998).
Nom scientifique Famille Partie utilisée | Nom commun Utilisation
Zingiber officinale zingiberaceae Rhizome Gingembre Arthrose, migraine
Douleurs
rhumatismales
Helleborus orientalis Oedemes, douleurs
Ranunculaceae racines Lenten-rose rhumatismales
Rhinite allergique,
Urticadioica Urticaceae Feuilles, Ortie eczéma goutte,
racines douleurs
rhumatismales
Laurocerasusofficinalis Rosaceae Feuilles Laurier Fievre, pharyngite,
R douleurs d’estomac,
hémorroides
Curcuma longa Zingiberaceae Rhizome Curcuma Douleurs
rhumatismales, lupus
systématique,
psoriasis, infections
rénales
Neriumoleander L Apocynaceae Fleures Laurier rose Douleur, maux de tete
Rhododendron Ericaceae Feuilles Rhododendron Oedémes,états
ponticum L pontique grippaux, mal de dents
Juglansregia L Juglandaceae Feuilles, fruits Noyer Douleurs
commun rhumatismales, fievre,
eczéma. Malaria
Oenotherabiennis Onagraceae Graines Onagre Douleurs
bisannuelle rhumatismales
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IV. Matériel et méthodes

IV.1. Objectif:
Ce travail a pour but de:
- Extraire et de caractériser quantitativement le profil phytochimiques des jeunes
cladodes du Figuier de barbarie de la région de Theniet el had — Tissemsilet.
- Explorer les propriétés anti-oxydantes et anti-inflammatoires de cet extrait

polyphénolique.

IV. 2. Lieu et durée d’étude:

Notre expérimentation s'est déroulée au niveau des laboratoires de "Technologie
Alimentaire" et "Biochimie" de la faculté des Sciences de la nature et de la vie, a 'université
IBN KHALDOUN de Tiaret, ainsi qu'au sein du laboratoire d'analyses médicales du Dr
Bouhaous-Tiaret. La période du travail pratique qui s'étend du 22/04/2018 au 03/06/2018.

7El Bavadh!

Figure 11 : Lieu d'échantillonnage (Theniet el had — Tissemsilet).
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IV.3.Matériel:

IV.3.1.Matériel végétal:
Les jeunes cladodes (raquettes) agés de moins de 03 mois, et d'une longueur allant 12 -
20 cm et d'une largeur située entre 6 — 9 cm, ont été cueillis le 17 février 2018, a partir de
plusieurs sujets vivants inermes des figuiers de barbarie de la région de Theniet el had-
Tissemsilet.
Les échantillons sont ensuite nettoyés et débarrassés de leurs épines, désinfectés a
l'eau salée 10%, puis lavées a l'eau distillée avant d'étre séchés et congelés jusqu'a leur

utilisation.

IV.3.2. Matériel du laboratoire:

I1V.3.2.A) Appareillage:
Balance de précision, bain marie, étuve, agitateur magnétique, rotavapeur,

centrifugeuse, spectrophotometre UV-VIS, micro pipette (50,100, 1000ul).

I1V.3.2.B) Produits utilisés:

v Réactifs:
Folin-Ciocalteu, acide linoléique,  — carotene, DPPH, Tween 40, SBA (sérum bovine
albumine), acide ascorbique, acide gallique.

v Produits chimiques:
acide trichloracétique, iodate de potassium, chlorure d’aluminium, carbonate de
sodium, FeCl;, HCI, NaCl, diclofénac, K3Fe(CN)g, tampon phosphate (ph =6,6 & 6.3
&7.4), potassium hexacyanoferrate (K3;Fe (CN)g), éthanol, méthanol, chloroforme, eau

physiologie, eau saturée en oxygene.
IV.4. Méthodes:
IV.4.1. Protocole expérimental:

Le protocole expérimental comportant les différentes expériences effectuées dans cette

étude, est présenté dans le diagramme de la Figure 12. Il comporte trois parties essentielles:
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- Un dosage des majeures classes de polyphénols de l'extrait alcoolique préparé
préalablement a partir des jeunes cladodes du figuier de barbarie.
- Une estimation de l'activité antioxydante et antiradicalaire de cet extrait.

- Une évaluation de l'effet anti inflammatoire de 'extrait sus cité.

IV.4.2. Préparation et caractérisation de I’extrait des jeunes cladodes d'Opuntia ficus

indica:

IV.4.2.1. Extraction des polyphénols:

Les jeunes raquettes prélevées sont séchées dans 1I’étuve a température 45°C pendant 6
jours, ou elles subissent a la fin de séchage, un broyage/tamisage afin d'obtenir une poudre
fine avec une granulométrie homogene, propre au procédé ultérieur d'extraction.

Le protocole d’extraction décrit par Merghem et al.,(2009) est suivi dans cette
étape.10g de poudre sont macérés par un mélange méthanol (87%), a un rapport de 1/10 (m/v)
pendant 72 heures avec nouvellement de solvant chaque 24 heures et agitation de temps en
temps. Les macéras sont réunis puis filtrés sur un papier filtre, pour aboutir a un filtrat qui
sera débarrassé de solvant par évaporationa 40°C sous pression réduite au moyen d’un
évaporateur rotatif.

L’extrait sec obtenu est ensuite pesé et reconstituer dans de l'eau distillée, puis
conservé a l'abri de 1'air, de la lumiere et de la chaleur. Le rendement d’extraction est calculé

comme suit (Bruneton, 1999):

pop P2 P1
T T M

Dont :
P1: Poids du ballon vide.

P2 : Poids du ballon et de 1'échantillon apres 1'évaporation.

M : la masse initiale d'échantillon.
IV.4.2.2. Caractérisation phytochimique de 1'extrait de polyphénols :

1V.4.2.2.A) Polyphénols totaux:
Le dosage des Polyphénols totaux est fait selon la méthode du Folin-ciocalteu; un
réactif constitué par un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW;,04) et d’acide

phosphomolybdique (H3PMo;,040).
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d Opuntia
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méthanolique
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Extrait
méthanolique

Tanins
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|
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Figure 12: Diagramme du protocole expérimental suivi.
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Il est réduit, lors de 1’oxydation des phénols, en un mélange d’oxydes bleus de
tungstene et de molybdene, dont l'intensité de la coloration produite, est proportionnelle a la
quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux (Ribéreau Gayon, 1968; Kanoun

et al., 2014).

A. Mode opératoire:

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué avec le réactif colorimétrique Folin-
Ciocalteu selon la méthode citée par Rsaissi et al., (2013).

Brievement 1ml de chaque extrait a été ajouté a 1ml du réactif de Folin-Ciocalteu 10
fois dilué. Les solutions ont été mélangées et incubées pendant 4 minutes. Apres 1’incubation
8ml de la solution de carbonate de sodium Na,CO; (75g /1) a été ajoutée. Le mélange final a
été secoué et puis incubé pendant 2h dans I'obscurité a température ambiante. L'absorbance de

tous les extraits a été mesurée par un spectrophotometre a 765 nm.

B. Expression des résultats:

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de
régression de la gamme d’étalonnage, établie avec le standard étalon I’acide gallique (5-
200pg/ml) et exprimée en microgrammes d’équivalents d’acide gallique par milligramme

d’extrait (mg EAG/g).

1V.4.2.2.B) Dosage des flavonoides totaux:

L’estimation de la teneur en flavonoides totaux contenus dans les extraits de cladode
du figuier de Barbarie est réalisée par I'AlICI; selon la méthode de Bahorun et al., (1996).En
principe, les flavonoides possedent un groupement hydroxyle (OH) libre, en position 5 qui est
susceptible de donner avec le groupement CO, un complexe jaunatre par chélation des métaux
(fer et aluminium).

Ceci traduit le fait que le métal (Al) perd deux électrons pour s’unir a deux atomes
d'oxygene de la molécule phénolique agissant comme donneur d’électrons (Ribéreau Gayon

et al., 1972).

A. Mode opératoire:
- Mettre 1 ml d’extrait dans un tube a essai ; ajouter 1 ml de solution méthanolique de

chlorure d’aluminium a 2 %, laisser incuber 15 min a température ambiante.
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Lire les absorbances a partir du spectrophotometre UV-visible (Spectronic 20 Genysis
TM) a 430 nm.

Effectuer la méme opération pour la quercétine a différentes concentrations en
introduisant 1 ml de ces dernieres dans une série de tubes et ajout de 1 ml d’AlICI3 a
2%.

Le blanc est représenté par 1’éthanol additionné a 1’AlCI3, toutes les opérations sont

réalisées en triplicata.

B. Expression des résultats

Les concentrations des flavonoides contenus dans les extraits sont calculées en se

référant a la courbe d’étalonnage obtenue en utilisant la quercétine comme standard, les

résultats sont exprimés en mg équivalent en quercétine / g d'extrait.

IV.4.2.2.C) Tanins condensés:

Ce dosage a été réalisé selon la méthode colorimétrique de Joslyn (1970), elle est

basée sur la réduction de l'acide phosphomolybdique et tungstique en milieu alcalin, en

présence de tanins pour donner une coloration bleue dont l'intensité est mesurée a 760nm.

A. Mode opératoire:

I1 contient les étapes ci-dessous:

Dans une cuve, déposer 0,5 ml de l'extrait ou de 1’acide tannique + 2,5 ml de la
solution de Folin-Ciocalteu + 5 ml de carbonate de sodium a 7,5 %.

Laisser le mélange reposer pendant 30 min a température ambiante dans
’obscurité.

La solution est incubée pendant 5 min a 55 °C, ensuite elle est refroidie dans de 1’eau
froide pendant 30 min.

Lire I’absorbance au spectrophotometre a 760 nm.

B. Expression des résultats:

Les résultats sont exprimés selon une courbe d’étalonnage de 1’acide tannique

allant de 100 a 1000 mg/l et ils sont exprimés en mg EAT (Equivalent Acide Tannique)

/ g d'extrait.
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1V.4.2.2.D) Tanins hydrosolubles:
Les tanins hydrosolubles sont déterminés par la méthode de Willis et Allen (1998).

A. Mode opératoire

Dans une cuve, déposer 0,5 ml de l'extrait dilué (1/10) ou de 1’acide tannique + 2,5 ml
de la solution d’iodate de potassium a 2,5%. Laisser le mélange reposer pendant 4 min a
température ambiante dans 1’obscurité.

La mesure des tanins hydrosolubles des solutions se fait par mesure de 1’absorbance de

la solution a 550 nm.

B. Expression des résultats

Le changement de I’absorbance entre la lecture de I’échantillon et la lecture du blanc a
été calculé pour chaque échantillon. Les résultats sont exprimés selon la courbe d'étalonnage
de ’acide tannique (de 100 a 1000 mg/l), et ils sont exprimés en mg EAT (Equivalent Acide
Tannique) / g d'extrait.

IV.4.2.2.D) Dosage des flavones et flavonols:
La méthode utilisée pour 1’estimation de ces deux flavonoides est celle décrite par

Kosalec et al., ( 2004).

A. Mode opératoire

Mettre 0.50 ml d’extrait dans un tube a essai , ajouter 1.5 ml d’éthanol, 0.1 ml de
solution méthanolique de chlorure d’aluminium a 10 % puis 0.1 ml(Imol/l)d’acétate de
sodium et 2.8 ml d’eau, laisser incuber 30 min a température ambiante.

Lire les absorbances a partir du spectrophotometre UV-visible a 415 nm.

B. Expression des résultats

La concentration des flavones et flavonols contenus dans les extraits de cladode du
figuier de barbarie est calculée en se référant a la courbe d’étalonnage obtenue en utilisant la
quercétine comme standard. Les résultats sont exprimés en mg équivalent en quercétine / g

d'extrait.
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IV.4.3.L'activité anti-oxydante
Afin d'entamer ces analyses, nous établissons une série de dilution comprise entre 1/2,

1/4, 1/8, 1/16 et 1/32 d'un extrait mere concentré a 250mg/ml.

IV.4.3.1. Test DPPH:
Le test au 2,2-diphényl-2-picryl-hydrazyle (DPPH) est réalisé par la méthode décrite
par (Ammar ef al., 2009) qui permet de mesurer le pouvoir réducteur par le calcul de la CI50
des substances antioxydantes contenues dans un extrait. Le DPPH est un radical libre de

couleur violette qui devient jaune quand il est réduit par un donneur de proton H+.

DPPH+ AH ——— > DPPH-H+ A

Ou AH est un composé capable de céder un H' au radical DPPH.

A. Mode opératoire

Iml de de la solutionéthanolique de 0,06 mM de DPPH,est mélangée dans un tube a
essal avec 1ml de de chaque concentration del'extrait. Laisser incuber 30 min a I’abri de la
lumiere a température ambiante, puislire 1’absorbance a 517 nm contre un blanc qui contient
de I’éthanol pur.

Répéter les mémes opérations, en remplacant I’extrait par l'acide ascorbique (control

positif) et 1’éthanol pur (control négatif).

B. Expression des résultats

Toutes les opérations sont réalisées en triplicata L’évaluation de D’activité anti-
oxydante en utilisant la méthode DPPH est exprimée en pourcentage selon la relation
suivante :

(Abs Control - Abs Extrait)

% Inhibition = AT Tntrak
Abs Extrai

Le pourcentage d’inhibition est exprimé ensuite, par la valeur de la CI50, sachant que
I’IC50 est la concentration d’extrait nécessaire pour 1’obtention de 50% de la forme réduite du
radical DPPH.

Les valeurs d’IC50 (concentration inhibitrice a 50%) sont calculées par la méthode de

régression linéaire a partir de la courbe [% inhibition = f (concentrations)].
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I1V.4.3.2. Dosage du pouvoir réducteur « FRAP »:

La méthode FRAP est basée sur la réduction de I’ion ferrique (Fe3+) en ion ferreux
(Fe2+). Cette méthode évalue le pouvoir réducteur des composés (Ou et al., 2001).

La présence des réducteurs (AH) dans les extraits des plantes provoque la réduction de
Fe3+/ complexe ferricyanide a la forme ferreux. Par conséquent, le Fe2+ peut étre évalué en
mesurant et en surveillant 1’augmentation de la densité de la couleur bleu cyanée dans le
milieu réactionnel a 700 nm (Chung ef al., 2002).

En effet, le systeme FeCls/K3Fe(CN)s confere a la méthode la sensibilité pour la
détermination «semi quantitative» des concentrations des antioxydants, qui participent a la

réaction redox (Amarowicz et al., 2004).

N\\\ ///N 5 N\\\ //N
A

Fe(il) Fe(ll)

+A.

Figure 13 : Mécanisme réactionnel intervenant lors du test FRAP entre le complexe

ferricyanide ferrique Fe (III) et un antioxydant (AH).

A. Méthode de dosage
Le protocole utilisé est basé sur celui décrit par Oyaizu (1986).

Dans un tube a essai contenant 200 pl de solution d’échantillon a différentes
concentrations, ont été ajoutés 500 pl de tampon phosphate (0,2M : pH 6,6) puis 500 pl de
potassium hexacyanoferrate [KsFe (CN)g] 1% dans 1’eau distillée. L’ensemble est chauffé a
50°C au bain marie pendant 20 minutes.

Un volume de 500 pl d’acide trichloracétique (10%) est ensuite ajouté et le mélange
est centrifugé a 3000 rpm pendant 10 minutes. Un aliquote de 500 pl de surnageant et
transféré dans un autre tube auquel ont été ajoutés 500 pl d’eau distillée et 100 ul de FeCl3

1% fraichement préparé dans de 1’eau distillée.

Un blanc sans échantillon est préparé dans les mémes conditions en remplagant

l'extrait par méthanol.
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B. Expression des résultats
La lecture de 1’absorbance du milieu réactionnel se fait a 700 nm contre un blanc
semblablement préparé, en remplacant I’extrait par le méthanol qui permet de calibrer

I’appareil (UV-VIS spectrophotometre).

Le controle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard ; 1’acide
ascorbique dont I’absorbance a été mesuré dans les mémes conditions que les échantillons.
Une augmentation de I’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des

extraits testés.

IV.4.3.3. Test de blanchissement de la B-carotene:
Dans ce test, la capacité anti-oxydante de l'extrait est déterminée en mesurant
I’inhibition de la dégradation oxydative du P-carotene (sa décoloration) par les produits
d’oxydation de 1’acide linoléique selon la méthode décrite par Kartal et ses collaborateurs

(2007).

A. Méthode de dosage

L’émulsion de B-carotene /acide linoléique est préparée par solubilisation de 0,5 mg de
B-caroténe dans 1 ml du chloroforme, 25ul de 1’acide linoléique et 200 mg de Tween 40 sont
additionnés, le chloroforme est completement évaporé a 40°C avec le rotavapor, par la suite
100 ml d’eau distillée saturée en oxygene sont ajoutés, 1’émulsion résultante est agitée
vigoureusement.

Un volume de 100 ou 150 pl de solution de 1'extrait a 100ug/ml, ou d’antioxydant de
référence (acide ascorbique) a 1mg/ml sont additionnés a 2,5 ml de I’émulsion précédente.

Les tubes sont chauffés a 50°C dans un bain-marie.

Le contrdle négatif contient tous les réactifs a I’exception de 1’échantillon a tester qui

est remplacé par un volume égal de méthanol.

B. Expression des résultats
La cinétique de décoloration de 1’émulsion en présence et en absence d’antioxydant est
suivie 2 490 nm a des intervalles de 15 minutes pendant 2 heures, jusqu'a ce que la couleur du

[-carotene disparaisse.
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L’activité anti-oxydante des extraits est calculée selon I’équation suivante :

AA =100 x [1 - (AEy— AE120) / (ACo — AC120)]

Avec:
AE, : Absorbance a 490 nm d’échantillons testés a t = 0 min.
AEqy : Absorbance a 490 nm d’échantillons testés a t = 120 min.
ACy : Absorbance a 490 nm du contrdle a t = 0 min.

ACqy9 : Absorbance a 490 nm du controle a t = 120 min.

I1V.4.4. Activité anti-inflammatoire

IV.4.4.1. Inhibition de la dénaturation des protéines:
L’activité anti-inflammatoire in vitro d’extrait des cladodes du figuier de barbarie a été

effectuée selon la méthode d’inhibition de la dénaturation des protéines.

A. Méthode de dosage:
La technique suivie consiste a préparer les solutions suivantes:

- La solution d’essai (0,5 ml); composé de 0,45 ml de la solution aqueuse de sérum
bovine albumine (SBA) 5 % et 0,05 ml de notre extrait avec une concentration de 250
pg/ml.

- La solution control test (0,5 ml); composé de 0,45 ml de la solution aqueuse de BSA
5 % et 0,05 ml d’eau distille.

- La solution standard test (0,5 ml); composé de 0,45 ml de la solution aqueuse de
BSA 5 % et 0,05 ml de la solution de standard diclofenac sodium avec une

concentration de 250 ug/ml.

Toutes les solutions au-dessus ont été ajustées a pH 6,3 par une solution d’HCI (1N),
les échantillons ont été€ incubées a 37°C/20 min, ensuite la température était augmentée pour

garder les échantillons a 57°C/3 min.

Apres refroidissement des tubes, 2,5ml de la solution phosphate buffer saline (Ph=6,3)

a été ajouté aux solutions ci-dessus.
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B. Expression des résultats
L’absorbance a été lue par le spectrophotometre UV visible a416 nm, et le

pourcentage d'inhibition de la dénaturation des protéines a été calculé comme suit:

D.O solution dressai — D.O control
% d’inhibition = 100- x 100
D.O control

D.O: la densité optique.

Le contrdle représente 100% des protéines dénaturées ; et les résultats sont comparés

avec le diclofenac sodium (250ug/ml).

IV.4.4.2. inhibition de 1I'effet hémolytique sur les globules rouges:

IV.4.4.2.1. Prélevement du sang humain:
Des échantillons de sang frais (environ 6 mL) ont ét€ récupérés dans des tubes
héparinisés, a partir du laboratoire d’analyses médicales du Dr Bouhaous de la région de
Tiaret, ou la prise de sang a été effectuée, sur des volontaires (20-45 ans) n’ayant pas pris de

médicaments anti-inflammatoires, durant les deux dernieres semaines avant le prélevement.

1V.4.4.2.2. Préparation de la suspension des globules rouges humains:
Les échantillons de sang récupérés ont été centrifugés a 3000 rpm, pendant 10 min. Le
surnageant est par la suite éliminé et le culot de globules rouges a été lavé trois fois avec de
I’eau physiologique, jusqu’a I’obtention d’un surnageant clair, en centrifugeant a chaque fois

a la vitesse 3000 rpm, pendant 5 min.

Le volume de globules rouges a été mesuré afin de préparer une suspension de 10 %

(v/v) de globules rouges humains, avec de I’eau physiologique.

1V.4.4.2.3. Evaluation de I’effet de I’extrait des jeunes cladodes d'Opuntia ficus
indica sur la stabilisation de la membrane des globules rouges:
Le test se base sur I’effet des extraits de la plante étudiée sur la stabilisation des
érythrocytes, apres induction de I’hémolyse par une solution hypotonique associée a une

température €élevée, selon le protocole de Ganesh Gadamsetty et al., (2013).
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A. Méthode de dosage:

Dans des tubes a hémolyse, 0.5 ml d’extrait méthanolique mere des cladodes du
figuier de barbarie concentré a 260ug/ml ou de ses dilutions (130, 60, 30, 16 et 8), 1.5 ml du
tampon phosphate (0.15 M, pH 7.4) et 2 ml de la solution hyposaline (NaCl a 0.36 %) ont été
mélangés et incubés, a 37 °C pendant 20 min.

Par la suite, un volume de 0.5 ml de la suspension des érythrocytes (10 %) a été
rajouté pour chaque tube, enchainé d’une incubation, a 56 °C pendant 30 min.

Les tubes ont ét€ mis dans I’eau froide pendant 20 min, afin d’arréter la réaction

ensuite centrifugé, a 3000 rpm pendant 5 min.

B. Expression des résultats:

La lecture d’absorbance du surnageant est faite a 560 nm, a 1’aide d’un
spectrophotometre, le contrdle consiste en un mélange de 2 ml de la solution hyposaline, 2ml
du tampon PBS, 0.5 ml de la suspension de globules rouges et 0.5 ml d’eau physiologique.

Le diclofenac est utilisé comme molécule de traitement anti-inflammatoire, avec les
mémes concentrations que 1’extrait. Le pourcentage d’hémolyse a été calculé selon 1’équation
suivante :

% d’inhibition de I’hémolyse = % . 100

Ac: absorbance de control.

At : absorbance de 1’échantillon (test).

IV.5.Analyse statistique

Les courbes et les histogrammes sont tracés par le Microsoft Excel 2007.Les résultats
sont présentés sous forme de moyenne arithmétique (M) des n valeurs obtenues + 1’écart
moyen (SEM) [M + SEM], n = 3.

Le test est utilisé pour évaluer la signification des effets des différentes concentrations
de l'extrait testé in vitro. La différence est considérée statistiquement significative au

risque5% (p<0.05).
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V. Résultats et discussion

V.1. Caractérisation de 1'extrait polyphénoliques des jeunes cladodes du figuier de
barbarie:

La totalité de résultats enregistrés pour les dosages phytochimiques est exprimée dans
le Tableau 07:

Tableau 07: les résultats de la quantification des principaux métabolites secondaires
de l'extrait des cladodes.

Parametre Teneur Parameétre Teneur
Polyphénol totaux
(mg EAG /g) 64+1,12
Flavonoides
Rendement (mg EQ /g) 3,2740,77
d'extraction 10,02 £ 0,5 Tanins condensés 0,185+0,21
(mg EAT/g)
(%MS) Tanins hydrosolubles 0.096+0,31
(mg EAT /g)
flavones et flavonols 2.20+0,07
(mg EQ/g)

V.1.1. Rendement d'extraction:

Le rendement d'extraction des polyphénols a partir des nopales de la variété inerme du
figuier de barbarie de Theniet lhad- Tissemsilt, atteint (10,02 + 0,5 % (m/m)), une teneur
supérieure a celle enregistrée par Amara et al., (2016) (0,821 * 0,167 %), ou par Bari et al.,
(2012) (4.60 = 0.23%).

C'est la différence entre les matériels végétaux utilisés, leurs origines et leurs stade de
croissance, a coté de la variation conditions d'extraction, qui peuvent probablement modifie le

rendement d'extraction des polyphénols des cladodes.

V.1.2. Teneur en polyphénols totaux
Le taux des polyphénols totaux d’extrait de cladode a été estimé par 1’équation : y =

0,003x - 0,088 avec R% = 0,989 en équivalent d’un milligramme d'acide gallique/g d'extrait.
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Nous avons noté une teneur de 1’ordre de 64+1,12 mg EAG/ g de matiere séche, cette

valeur est supérieure a celle trouvée par Dhaouadi et al., (2013) qui a trouvé 35.20 mg

EAG/g de matiere seche.

I1 faut prendre en compte que les facteurs géographiques, climatiques et génétiques,
ainsi que l'étape de maturation et le degré de stockage avant 1'utilisation, influencent le taux de
polyphénols synthétisés par la plante (Giddey, 1982; Pedneault et al., 2001; Aganga et
Mosase, 2003).

V.1.3. Teneur en flavonoides
Les résultats du dosage des flavonoides sont obtenus a partir de 1'équation de la droite
d’étalonnage de la rutine y = 0,034 x + 0,034, sachant que R? = 0,999. IIs sont exprimés en
mg ER (Equivalent Rutine) /g d'extrait.

Les concentrations des flavonoides, sont relativement importants dans les extraits dans

leur majorité, les teneurs en flavonoides sont de 3,27+0,77 mg /g d'extrait sec.

Ce résultat obtenu est nettement inférieur au résultat trouvé par Amara ef al., (2016)
4,93 + 0,224 mg EQ/g d’extrait, mais, il surpasse la valeur trouvée par Boutakiout (2015) qui
est de 1,36+£0,04 mg/100 ml pour un l'extrait méthanolique de la méme partie étudiée mais

pour une autre région (Maroc).

Selon Maataoui et al ., (2006), la teneur en flavonoide est corrélée au type de cultivar,

aux conditions environnementales et aux méthodes d’extraction et de dosage.

V.1.4. Teneurs en flavones et flavonols:
Le taux des flavones et flavonols extrait ont ét€ obtenus a partir d’une courbe

d’étalonnage (Figure 16), qui suit une équation de type :

La teneur en flavones et flavonols de I’extrait méthanolique est de 2.20+0,07 mg EQ/g
d’extrait selon 1'équation: y = 0,006 x + 0,005, avec R? = 0,998. Ce résultat est inférieur aux 7

mg EQ/g, affichés dans le travail de Harrar, (2012).
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Figure 14 : Courbe d'étalonnage d’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux.
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Figure 15 : Courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides totaux.
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Figure 16 : Courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavones et flavonoles.
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V.1.5. Teneur en tanins condensés et en tanins hydrosolubles:
Les tanins hydrosolubles sont évalués par la droite d'étalonnage ayant comme
équation: y = 0,218x, avec R = 0,998 a un taux égale a 0.096+0,31 mg/g extrait sec. Un
résultat différent de celui donné par Boutakiout (2015); 1,36 + 0,15 mg /100 ml.

Nous apprécions une valeur de (0,185+0,21mg EAT/g) pour les tanins condensés
suivant I'équation y = 0.2234x auquel le R? = 0.9961. Ces métabolites représentent 0,0645 a
0,0693 mg/g de matieres fraiches selon Hadj Sadok, (2008).

La prédominance des tanins condensés par rapport aux tanins hydrosolubles est aussi
signalé par Boutakiout, (2015) ou le jus des cladodes est plus riche en tanins condensés (18,

23 +0, 36 mg / 100 ml) qu'aux tanins hydrosolubles (1,36 + 0,15 mg /100 ml).

La concentration des tanins varie considérablement entre les différentes especes
végétales, comme elle dépend du stade de développement végétatif, du degré de maturité, de
I’age des feuilles, des fleurs et de la saison pour la méme espece. Les conditions
environnementales présentent elles aussi 1'un des principaux facteurs de variation (Skadhauge

B et al., 1997).

V.2. L’activité antioxydante:

V.2.1. Test anti-radicalaire (Test DPPH):
L’inhibition de la décoloration du radical DPPH obtenue, révele que 1'extrait étudié,
mais aussi le témoin utilisé (acide ascorbique), possedent une activité antiradicalaire

concentration dépendante.

Les polyphénols contenus dans nos extraits sont probablement responsables de
I’activité antioxydante. Il a été démontré que les molécules antioxydantes telles que 1’acide
ascorbique, flavonoides et les tanins réduisent et décolorent le DPPH en raison de leur

capacité a céder I’hydrogene (Bougandoura et Bendimerad, 2012).

L’activité antioxydante d’extrait des cladodes du figuier de barbarie, et de l'acide
ascorbique est exprimée en CI50, qui définit la concentration efficace du substrat qui cause la
perte de 50% de 1’activité (Couleur) du radical DPPH. Ces CI50 sont déterminées a partir des
graphes (Figures 19 et 20), dont I’abscisse représente la concentration de I’extrait et 1’ordonné

I’activité antioxydante en pourcentage.
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Figure 17 : Courbe d'étalonnage d’acide tannique pour le dosage tanins hydrosolubles.
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Figure 18 : Courbe d'étalonnage d’acide tannique pour le dosage tanins condensés.
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Elle est égale a 14.8 pg/ml pour I’extrait methanolique et significativement (p<0.05)
inférieure a celle de 1’acide ascorbique a 120 pg/ml. Plus la valeur de I’IC50 est petite plus
I’extrait est considéré comme un antioxydant puissant (Harrar, 2012). Certains travaux ont
montré une bonne corrélation entre les CIS0 et la teneur en polyphénols et en flavonoides

(Athamena et al., 2010 ; Mariod et al., 2010).

Par ailleurs, il est bien établi que 1’activité antioxydante est corrélée positivement avec
la structure des polyphénols ou ceux avec un nombre élevé en groupements hydroxyles
présentent I’activité antioxydante la plus élevée due a leur pouvoir de donner plus d’atomes

pour stabiliser les radicaux libres (Heim et al., 2002;Torres de pinedo et al., 2007)

L’activité anti-radicalaire est dépendante du nombre, de la position et de la nature des
substituant (exp: groupements hydroxyles) sur les cycles B et C, et le degré de polymérisation

(Popovici et al., 2010).

Ainsi, I’effet antioxydant n’est pas seulement dose-dépendant mais également

structure-dépendant (Rodriguez-Bernaldo ef al., 2010).

Tableau 08: Activité antioxydante de l'extrait d'Opuntia et de 1'acide ascorbique vis a

vis le radical DPPH.
IC50 (pg/ml)
Acide ascorbique 120,11+1,23
Extrait méthanolique des cladodes 14.8+0,94

V.2.2. Pouvoir réducteur du fer (Test FRAP: Ferric Reducing Antioxydant Power):

La présence des réducteurs dans les extraits des plantes provoque la réduction du Fe**/
complexe ferricyanide a la forme ferreux. Par conséquent, Fe* peut étre évalué en mesurant
et en surveillant I’augmentation de la densité de la couleur bleu dans le milieu réactionnel a

700 nm (Bougandoura et Bendimerad, 2012).

A partir des résultats obtenu, on remarque que le pouvoir réducteur de l'extrait des
jeunes raquettes du figuier de barbarie est dose dépendant (concentration dépendant), c’est-a-
dire que la capacité de réduction de fer est proportionnelle a 1’augmentation de la

concentration des d’extraits.
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Figure 19 : La courbe de I’inhibition du DPPH en fonction de la concentration de 1’extrait
méthanolique des cladodes d'Opuntia.
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Figure 20 : La courbe de I’inhibition du DPPH en fonction de la concentration de l'acide
ascorbique.
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Beaucoup de publications actuelles ont indiqué qu’il y a une relation directe entre les
activités antioxydantes et la puissance de réduction des composants de quelques plantes

(Bentabet et al., 2014).

Les résultats obtenus montrent que la capacité d’extrait a réduire le Fer est largement
inférieure a celle de I’acide ascorbique. A la concentration de 50 pg/ml par exemple,

I'absorbance est de (D.O= 0,122+0,06) pour l'extrait contre (D.0=0,635+0,51).

Le pouvoir réducteur d’extrait de la plante est probablement dii a la présence de
groupement hydroxyle dans les composés phénoliques qui peuvent servir comme donneur
d’électron. Par conséquent, les antioxydants sont considérés comme des réducteurs et

inactivateurs des oxydants (Bougandoura et Bendimerad, 2012).

Les études menées par Van Acker et al sur la chélation des ions du fer par certains
flavonoides "la quercétine" ont mis en évidence des sites essentiels de complexation des ions
métalliques. Ce processus dépend de multiples parametres tels que la concentration de
I’ionmétallique et du polyphénol, la température, le pH, la présence d’agents complexants

(Ghedadba et al., 2015).

Quelques études antérieures ont également montré que le pouvoir réducteur d’un
composé peut servir comme un indicateur significatif de son activité antioxydante potentielle

(Bougandoura et Bendimerad, 2012).
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Figure 21 : Evaluation de I’activité antioxydante d’extraits et acide ascorbique par la méthode
FRAP.
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V.2.3. Test de blanchissement de la B-carotene:

Dans ce test, 'oxydation de I’acide linoléique génere des radicaux peroxydes libres qui
oxydent le B- carotene hautement insaturé entrainant ainsi la disparition de sa couleur rouge,
qui est suivie spectrophotométriquement a 470 nm. Cependant, la présence d'un antioxydant
pourrait neutraliser les radicaux libres dérivés de 1’acide linoléique et donc prévenir

I’oxydation et le blanchissement du - carotene.

La cinétique de blanchissement du B- caroténe en absence et en présence de l'extrait

des cladodes et d’antioxydant standard (acide ascorbique), est représentée dans la Figure 22.

L'acide ascorbique montre une courbe sous forme d’un plateau, ce qui signifie que le
pouvoir antioxydant est tres efficace. Il est suivi de facon moins importante par 1’extrait
méthanolique des cladodes dans I’ordre. En absence d’antioxydant (acide ascorbique ou

extrait) le déclin est treés remarqué.

Cependant, il est évident que le standard et 1’extrait testé inhibent significativement
(p<0.05) I’oxydation couplée de 1’acide linoléique et du B-caroteéne par rapport au contrdle

négatif.

Avec des concentrations de 100 pg/ml d’extrait méthanolique des jeunes cladodes du
figuier de barbarie, 1'activité antioxydante calculée entre ty et tjoo est estimée a un taux 85 %

d’inhibition de blanchissement du B-caroténe.
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Figure 22 : Cinétique de blanchissement du -carotene a 490 nm en absence (contrdle -) et en

présence de I’extrait méthanolique (EMet), et de I'acide ascorbique (controle +).
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Un extrait qui retarde ou inhibe le blanchissement du B-caroténe peut étre décrit
comme un piégeur de radicaux libres et comme un antioxydant primaire (Liyana Pathirana
et al., 2006). Takahama, (1983) a montré que les flavonoides ont la capacité de terminer la

réaction en chaine de la peroxydation des lipides par le piégeage du radical peroxyle LOH.

Le test d’inhibition de 1’oxydation de 1’acide linoléique couplée a celle du B-carotene,
parait tres utile comme un modele mimétique de la peroxydation des lipides dans les

membranes biologiques (Ferreria et al., 2006).

Or, Etant donné que le test de blanchissement du -caroténe est similaire a un syst¢me
d’émulsion des lipides dans I’eau, Frankel et Meyer (2000) ont proposé que les antioxydants
apolaires exposent des propriétés antioxydantes plus importantes car ils sont concentrés au
sein de l'interface lipide-eau, permettant ainsi de prévenir la formation de radicaux lipidiques
et ’oxydation du B -caroténe. Alors que les antioxydants polaires restent dilués dans la phase

aqueuse et sont ainsi moins efficaces dans la protection des lipides.

Selon Haddadi (2005), plusieurs facteurs semblent moduler les résultats d’inhibition
de I’oxydation de 1’acide linoléique a savoir la nature liposoluble ou hydrosoluble des

antioxydants et leur concentration.

Généralement, les polyphénols et plus particulierement les flavonoides, sont connus
par leur activité antioxydante grace a leurs groupements hydroxyles fortement réactifs, en
piégeant, inactivant et stabilisant les radicaux libres (radicaux hydroxyles (OH-), anions
superoxydes (O-) et radicaux peroxylipidiques), formant ainsi des especes radicalaires
intermédiaires peu réactives. Ils sont également capables de chélater les ions métalliques qui
peuvent renforcer les effets déléteres, par la production des radicaux hydroxyles (OH-)

(Ghedira, 2005 ; Chaudhuri et al, 2007 ; Mladénka et al, 2011).

V.3. L’activité anti inflammatoire in vitro:

V.3.1. Activité sur la dénaturation des protéines:
La Figure 23 montre les résultats de 1’activité anti-inflammatoire in vitro, de I’extrait
des polyphénols des jeunes cladodes d'Opuntia et du diclofénac, par évaluation des

pourcentages d’inhibition de la dénaturation de Bovine sérum albumine (BSA).
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D’apres les résultats de la Figure 23, I’extrait étudié inhibent la dénaturation de BSA a
la concentration de 250 pg/ml. De méme, le diclofenac sodium est un médicament anti

inflammatoire utilisé comme standard, exerce un effet comparable a la méme concentration.

On note un pourcentage d'inhibition égale a 84,4+0,7% pour notre extrait, comparé a
36,91+0,88 % pour le diclofenac a la méme concentration. Ceci dévoile que notre extrait est

plus efficace d'un taux de 47,49% a ce médicament pour une dose de 250 pg/ml (P<0,05%).

Cet effet positif dépassant celui du diclofenac est aussi remarqué par Haioun et

Hamoudi, (2015) pour une autre plante médicinale.

La production d’auto-antigénes dans les maladies inflammatoires peut étre due a la
dénaturation des protéines in vivo. Le mécanisme possible de la dénaturation consiste a
I’altération des liaisons électrostatique, hydrogene, hydrophobe et disulfure qui maintien la
structure tridimensionnelle des protéines (Mizushima et Kobayashi, 1968; Sangeetha ef al.,

2011).

Il est prouvé que les anti-inflammatoires non stéroidiens comme le phenylbutazone et
I’indomethazine inhibent pas seulement la syntheése des prostaglandines pro-inflammatoires,

mais inhibent aussi la dénaturation des protéines (Sangeetha et al., 2011).

D’apres les résultats, on constate que notre extrait est capable de contrdler la

production d’auto-antigéne par I’inhibition de la dénaturation des protéines.
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Figure 23 : Pourcentage d’inhibition de la dénaturation de BSA a la concentration de 250
ug/ml.
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L’activité inhibitrice de la dénaturation de BSA est peut étre attribuée a la présence de
différents composés bioactifs tels que les flavonoides et les tannins, trouvés dans l'extrait lors

des criblages phytochimiques.

De nombreuses études ont évalué I’effet inhibiteur de différents extraits de plantes sur
I’activité anti-inflammatoire in vitro par la méthode de la dénaturation des protéines

(Sangeetha ef al., 2011; Adarsh et al., 2011).

V.3.2. Evaluation de I'activité anti-hémolytique:

Afin d’évaluer I’effet anti-inflammatoire d’extrait méthanoliques des raquettes d 'OFI,
un test de stabilisation membranaire de globules rouges humains a été réalisé. Ce test consiste
a incuber une suspension de globules rouges humains, traitée avec une solution hypotonique
associée a une température €levée, avec les extraits ou les molécules de références; le

diclofenac comme anti-inflammatoire.

L’effet protecteur de ’extrait méthanoliques des raquettes d’OFI, contre 1’hémolyse
des globules rouges, provoqué par hypotonie et chaleur, est significatif a la concentration de
16 pg/ml (25.84+0,49 %) et atteint un pourcentage maximum de 36.14+0,97 % a une
concentration de 60 pg/ml. Toutefois, 1’effet de cet extrait commence a diminuer

significativement a partir de 260 pg/ml (Figure 24).
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Figure 24 : La comparaison entre effet de 1’extrait méthanolique des raquettes d OF1, et diclofenac

sur I’inhibition de I’hémolyse des globules rouges.
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N

Mesuré par rapport a l'extrait, le diclofenac ne présente aucun effet inhibiteur
significatif aux concentrations inférieures a 60 pg/ml. L’activité anti-hémolytique croissante
dose dépendante de ce médicament, s’est révélée significatif a partir de 60 pg/ml
(16,9+0,45%), et 1l se montre efficace a partir de 130 pg/ml avec un pourcentage de protection

de 20.01%, pour arriver a un maximum de 28,3140,62% pour 260 pg/ml (Figure 24).

Aux doses utilisées, I’extrait méthanolique donne un effet inhibiteur plus efficace que
celui du diclofenac. Des résultats similaires ont été observés par Ait Idir et Bouyoucef, en

(2017) pour les extraits des racines et des feuilles de la plante Pistacia lentiscus L.

En soustrayant les valeurs des deux substances testées, la différence d'inhibition a 60

pg/ml était significative avec un avantage de 19,24% pour l'extrait de cladodes.

De nombreux rapports précédents prouvent que des enzymes lysosomiales s'échappent
de l'intérieure de leurs limites et pénetrent dans l'environnement extracellulaire pendant
I'inflammation aigué et chronique. L'interruption du processus inflammatoire pourrait se
fonder sur l'utilisation des agents stabilisant la membrane du lysosome pour empécher la
libération des enzymes hydrolytiques, qui causent la dégradation tissulaire et I'augmentation
du stress oxydatif au sein des tissus et des organes (Ignarro, 1974 ; Vadivu et Lakshmi,

2008 ; Oyedapo et al., 2015)

Ces enzymes endommagent les macromolécules des membranes cellulaires et
induisent la peroxydation lipidique, aboutissant a la destruction de ces membranes, menant
ainsi a l'activation de protéines responsables de I'inflammation, provoquant alors la production

des especes oxydatives (Ignarro, 1974 ; Vadivu et Lakshmi, 2008 ; Oyedapo et al., 2015).

En raison de la ressemblance de la membrane de lysosome avec celle du globule
rouge, le test de stabilisation de la membrane de ces derniers a ét¢ employé comme modele
pour examiner l'efficacité anti-inflammatoire des extraits de plantes, via I’exposition des
érythrocytes a une solution hypotonique, ainsi qu’a une température élevée, (Reshma et al.,

2014 ; Oyedapo et al., 2015).

La richesse de 1'extrait en composés phénoliques; notamment flavonoidiques, pourrait
contribuer a 1’effet anti-inflammatoire prouvé dans cette étude. Plusieurs recherches ont
rapporté 1’effet de quelques molécules appartenant a la famille des flavonoides sur I’inhibition
de la cyclooxygénase (COX) et la lipooxygénase (LOX), et ’inhibition de TNF-a et de NF-
kB (luteolin) (Xagorari et al., 2001 ; Hamaildinen ef al., 2007 ; Hwang et al., 2009).
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Ces antioxydants naturels possedent aussi un effet anti-hémolytique, en stabilisant la
membrane des globules rouges contre la lyse hypotonique, maintenant ainsi leur intégrité

membranaire (la distribution asymétrique des phospholipides) (Chaudhuri et al., 2007).

De plus ils pourraient agir en chélatant les métaux de transition tels que le cuivre et le

fer (Mladénka et al., 2011).

( ]
l PAGE 54 J



CONCLUSION



Conclusion et perspectives

Conclusion générale

Les plantes médicinales restent toujours une source fiable des molécules bioactives,
ayant montré leurs efficacités dans le traitement de diverses pathologies, tout en prévenant
I’apparition des effets secondaires observés, lors de 1’utilisation des médicaments de synthese

chimique.

Les jeunes cladodes de la plante "Opuntia ficus indica” d'appellation vernaculaire
"Figuier de Barbarie", possede un pouvoir pharmacologique, dont les indications

thérapeutiques sont nombreuses.

Se fouiller dans la composition phytochimique de 1'extrait alcoolique de ces raquettes a
leur jeune stade de croissance, s'est avéré tres intéressant en dévoilant I'existence en quantité
tres appréciable de ces métabolites bioactifs polyphénoliques dans les parties végétatives

testées.

L'engagement dans les analyses d'évaluation de l'activité antioxydante de l'extrait,
nous a permis de discerner son influence assez remarquable sur le réajustement de 1'équilibre
oxydatif. En agissant par une multitude de mécanismes, a plusieurs niveaux du phénomene en
question, a savoir la chélation des métaux pro-oxydants, le piégeage des radicaux libres ou
méme l'entrave de la peroxydation lipidique; ces principes actifs de nature phénoliques
peuvent se concourir sérieusement pour présenter un remede prometteur contre les maladies

nouées au stress oxydatif.

La 3™ série d'analyses anti-inflammatoires, a conduit vers une vision plus claire sur
l'effet de 1'extrait des jeunes raquettes du Figuier de barbarie sur ce mécanisme immunitaire.
On apercoit une emprise de l'extrait, a des doses faibles, sur la dénaturation des protéines,
avec un bon maintien de la stabilité des membranes des érythrocytes dans des conditions

d'hémolyse provoqués.

On peut conclure que 1'Opuntia, sont dignes de prétendre le label "plante médicinale"
vu son énorme potentiel médical, mais elle nécessite malgré tous, de parcourir un long chemin
pour convaincre la communauté Algérienne locale par son utilisation comme aliment

fonctionnel a effet prophylactique et thérapeutique.
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En perspective, on recommande de poursuivre cette étude par:

Des analyses plus modernes et si sophistiquées qu'ils menent vers une détermination
précise de la composition moléculaires des principes actifs des jeunes cladodes du
figuier de barbarie Algérien.

Des tests in vivo, sur les propriétés biologiques, éventuellement inhumés dans

l'ignorance, de ces nopales locales toujours sous exploités.
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Résumé

Le figuier de Barbarie est une plante adaptée au climat aride et semi-aride. Ses
cladodes largement consommées au Mexique, sont pleines de composants bioactifs a effets
bénéfiques pour la santé. L’extrait des cladodes d'Opuntia ficus-indica a fait I’objet de ce
travail.

La quantification des métabolites secondaires a mis en évidence l'existence, en
quantité considérable, des polyphénols totaux 64+1,12mg EAG /g y compris les
flavonoides 3,27+0,77 mg EQ /g, les tanins condensés 0,185+0,21 mg EAT/g et
hydrosolubles 0.096+0,3 mg EAT/g, ainsi que les flavones et flavonols2.20+0,07
mg EQ /g.

L'analyse des propriétés antioxydantes a donné un IC50 de 14.8 pg/ml pour le test
DPPH, une absorbance de 0,122+0,06 pour le test FRAP et une inhibition de 85% du
blanchissement du b-carotene, tandis que les tests anti-inflammatoires aboutissent a une
inhibition de 84,4+0,7% concernant la dénaturation des protéines et un effet protecteur de
36.14+0,97 % des hématies contre 1'hémolyse induite.

L’activité anti radicalaire et anti-inflammatoire de l'extrait polyphénolique des
jeunes cladodes a montré que ce cactus mérite d'attirer mieux l'intention des investisseurs et
des chercheurs.
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