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Introduction

Introduction

L'Opuntia ficus-indica (L.) Mill., Communément appelée figuier de Barbarie ou nopal
cactus, est une plante grasse appartenant a la famille des cactées; des véritables survivants a la
sécheresse et aux conditions drastiques des climats arides et semi-arides, grace a leurs
capacités adaptatives étonnantes incluant des mutations morphologiques jumelées a des

métamorphoses physiologiques et métaboliques. (ABBAS. Y , ALOUACHE. S, 2019)

A l'instar de ses fruits délicieux, les autres parties végétales a I'image des raquettes
commencent a attirer l'intention de tous les secteurs sans exceptions; un intérét fortement
justifié par ses qualités fonctionnelles et ses richesses phytochimiques. (ABBAS. Y,

ALOUACHE. S, 2019)

Dés lors, cette fortune végétale encore délaissée suite aux attitudes d'ignorance dont la
communauté connaisseuse y participe d'une grande part, mérite tout d'abord d'étre réhabilitée
scientifiquement comme mesure urgente, laissant ainsi de la place aux arguments analytiques
pour plaider son importance éco-sociologique et médico-pharmaceutique. (ABBAS. Y,

ALOUACHE. S, 2019)

Les jeunes cladodes en spécial et vu leur utilisation antique comme légume de valeur
nutritive similaire aux légumes feuilles "les épinards et la laitue", sont exploités dans cette
¢tude comme source de colorants naturels présumés, par plusieurs recherches, d'étre des

antioxydants et anti-inflammatoires efficaces. (ABBAS. Y , ALOUACHE. S, 2019)
Nous envisageons de procéder dans ce travail a:

- Une collecte de données théoriques sur 1'Opuntia et ses cladodes, les pigments en
question "les anthocyanes et les bétalaines" et les phénoménes d'oxydation et
d'inflammation.

- Une extraction chimique et une quantification spectrophotométrique de ces teintes
végétales; anthocyanes et bétalaines

- Une évaluation de l'efficience antioxydante et anti-inflammatoire des pigments par
des tests variés, dans le cadre d'une tentative de mettre en évidence les mécanismes

existants probables cachés derriére ces activités thérapeutiques.
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Chapitre I Partie bibliographique

Chapitre I: Le figuier de Barbarie et ses cladodes:

I.1. Figuier de Barbarie:

I.1.1. Définition et classification:

Les scientifiques décrivent le genre Opuntia comme des angiospermes dicotylédones,
appartenant a la famille des cactacées originaire des régions arides et semi-aride du Mexique, qui a
¢été introduit en Afrique du nord vers le 16éme siécle (Wallace et Gibson, 2002; El Kossori ef al.,
2008).

Le nom mexicain d’origine aztéque de la plante; Nopal, varie différemment selon 1I’idiome
local: de (Nopallito, Tuna, Higos de pala), (Ficode india) et (Barbaryfig, Devil tongue) en Espagne,
Italie et Angleterre; a (Chardon des indes, figuier de francs) chez les grecs, alors que la baptisation

des arabes est (Karrous en N’sarra , El-tin-el-choki) (Schweizer, 1997).

Figure 1: Opuntia ficus indica (variété inerme) (Benattia, 2013).

I.1.2. Description morphologique:

Le figuier de barbarie est une plante arborescente qui peut atteindre de 3 a 5 métres de haut,
avec une organisation particuliére en cladodes, couramment appelés « raquettes ». Ces cladodes
sont des tiges modifi¢es de forme aplatie, de 30 a 40 cm de long, qui remplacent les feuilles dans
leur fonction photosynthétique et dont la surface est parsemée d’alvéoles (Schweizer, 1997;
Stintzing et al., 2005 ; Feugang et al., 2006 ).

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

mais en revanche trés étendu (Mulas et Mulas, 2004).
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Les fleurs sont a ovaire infére, avec de grandes corolles latérales jaunes, orange ou rouges.
Un cladode fertile peut porter jusqu'a une trentaine de fleurs et ce nombre varie selon la position du
cladode sur la plante et les facteurs physiologiques (Schweizer, 1997 ; Reyas-aguero et al., 2006).

Ces fleurs donnent naissance aux fruits; une grosse baie (100 a 150g) ovale ou allongée et
charnue, avec une pulpe juteuse, en générale contenant de nombreuses graines (polysémique). La
couleur et la forme du fruit sont variables selon les variétés : jaune, rouge, blanche (Schweizer,

1997 ; Piga, 2004 ; Feugang et al., 2006 ; Reyes-aguero et al., 2006 ).
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Figure 2: Schéma illustrant les différentes parties du figuier de Barbarie (Schweizer, 1999).

1.1.3. Intéréts:

Les différentes composantes du figuier de barbarie (fleurs, raquettes, fruits) présentent de
multiples intéréts économiques, écologiques et médico-cosmétologiques.

Le figuier de barbarie est utilisé pour lutter contre I’érosion hydrique et éolienne comme il
constitue des haies vives qui permettent la fixation des terrains ravinés par les pluies et stabilisent
les terres sablonneuses. Il est ainsi infranchissable aux animaux sauvages, il résiste au feu et peut

étre utilis€é comme obstacle a la propagation des incendies (Araba et al, 2000). Par sa présence,

——
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I’Opuntia aide a la régénération des sols épuisés par 1’agriculture intensive, et chaque partie de la

plante constitue un excellent fertilisant (Schweizer, 1997).

Ses fruits comestibles riches en sucre, minéraux et vitamines, sont commercialisés a I’état
frais ou transformé : séchés, congelés, sous formede confit, de jus et d’alcool (Rapport du
Ministére de I’Agriculture et de la Péche maritime, 2010). Les fruits de couleur rouge ou
pourpre contiennent de la bétalaine, un pigment utilis¢ principalement comme colorant d’aliments
qui ne requierent pas de traitement thermique tels que les glaces alimentaires, les yaourts et les
friandises (Rapport du Ministére de I’Agriculture et de la Péche maritime, 2010). En plus,
I’huile polyinsaturée extraite de ces graines est intéressante en raison de ses particularités
cosmétiques recherchées, conférées par sa contenance en acide gras insaturé, en stérols et
tocophérols. Cette caractéristique explique son exploitation comme créme dermique contre le
vieillissement de la peau, vu ses effets bénéfiques sur 1’¢lasticité et la restauration de la structure
cutanée (Rapport du Ministére de I’Agriculture et de la Péche maritime, 2010).

Cette plante peut servir par ailleurs a une source d’alicaments en gélules ou capsules pour le
traitement de 1’obésité, de I'hypercholestérolémie, de la constipation et des coliques (Rapport du

Ministere de I’Agriculture et de la Péchemaritime, 2010).

En apiculture, la floraison abondante de 1'Opuntia peut s’étendre de 3 a 6 mois selon la
région et la variété, ce qui attire les abeilles en masses par leurs grandes fleurs de couleur jaune, leur
pollen abondant et leur nectar, et assure leur activité pour une bonne période de I’année (Arba,

2009).

I.2. Les cladodes du figuier de Barbarie:
1.2.1. Morphologie et histologie:

Les raquettes de cactus ou cladodes, synonymes de « Nopales », sont des tiges modifiées
ayant une couleur verte mate, et une forme ovoides aplatis d'une longueur entre 15 et 25 cm et une
largeur entre 9 et 13 cm. Elles sont recouvertes d'épines (feuilles modifiées) et de poils ou trichomes
multicellulaires formant 1’aréole qui est considéré comme une caractéristique des membres de la

famille des cactacées (Anderson, 2001).

Les épines mesurent 1 a 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
lumiére, 'ombre pour la tige, mais elles permettent essentiellement la réduction de la perte en eau et

que la condensation du brouillard (Anderson, 2001)
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Figure 03 : Les cladodes du figuier de Barbarie (Benattia, 2013).

1.2.2. Composition chimique:

La composition chimique des cladodes varie en fonction des facteurs édaphiques, I’endroit

de la culture, la saison et 1'dge de la plante. Par conséquent, les teneurs en éléments nutritifs

respectifs varient a la fois entre les especes et les variétés et ils ne devraient pas étre pris comme des

valeurs absolues (Tableau 01) (Stintzing et Carle, 2005).

Tableau 01: Principaux composants des cladodes du figuier de Barbarie (Stintzing et Carle,

2005).
Compomrts Matiere seche Poids frais
(9/100g) (9/100g)
Eau - 88-95
Glucides 64-71 3-7
Cendres 19-23 1-2
Fibres 18 1-2
Protéines 4-10 0,5-1
Lipides 1-4 0,2
(5]



Chapitre I Partie bibliographique

1.2.2.b) Glucides:
La teneur en glucides est comprise entre 64 et 71 g /100 g par rapport au poids sec. Des

variations peuvent dues aux facteurs agronomiques et environnementaux ainsi qu'a l'age de la
cladode dont les jeunes sont plus riches en glucides (Ginestra et al., 2009).

La teneur moyenne de la cellulose, 1'hémicellulose et la lignine dans les cladodes par rapport
a la maticre séche est de 11%, 8% et 3,9% respectivement, alors que celle de 1'amidon fluctue en
fonction des saisons et atteint une moyenne de 85 a 171 mg/ g de poids sec (Retamal et al., 1987;

Ben-Thlija, 2002).

1.2.2.c) Protéines:
La teneur en protéine est estimée de 0,5 g/100g de poids sec par Teles et al, (1997), alors

qu'elle varie entre 77-112 mg/ g de poids sec en fonction du mois de récolte pour Retamal et al.,
(1987). Les principaux acides aminés des cladodes du figuier de Barbarie dénombré de 18 sont la
glutamine, suivie par la leucine, la lysine, la valine, l'arginine, la phénylalanine et l'isoleucine

(Bruckner et al., 2003; EI-Mostafa et al., 2014).

1.2.2.d) Acides gras:

La fraction lipidique des cladodes d'opuntia est dominée a 90% par quatre acides gras:
I’acide linoléique (C18: 2) 34,87%, l'acide linolénique (C18: 3) 32,83%, l'acide palmitique (C16:
0)13,87% et l'acide oléique (C18: 1) 11,16%. Les deux premiers constituent les principaux acides

gras polyinsaturés (67,7%) (Abidi et al., 2009).

1.2.2.e) Minéraux:

Le potassium est le principal minéral puisqu'il occupe 60% de la teneur totale en cendres,
suivie par le calcium, sodium et le fer (166mg, 93mg, 2mg et 1,6mg /100 g de poids frais
respectivement) (Munoz de chaves et al, 1995). Encore une fois, ces valeurs doivent étre
considérées comme approximatives puisque elles varient avec les especes, le site de culture et 1'état

physiologique du tissu de cladode (Stintzing et Carle, 2005).

1.2.2.f) Acides organiques;
On rencontre principalement 'acide malique (95 a 985 mg/100 g poids frais), a coté de

I'acide malonique et l'acide citrique qui représentent respectivement 36 et 178 mg /100g de poids
frais. Cependant les deux acides phorbique et piscidique caractérisant les plantes au métabolisme

acide succulent (CAM) sont aussi présents (Teles et al., 1984; Stintzing et Carle, 2005).
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1.2.2.g) Vitamines, caroténoides et chlorophylles:

La teneur des principales vitamines présentes dans 100 g de matiere fraiche de cladode est
de l'ordre de 22 mg pour la Vitamine C (acide ascorbique et déhydroascorbique), et elle atteint
53,5ug, 0,14mg, 0,6mg et 0,46mg pour le b-caroténe, la thiamine, la riboflavine et la niacine
(Stintzing et Carle, 2005). 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).

La Chlorophylle totale dans les cladodes est estimée a 12,5 mg/ 100g de poids frais, sachant
que la teneur en chlorophylle (a) est de 9,5 mg dépassant la chlorophylle (b) avec 3,0 mg (Guevara
etal.,2001).

1.2.2.h) Composants phénoliques:

La teneur en polyphénols totaux dans les cladodes mexicains représentent 8 a 9 mg/ 100 g

de poids frais (Rodrigues-Felix, 2002).

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).

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

Figueroaet al., 2010).

Tableau 02 : Composition en polyphénols des cladodes de /'Opuntia ficus-indica (E1-Mostafa et

al., 2014).

Polyphénols Matiére séche (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
MNicotiflorine 2,89-146.5
Rutine 2,36-26,17
Marcissine 14,69-137.1
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1.2.2.i) Mucilage:

C’est une substance polymérique complexe de nature glucidique, avec une structure
fortement ramifiée, produite dans les cellules du chlorenchyme (partie externe verte de la cladode)
et du parenchyme (partie interne blanche de la cladode) et aide le cactus a retenir I'eau avec une
capacité de stockage qui atteint 50% de leur poids total. (Sutton et al., 1981; Saenz et al., 2004;
Sepulveda et al., 2007). Cette matiere épaisse et gommeuse, occupent 36% du volume total de la
cladode, est composée de 42% d'arabinose, 22% de xylose, 21% de galactose, 8% d’acide galactose

turonique et 7% de rhamnose (Saenz et al., 2004)

1.2.3. Applications et bienfaits:

Les jeunes cladodes ou « Napolitos », tendres et fibreuses et offrant une valeur nutritive
similaire a celle d’un grand nombre de 1égumes par leur richesse en eau, en hydrates de carbone, en
protéines, en vitamine C et -caroténe; sont consommeées 1’état frais ou apreés cuisson en tant que
légume vert, ou méme en dérivé de transformation comme étant une confiture, cornichon, cladodes

confits ou frites, au vinaigre ou en saumure. (Stintzing et Carle, 2005; Arba, 2009)

Traditionnellement, les cladodes de cactus contribuaient considérablement et servent jusqu'a
présent comme des agents thérapeutiques en médecine populaire. Elles sont utilisées pour le
traitement de la gastrite, de la fatigue, de la dyspnée et des maladies du foie suite a 1'abus d'alcool
(Stintzing et Carle, 2005). Les cladodes chauffées ont ét¢ utilisées pour traiter le rhumatisme, les
érythémes et les infections chroniques de la peau, mais aussi pour améliorer la digestion et
améliorer le processus général de désintoxication (Munoz de chavez et al., 1995). Récemment, des
effets positifs des cladodes ont ét¢é démontrés sur [I’hyperglycémie, 1'hypercholestérolémie,
I’acidose et I’artériosclérose (Gebhardt, 2003; Stintzing et Carle, 2005; Arba, 2009).

Les raquettes sont, en outre, exploitées en cosmétologie, dans la fabrication de shampoings,
assouplissants pour cheveux, de crémes et de laits hydratants pour le visage (Fernandez et al.,
1990; Araba et al., 2000; Eshun et al., 2004).

L'utilisation de ces raquettes s'étale a la l'alimentation de bétails sous forme de réserve
fourragere pour les périodes de transition (automne) et lors des années de sécheresse, et elle
représente €galement sa deuxiéme importance économique (Habibi, 2004; Stintzing et Carle,
2005).

Cependant, la production du colorant trés recherché; le rouge carmin (acide carminique), par
intensification d’¢levage des cochenilles sur les raquettes d’Opuntia, et la production du biogaz par

fermentation naturelle de ces derniéres, restent des utilisations courantes d'une longue liste non

——
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exhaustive des exploitation de cette partie de cactus (Araba et al., 2000; Rapport du Ministére de

I’Agriculture et de la Péche maritime, 2010).
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Chapitre II: Les anthocyanes et les bétalaines

IL.1. Les anthocyanes:
I1.1.1.Définition et structure:

Les anthocyanes; du grec (anthos) fleur et Kuanos (bleu violet) sont des pigments
naturels responsables des colorations oranges, roses, rouges, violettes et bleues brillantes des
fleurs et des fruits de nombreuses plantes. Ce groupe appartenant a la famille des flavonoides,
est probablement le plus important des pigments végétaux visibles en plus de la chlorophylle.

(Turker et al., 2004; Bessas et al., 2007; Jin et al., 2008; Valls et al., 2009).

Ces molécules sont principalement des glycosides de dérivés polyhydroxy et
polyméthoxy de la structure de base "2-phénylbenzopyrylium" ou de sels de flavylium (Jin et
al.,2008). Ce noyau central "aglycone" joue le role du chromophore, et il subit une
glycosylation par des différents oses (glucose, galactose, rhamnose, arabinose) ou hétérosides
pour donner plus de 400 anthocyanes recensés récemment dans la nature, et subdivisés en six
classes principales: les cyanidines, les pélargonidines, les delphinidines , les malvidines,

les péonidines et les pétunidines. (Jin et al., 2008; Samouelian et al., 2009).

Figure 04 : Structure générale des anthocyanes (Le cation flavylium) (Kanoun, 2007)

Les anthocyanes se différencient par leur degré d'hydroxylation et de méthylation, par
la nature, le nombre et la position des oses liés a la molécule (Tableau 03). Ces variations
aboutissent a une modulation de couleur entre ses molécules (Stintzing et Carle, 2004;

Bessas et al., 2007).

( ]
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Tableau 03: Les principaux anthocyanes des végétaux (Corrales Moreno, 2008; Yahlaoui,

2012).

Cyanidine (R1=R2=H) rouge

OH

OH
o s L
‘ = OH
7 OH
OH

Delphinidine (R1=R2=0H) Bleue violette

Malvidoine (R1=R2=0CH3) mauve

OH
OH
®
HO o)
X OCHs;

OH
OH

Péonidine (R1=OCH3.R2=H) Rose

Pétunidine (R1=OCH3.R2=0H) violette

(
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I1.1.2. Source et localisation:

Les anthocynes sont présents en abondance dans les fruits et les baies, et en moindre
quantité dans les autres parties de la plante (tige, feuille, racine, bois et graines). Ils sont le
plus grand et le plus divers groupe de colorants hydrosolubles des plantes. Ils se transférent
apres glycosylation dans les vacuoles des cellules les plus externes (épidermes et
hypodermes) par des mécanismes de transport actif et s’accumulent sous forme de structures
sphériques pigmentés appelées anthocyanoplastes. (Gould et al., 2004; Kuti, 2004; Bessas et
al., 2007; Gould et al., 2009; Kopjar et al., 2009; Oren-Shamir, 2009)

I1.1.4. Fonctions des anthocyanes:

Les anthocyanes sont des composés phénoliques, qui constituent la fraction la plus
importante du métabolisme secondaire des plantes. En plus de leur role essentiel de
pigmentation, ils sont diversement impliqués dans la physiologie végétale et les interactions
plantes- environnement (Cavalcanti et al., 2011).

Ils agissent comme attracteurs des pollinisateurs, des protecteurs thermiques contre le
gel et les hautes températures et des agents de résistance a la prédation. Par ailleurs, ils
participent dans la gestion du métabolisme énergétique, dans la lutte contre le stress physico-
chimique et hydrique suite a leur activité osmotique qui améliore I’état hydrique des plantes.
Quant a l'effet photoprotecteur, , elles réduisent la photoinhibition et la photo-oxydation en
absorbant les UV et protéger I'ADN et les composants cellulaires (Lee et Lowry, 1980;
Burger et Edwards, 1996; Chalker-Scott, 1999; Samouelian et al., 2003; Valls et al.,
2009; Shipp et al., 2010; Cavalcanti et al., 2011).

I1.1.5. Facteurs influencant les anthocyanes:
I1.1.5.1) Le pH:

La coloration des anthocyanes est tres tributaire de 1’acidité du milieu : elle est rouge
en milieu acide, bleue en milieu neutre ou alcalin mais incolore en milieu trés alcalin
(Malien-Aubert et al., 2001;Yahlaoui, 2012)

Ces changements de couleur sont dus a des réactions d’équilibre entre différentes formes
structurales, en fonction du pH (figure 4); a pH=1, le cation flavylium (couleur rouge) est
l'espece prédominante et contribue aux couleurs pourpres et rouges. Les espéces bleues sont
prédominantes a des valeurs de pH comprises entre 2 et 4, alors qu'a des valeurs de pH entre 5
et 6, on observe des especes incolores. Pour un pH > 7, les anthocyanes sont dégradés selon

leurs groupes de substituants (Neill, 2002; Cavalcanti et al ., 2011).

( ]
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I1.1.5.2) La température :

La stabilité¢ d'anthocyanes est affectée par la température, et leur taux de dégradation
augmente parallélement a son élévation. La hausse de la température a des valeurs de pH 2-4
induit la perte des parties glycosyliques des anthocyanes, ce qui aboutit a I'apparition des

aglycones et a la perte de couleur des anthocyanes (Rein, 2005).

I1.1.5.3) Lumiere:

La lumiére affecte paradoxalement les anthocyanes de deux maniéres différentes : elle
est essentielle pour leur biosynthése, mais elle accélére également leur dégradation. Leur
stabilité pendant le stockage est affectée par la lumicre et particulieérement en présence de
sucre d'ou la nécessité d'assurer les conditions d'obscurité durant leur conservation

(Cavalcanti et al., 2011).

I1.1.5.4) Oxygéne:

L'oxygene est un effecteur majeur dans les processus de dégradation des anthocyanes,
par le biais d'un mécanisme d’oxydation directe ou par l'action d'enzymes oxydants qui
réagissent avec les anthocyanes pour donner des produits incolores ou bruns (Cavalcanti ef

al., 2011).

I1.1.6. Vertus et utilisations:

La fonction la plus importante des anthocyanes est leur capacité a donner de la couleur
aux végétaux ou ils se produisent. Elles jouent un role certain dans l'attraction des animaux
pour la pollinisation et la dispersion des graines et donc ils ont une valeur considérable dans la
coévolution de ces interactions plantes-animaux (Kong et al., 2003). Les anthocyanes sont
largement reconnus pour leur pouvoir chimio-protecteur attribué a l'activité antioxydante
proportionnelle au nombre d’hydroxyles libres, qui est parfois supérieure a celle de la
vitamine E (Macheix et al., 2006).

En plus de leurs fonctions dans le déclin cognitif et la dysfonction neuronale, ils
protégent I'ADN contre les dommages oxydatifs par co-pigmentation (Kong et al., 2003).
D’apres Giusti et Wrolstad, (2003) et de Rosso et Mercadante, (2007); les anthocyanes
possedent un effet contre la fragilité capillaire, voir vaso-protecteur et antiinflammatoire ou
ils maintiennent la perméabilité vasculaire a I’état normal et inhibent 1’agrégation des

plaquettes.

( ]
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Figure 05: Effet du pH sur la structure des anthocyanes (Stintzing et Carle, 2004).
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I1.2. Les bétalaines:
I1.2.1. Définition:

Les bétalaines sont des pigments hydrosolubles contenant de 1'azote, et contrairement
aux autres classes de pigments "anthocyanine et caroténoide" omniprésentes, elles sont assez
rares dans la nature et sont limités a un seul ordre de plante, a savoir, Caryophyllales. Les
betalains portent souvent le nom de 1'espéce a partir de laquelle ils ont été isolés.

(Heuer et al., 1994; Strack et al., 2003; Cai et al., 2005; Tanaka et al., 2008; Gandia-
Herrero et al., 2010a; Polturak et Aharoni, 2018).

I1.2.2. Structure moléculaire et classification:

Toutes les betalains sont basés sur un édifice unitaire commun: 1'acide betalamique; un
chromophore dérivé de la tyrosine, et qui par condensation avec des dérivés DOPA-cyclique,
ou avec divers acides aminés et autres amines, forme les bétacyanines ou les bétaxanthines

respectivement (Polturak et Aharoni, 2018).

COCOH

Hooc™" N “coon

Figure 06: Structure de base des bétacyanines (a gauche) et des bétaxanthines (a droite) et de

leur bloc constitutif, I'acide bétalamique (au centre) (Stintzing et Carle, 2004)

Sur la base de leurs caractéristiques structurelles provenant des réactions de
glucosylation, d'acylation, de décarboxylation et d'isomérisation, et des propriétés de
l'absorption de la lumiére, les bétalaines sont généralement classés en deux groupes; les
bétacyanines (rouge- violet) ayant une absorption maximale a 535-538 nm, et les
bétaxanthines (jaunes) montrant généralement un maximum d'absorption a 460—480 nm
(Steglich et Strack, 1990; Stintzing et Carle, 2004; Khan et Giridhar, 2015; Polturak et
Aharoni, 2018).

( ]
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glucuronosylglucoside), and bougainvillein (betanidin 5-O-b-sophoroside or betanidin 6-O-b-sophoroside)" (Polturak et Aharoni, 2018).
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La classe des bétaxanthines comporte un seul groupe, alors que la catégorie des
bétacyanines contient peut étre subdivisée en quatre groupes comprenant les bétanines,

gomphrénines, amaranthines et bougainvilleines (Figure 07) (Steglich et Strack, 1990).

A ce jour, 75 structures de betalains ont ét¢ identifiés sans ambiguité sur 17 familles
différentes de plantes, et ce nombre est en augmentation constante en raison de 1'introduction
de nouvelles technologies analytiques et du développement de meilleures méthodologies en
chromatographie liquide et en spectrométrie de masse (Sekiguchi et al., 2013; Khan et

Giridhar, 2015)

I1.2.3. Biosynthése:
La biosynthese de la bétalaine se compose de plusieurs réactions chimiques catalysées
enzymatiquement (Polturak et al., 2018):
- Elle commence par une réaction catalysée par la tyrosine hydroxylase transformant la
tyrosine en L-3,4-dihydroxyphénylalanine (L-DOPA), qui a son tour, via la 4,5-
DOPA dioxygénase (DODA), produit I'acide bétalamique. Sous I'effet de ces
hydroxylases, la L-DOPA peut conduire aussi a la synthése des cyclo-DOPA
(Hatlestad et al., 2012; Herrero et Carmona, 2012; Polturak et al., 2016;
Sunnadeniya et al., 2016);

La L-DOPA peut également produire de la DOPA-quinone sous I’oxydation du
polyphénol oxydase, et puis rétrécissez pour former la cyclo-DOPA, qui est le

substrat universel pour la production de bétalaines (Sullivan, 2014);

Les BSGT et B6GT convertissent la bétanidine en bétanine tandis que les cDOPASGT
catalysent la glycosylation de cyclo-DOPA (Vogt et al., 1997; Vogt et al., 1999;
Sasaki et al, 2005);

La formation de la bétaxanthine nécessite la liaison spontanée d’acide bétalamique et
d’amines d’acides aminés, tandis que la bétacyanine est formé par l'acétylation de la
bétanine provenant elle-méme de la glycosilation de la bétanidine issue de la liaison
entre la cyclo-DOPA et I'acide bétalamique (Schliemann et al., 1999; Strack et al.,
2003);

Cependant, chez certaines plantes de Caryophyllaceae, le cyclo-DOPA-5-O-glucoside
peut également se lier directement a I'acide bétalamique pour former de la bétanine

spontanément (Sasaki et al., 2004; Sasaki et al., 2005).
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I1.2.4. Localisation et sources végétales de bétalaines:

Les bétalaines se trouvent non seulement dans les parties comestibles des plantes, mais
¢galement dans les feuilles, les fleurs, les tiges et les bractées (Heuer et al., 1994;
Schliemann et al., 1996; Wang et al., 2007; Ganda-Herrero et al., 2009b).

Les sources comestibles connues pour les bétalaines sont les betteraves rouges et
jaunes (Beta vulgaris L. ssp. Vulgaris), bette a carde colorée (Beta vulgaris L. ssp. Cicla),
amarante a grains ou a feuilles (Amaranthus sp.), en plus des fruits de cactus, tels que ceux
des genres Opuntia ficus indica et Hylocereus polyrhizus L’ indicaxanthine de poire des
especes jaunes d'Opuntia a été le premier pigment jaune structurellement caractérisées (Cai et

al., 1998; Stintzing et al., 2002b; Kugler et al., 2004; Vaillant et al., 2005).

I1.2.5. Facteurs influencant les bétalaines:
I1.2.5.1) Le pH:

Bien que modifiant leur charge lors des changements de pH, les bétalaines ne sont pas
aussi sensibles au clivage hydrolytique comme les anthocyanes, et elles sont relativement

stables sur une large plage de pH de 3 a 7 (Jackman et Smith, 1996).

11.2.5.2) La température :
Plusieurs études ont démontré que la hausse des températures augmente le taux de

dégradation des bétalaines, et la placent comme le facteur le plus important sur leur stabilité

(Saguy et al., 1978; Havhikova et al., 1983; Garcia Barrera et al., 1998).

I1.2.5.3) Lumiére:

La stabilité¢ de la bétalaine serait altérée par I'exposition a la lumiére, mais la
dégradation induite dépend de 1’oxygene, car elle est négligeable dans des conditions
anaérobies (Von Elbe et al., 1974; Huang et von Elbe, 1986; Attoe et von Elbe, 1981; Cai
et al., 1998).

11.2.5.4) Oxygéne:
Les bétalaines réagissent avec 1’oxygeéne moléculaire, et leur stabilité a été¢ meilleure
en présence d'antioxydants ou dans une atmosphere d'azote (Attoe et von Elbe, 1982; Attoe

et von Elbe, 1985; Altamirano et al., 1992; Han et al., 1998; Drunkler et al., 2006)
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I1.2.5.5) L'activité de I'eau a,,:
La stabilité de la bétalaine est affectée de manicre exponentielle par aw, un effet
attribu¢ a la mobilité des réactifs ou a solubilité de I'oxygéne (Saguy et al., 1984; Delgado-

Vargas et al., 2000; Herbach et al., 2006b).

I1.2.6. Importance des bétalaines:

Les Betalains assument de nombreux roles dans la plante comme les anthocyanes; tout
en procurant l'avantage de stabilité de leur couleur et son indépendance au pH. Elles sont
capables de doter un large éventail de tissus végétaux, notamment les feuilles, la tige, les
fruits, fleurs, racines et graines de couleur rouge-violet et jaune-orange (Jain et Gould, 2015.
Herrero et Carmona, 2013).

Elles jouent également un role important dans 'attraction des pollinisateurs et des
frugivores pour la fertilisation et la dispersion des graines. Aditionellement, Les bétalaines
sont susceptibles de participer a la défense des plantes contre divers stress biotiques
(bactéties, champignons..) et abiotiques (rayons UV, lumiére, salinité, sécheresse...)
(Kishima et al., 1995; Tanaka et al, 2008; Polturak et al., 2017;).

Or, les pigments de bétalaine ont été étudiés pour leurs activités antioxydantes et
antiradicalaires et pour la chimioprévention du cancer (Escribano et al., 1998; Nowacki et

al., 2015)
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Chapitre I1I: L'oxydation et l'inflammation:

II.1. L'oxydation:
II1.1.1. Les radicaux libres et le stress oxydatif:

Un radical libre est une espéce, atome ou molécule, contenant un électron non apparié.
Ce déséquilibre transitoire rend ces especes radicalaires tres instables et trés réactives, et doit
étre comblé soit par I’acceptation d’un autre €lectron soit par le transfert de cet électron libre
sur une autre molécule (Gutteridge, 1993; Delattre et al., 2005; Afonso et al., 2007).

Ces radicaux sont produits en continuité au sein de notre organisme par de nombreux
phénomenes biologiques a I'image de la respiration cellulaire, qui transforme 1’oxygene
moléculaire en diverses substances oxygénées communément appelées radicaux libres de
I’oxygene ou especes réactives oxygénées (ERO), les Reactive Oxygen Species (ROS) en

anglais (Gutteridge, 1993; Lesgards, 2000; Bonnefont et al., 2003).

La famille des ROS regroupe les radicaux libres oxygénés [anion superoxyde (Ozs-),
radical hydroxyle (HOe), monoxyde d’azote (NOe) ...] et les dérivés non radicalaires dont la
toxicité est importante [anion peroxyde (O%), peroxyde d’hydrogéne (H202), peroxynitrite
(ONOO-)] (Novelli, 1997)

Dans certaines situations, cette production augmente excessivement, entrainant un
déséquilibre entre la production et la destruction de ces espéces; c'est le stress oxydatif

(Gutteridge, 1993).

ITI.1.2.0rigines et sources:

Le stress oxydant peut étre la conséquence d'un ensemble de facteurs, tel la
surproduction endogéne de ces réactifs stimulée par des conditions particuliéres ou
pathologiques (I’exercice excessif, I'inflammation, le tabagisme et 1'alcoolisme), ou suite a
l'exposition a des facteurs environnementaux pro-oxydants; dont on peut citer la pollution de
l'air, de I'eau et des aliments, les médicaments et les rayons gamma et ultraviolets (Favier,
2003; Valko et al., 2007).

A T'échelle cellulaire, les voies principales de production des radicaux libres sont les
chaines de transport d’¢lectron, les peroxysomes et le systéeme de cytochrome P-450 (Favier,

2003)
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Quant aux systéemes de défenses antioxydants, dont une partie est dépendante de
I’alimentation, ils peuvent étre insuffisants pour redresser 1'état de déséquilibre de ce stress
oxydatif et présente par ailleurs, un deuxiéme facteur majeur dans son installation au sein de

I'organisme (Favier, 2003; Valko et al., 2007).

Belyagoubi, (2011) a identifi¢ dans son ¢étude un certain nombre de mécanismes
accusés dans le processus de production de radicaux libres a l'exemple des fuites d’électrons
au niveau de la chaine respiratoire mitochondriale, des réactions inflammatoires provoquées
par les cellules phagocytaires activées, de l'activation du systetme xanthine
déshydrogénase/oxydase au cours de I’ischémie/perfusion, sans oublier les agressions de

I’environnement (les agents infectieux, la pollution, les UV et la fumée de cigarette).

II1.1.3. Les effets du stress oxydatif:

A des concentrations ¢levées, les ROS peuvent étre d’importants médiateurs de
dommages aux structures cellulaires, lipides, protéines et acides nucléiques (Peltier et al,

2004; Valko et al., 2006):

- Les dommages oxydatifs du matériel génétique représente la premicre étape impliquée
dans la mutagenese, la carcinogenése et le vieillissement (Valko et al., 2007)

- La peroxydation des doubles liaisons lipidiques membranaires par les radicaux libres
aboutit a la désorganisation compléte de la membrane et altere de ce fait ses fonctions
d’échange, de barricre et d’information (Koechlin Ramonatxo, 2006).

- Les modifications oxydatives des protéines englobe des coupures des liaisons
peptidiques et des modifications de la chaine peptidique, ce qui méne a une
perte de la fonction catalytique ou structurale des protéines affectées (Valko
etal., 2007).

En raison de cette capacité a endommager les cellules, les tissus et les organes, ces
ERO sont impliquées dans un grand nombre de pathologies, tant aigués que chroniques
comme 1’athérosclérose, le diabéte, les rhumatismes, le cancer, maladie d’ Alzheimer ou la

maladie de Parkinson (Gutteridge, 1993; Favier, 2003).
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I11.1.4. les antioxydants:

Les antioxydants sont des molécules ou des micro-constituants capables d’interférer
avec les radicaux libres en les neutralisant ou réduisant les dommages causés a I’organisme, et
permettent ainsi de les maintenir concentrations cellulaires non toxiques (Favier, 2003;
Valko et al., 2006).

Selon Valko et al., (2006), un bon antioxydant doit respecter les critéres suivants:
v Etre capable de piéger directement et spécifiquement les radicaux libres;
v’ Chélater les ions de métaux de transition (Fe2+, Cu2+) d’importance biologique
capables de promouvoir la production de radicaux libres par la réaction de Fenton;
v' Interagir avec d’autres antioxydants et dans la mesure du possible, les régénérer;
v Avoir un effet positif sur I’expression génétique.

v Etre rapidement absorbé.

Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant le captage de
I’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).

On peut classer les antioxydants en deux catégories:
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Figure 09 : Schéma illustrant les molécules intervenant dans les protections cellulaires
(Virot, 2004).
II1.1.4.1. Les antioxydants enzymatiques:

Les antioxydants enzymatiques constituent la premicre barriere de cette défense
antioxydante, qui est constituée de trois métallo-enzymes essentielles: les supers oxydes
dismutases et la catalase; responsables de la dismutation du superoxyde en oxygene et
peroxyde d'hydrogéne, a coté des glutathions peroxydases assurant la transformation des
hydroperoxydes lipidiques de type LOOH en LOH (Cano et al., 2007; Valko et al., 2007;
Ferradji, 2011).

Leurs activités et leurs localisations dans la cellule sont complémentaires et assurent
I’¢élimination des anions superoxydes et du peroxyde d’hydrogéne dans tous les

compartiments intracellulaires (Cano et al., 2007).
I11.1.4.2. Les antioxydants non enzymatiques

A) Les antioxydants non-engymatiques endogénes:
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Cette classe qui regroupe des composés endogeénes de faible poids moléculaire qui
peuvent étre soit des produit de synthése (glutathion et acide lipoique) ou issus du
métabolisme cellulaire (acide urique), est capable de réagir in vivo avec les radicaux libres,
de désactiver catalytiquement des métaux (le fer et le cuivre), et de régénérer certains
antioxydants endogenes et exogeénes (Packer et al., 2001; Kohen et Nyska, 2002; Delattre
et al., 2005).

Des protéines telles que la ferritine, la ceruloplasmine et I’albumine contribuent a leur
tour dans la défense antioxydante secondaire en chélatant les métaux de transition permettant

ainsi de prévenir la formation du radical hydroxyle (Martinez-Cayuela, 1995)
B) 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: inhibe la propagation de la peroxydation lipidique en réduisant le
radical RO* par I'hydrogéne de son noyau phénolique (Yoshida et al., 1993; Singh et
al., 2005).

- Lavitamine C: Elle empéche I’oxydation des LDL et des membranes (Retsky et al.,
1999; Singh et al., 2005)

- Les caroténoides : ces pigments neutralisent notamment 1’oxygéne singulet par simple
addition électrophile et transfert d’¢électrons (Valko et al., 2006)

- Les composés phénoliques:

Leur propriété antioxydante la mieux décrite est la capacité de piégeage des radicaux
libres (Ghedira, 2005; Leopoldini et al., 2011).

- Sélénium: c'est un constituant de la glutathion peroxydase, enzyme qui joue un rdle
intracellulaire antioxydant capital dans la détoxication des radicaux (Chia-Fung et al.,
1995).

- Zinc: Ce cofacteur essentiel de la SOD 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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II1.2. L'inflammation:
1I1.2.1. L’inflammation et ses causes

L'inflammation est la réponse des tissus vivants vascularisés a une agression par une
infection pathogéne ou un traumatisme, dont le but est d'éliminer 1'agent pathogene et de
réparer les 1¢ésions tissulaires (Rankin, 2004). En cas de persistance de I'agent pathogeéne dans
le siege de l'inflammation et en présence d'anomalies de régulation du processus

inflammatoire, elle peut devenir néfaste (Ashley ez al., 2012).

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

tissu 1ésé (Bianchi, 2007; Barton, 2008).
L'inflammation peut étre déclenchée par plusieurs causes (Ashhurst, 1883):

e Traumatisme physique et violence mécanique: coups, blessures, fractures des os,
luxation, ou lacération, broiement et écrasement des membres ou des organes internes

e Action chimique irritante ou destructive: la chaleur sous toutes ses formes, les brulures
et les eschares formées par acides énergique ou les alcalis caustique, 1’action du froid,
etc.....

e Infection toxique: venin des insectes et des serpents, virus comme celui de la morve ou
de la syphilis, miasmes dus a diffusion infinie des microorganismes ou de leurs
germes.

I11.2.2. Les types de la réponse inflammatoire:

I11.2.2.1. La réponse aigue:

C'est une réponse immeédiate a 'agent agresseur qui dure quelques jours a quelques
semaines et dont l'installation est souvent brutale et caractérisée par des phénoménes vasculo-
exsudatifs intenses. Elle se guérit spontanément ou avec un traitement, mais peuvent laisser
des séquelles si la destruction tissulaire est importante (Charles et al., 2010). L’ inflammation
aigue se constitue en trois phases :

A- Phase vasculaire:

Caractérisée par la douleur suite a 1’excitabilité des terminaisons nerveuses par la
libération d’histamine, de sérotonine et de kinine; cette étape est une vasoconstriction
artériolaire trés bréve de quelques secondes, succédée par une vasodilatation augmentant la
perméabilité des capillaires, ce qui explique en partie la constitution de la chaleur, de la

rougeur et la création de I’cedéme (Ferradji, 2011).
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B- Phase cellulaire (recrutement des leucocytes):

Elle permet I'arrivée des leucocytes au foyer inflammatoire par un phénoméne
vasculo-exsudatif. Les polynucléaires sont les premiers arrivés qui seront progressivement
remplacés par les monocytes; dont les macrophages phagocytaires, et les lymphocytes et

plasmocytes impliqués a la réponse pécifique de l'antigene (Nathan, 2002).
C- Phase de résolution:

Cette phase de réparation dépend du degré des 1ésions tissulaires. Dans les conditions
les plus favorables, les agresseurs sont ¢liminés, les débris cellulaire de dégradation sont
phagocytés et la cicatrisation et la régénération tissulaire sont induites, mais si ’atteinte est
plus sérieuse par destruction du tissu, le phénomene de 1’angiogenése s'installe, puis remis au

repos pour éteindre la réaction inflammatoire (Weill ez al., 2003)
I11.2.2.2. La réponse chronique:

L’inflammation chronique est définie par la présence de lymphocytes, macrophages et
plasmocytes dans les tissus. Elle est causée par I’engagement persistant des réponses de
I’immunité innée et acquise, et peut persister pendant de longues périodes allant de plusieurs
mois a plusieurs années (exp: la polyarthrite rhumatoide, rejet de 1'allogreffe chronique, la
bérylliose, l'inflammation granulomatose) (Charles et al., 2010).

I11.2.3. Médiateurs de l'inflammation:
111.2.3.1. Médiateurs solubles:

Ces médiateurs sont synthétisés ou libérés a partir de différentes populations
cellulaires, et parfois existent sous forme inactive avant de s'activer par la 1ésion tissulaire.
Leurs actions sont multiples, souvent redondantes et intégrent les voies de la coagulation, de
I'immunité innée, de I'hématopoicse et du systéme nerveux (Kumar et al., 2007; Charles et
al.,2010).

111.2.3.2. Médiateurs cellulaires:

Plusieurs types cellulaires interviennent dans la réaction inflammatoire, ou elles sont
attirées par la présence les médiateurs précoces, et établissent probablement des interactions
avec les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins (Kumar et al., 2007). Les principaux

médiateurs de l'inflammation, ainsi que leurs origines et effets sont résumés ci-dessous:

Tableau 04:Origines cellulaires et effets des principaux médiateurs impliqués dans le

développement de la réaction inflammatoire (Rankin, 2004).
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Médinteurs

OI‘E!“G cellulaire

Histamine

Sérotonine

Platelet activating
factor (PAF)

Kalicréine
Plasmine
Leucotri¢dnes :

“LTC,, LTD,, LTE,

LT,

Prostaglandines

Bradykinine

Facteur de Hagman
(I

Thrombinse

Fibrine

L IL-8

C3a

C5a

Effets

Mastocyies, basophiles, éosinophiles et
plaguettes.

Mastocyies et plagueties.

Plaguette, neutrophiles, monocyles el
cellules endothdéliales.

Présente dans le plasma

Présente dans le plasma

Essentiellement par les lewcocytes

Essentiellenent par les lewcocytes

Essentiellement par les lewcocyiles

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 dua

Mnbrinogéne

Monocytes, macrophages, plaquettes et
Iymphocytes.

Fraction C3 du complément inacuif.

Fraction C5 du complément inactif

Assure la vasodilatation, augmente la permdéabilite
vasculaire, induit 1"expression des molécules
d’adhésion sur I"endothélium vasculaire.

Augmente la permdéabilité vasculaire, dilate les
capillaires et stimule la contraction des muscles lisses.

Vasodilatation, angmente |"adhésivité de la panodi
vasculaire, stimule la bronchoconstriction,
I"aggregation des plaquettes et la libération des
médiateurs qu”elles renferment, induit la production
des ROS et la libération des enzymes lyvsosomiales
par les neutrophiles. les cosinophiles et les
macrophages._

Transforme et active le systéme des Kinines

Clive le composant du complément O pour géndrer le
C3a et le C3b

Aungmente la permdéabilité des micro- vaisseawx.

Aungmente la permdéabilitd vasculaire et le Mux
sanguin local, induit la libération des enzymes
Iyvsosomiales et la production des FOS et attire et
active les cellules inflammatoires.

Frovoguent la vasodilatation, renforce 1"action de
I"histamine, de la bradykinine et des leucotriénes,
augmente la sensitivité des neurones et est
responsable de la doulewr.

Accroil la vasodilatation, la permdéabilité 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 plagoette.

Intervient dans la formation du caillot samguin.

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

FProvogque la dégranulation des mastocyibes.
FProvogue la dégranulation des mastocyiles et des

neutrophile, exerce un effel chimiotactique en vers les
phagocytes et stimule la contraction du muscle lisse.

28

—

——t




Chapitre I11 Partie bibliographique

f
Préssion Pression osmotigue
hydrostatique colloidale
a.Normal Protéines plasmatiques
fuite de liguide
= Diminution de la pression
Augmentation de L X L7 osmotique colloidale

pression hydrostatigue

B.Transudat

Vasodilatation et stase

Figure 10: Formation du transsudat et d’exsudat (Kumar et al., 2007).
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Figure 11: Processus de migration des neutrophiles a travers les vaisseaux sanguins (Kumar

etal., 2007).
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II1.2.5. Les anti-inflammatoires :
1I1.2.5.1. Anti-inflammatoire non stéroidiens AINS :

Cette classe thérapeutique offre en plus des propriétés anti-inflammatoires, des effets
anti-pyrétiques et antalgiques. Ils inhibent compétitivement, réversiblement ou non, "la
cyclooxygénase" et bloquent alors la production du médiateur inflammatoire; la

prostaglandine (Ferradji, 2011).

La production basale de ce dernier permet I’homéostasie tissulaire (production de
mucus, de bicarbonates et maintien du flux sanguin sous muqueux gastrique....), mais c'est sa
production exagérée en situation pathologique qui participe a I’inflammation (vasodilatation,

augmentation de la perméabilité capillaire) et a la douleur (sensibilisation des nocicepteurs).

Le rble ubiquitaire des prostaglandines dans les fonctions physiologiques explique les
effets secondaires déléteres des AINS qui accompagnent leurs effets favorables (Blain ef al.,

2000; Nicolas et al., 2001).
I11.2.5.2. Anti-inflammatoire stéroidiens (Glucocorticoides) AIS:

Cette vaste famille de dérivés du principal glucocorticoide surrénalien; le cortisol,
représente le traitement le plus efficace utilisé pour les maladies inflammatoires chroniques
tel que I’arthrite rhumatoide et les maladies auto-immune (Kessel ez al., 2014).

Ils se fixent et activent leurs récepteurs dans des tissus cibles pour empécher la
transcription des geénes- immuns cibles (Barnes, 1998).

Quoique, leur fonctionnement ne différencie pas entre les génes immuns "voulus" et
"non voulus" régulant les fonctions métaboliques et cardiovasculaires, et présentent a leur tour
des effets secondaires tels que I’hypertension artérielle et ’ulcéres gastroduodénaux (Henzen,

2003 ; Chung, 2014).
I11.2.5.3. Anti-inflammatoires d’origine végétale:

Le nombre de composés phytochimiques, trouvé dans le régne végétal est tres vaste, et
leur spectre d'activit¢é est tout aussi grand. Certains d'entre eux ont des
propriétés anti inflammatoire, et sont présumés agir en bloquant les voies de Ila

cyclooxygénase et la lipoxygénase a coté des autres mécanismes d'actions.
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IV. Matériel et méthodes:

IV.1. L’objectif :

Cette étude vise a :

- Extraire les pigments "anthocyanes et bétalaines" des jeunes cladodes du Figuier de barbarie de la région

de Theniet el had — Tissemsilt.

- Evaluer les capacités anti-oxydantes et anti-inflammatoires de ces pigments in vitro.

IV.2. Lieu et durée d’étude:
La partie expérimentale de notre étude a été effectuée aux laboratoires de "Biochimie" et de
"Technologie alimentaire" de la faculté des Sciences de la nature et de la vie au sein de 1'université IBN

KHALDOUN de Tiaret, durant une période s'étalant 18/02/2019 au 02/05/2019.

IV.3. Matériel:
IV.3.1. Matériel végétal:

Les jeunes cladodes de moins de 03 mois, reconnus par leurs dimensions; 12 - 20 cm de
longueur et 6 — 9 cm de largeur, étaient prélevés aléatoirement le 06/01/2019 , a prtir de plusieurs sujets
vivants de la variété inerme de figuiers de barbarie de la région de Theniet el had - Tissemsilet.

Ces raquettes subissent ensuite une étape de préparation a l'extraction contenant un nettoyage et
une ¢limination des épines, succédés par une désinfection a I'eau salée 10%, un lavage a 1'eau distillée et

un séchage. La congélation est choisie pour leur conservation jusqu'a leur utilisation.
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Figure 14 : Lieu d'échantillonnage (Theniet el had — Tissemsilet) (1962-carte Michelin-teniet-
el-Haad)
IV.3.2. Matériel du laboratoire:

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

spectrophotomeétre UV-VIS, micro pipette (50 pl).

1V.3.2.B) Produits:

v' Réactifs:
Acide linol¢ique, P—carotene, DPPH, Tween 40, SBA (sérum bovine albumine), acide
ascorbique, diclofénac.

v" Produits chimiques:
Ethanol (CH3-CH2-OH), méthanol (CH30OH), chloroforme (CHCI3), Acide trichloracétique
(C2HCI1302), iodate de potassium (KI), chlorure d’aluminium (AICI3), carbonate de sodium
(Na2CO3), trichlorure de fer (FeCls), acide chlorhydrique (HCI), chlorure de sodium (NaCl),
potassium hexacyanoferrate (K3Fe (CN)g), tampon citrate-phosphate (ph =1.0; 4.5; 6.3; 6.6; 6.5

et 7.4), eau physiologie, eau saturée en oxygene.

IV.4. Méthodes:

IV 4.1. Protocole expérimental:
L'ensemble des expériences réalisées du protocole expérimental de ce travail, sont récapitulées

dans le diagramme illustré par la Figure 15. Elles sont scindées en trois parties majeures:

- Une extraction suivie d'une quantification spectrophotométrique des anthocyanes et des
bétalaines a issus des jeunes cladodes du figuier de barbarie.

- Une appréciation de l'activité antioxydante de ces pigments par différentes analyses (DPPH,
FRAP, blanchissement du b-caroténe).

- Une évaluation de leur effet antiinflammatoire en utilisant deux tests vari¢s (dénaturation des

protéines et stabilisation des membranes)
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Figure 15: diagramme du protocole expérimental
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IV.4.2. Préparation et caractérisation des pigments des jeunes cladodes d'Opuntia ficus indica:

IV.4.2.1. Préparation de la poudre:
Les jeunes cladodes conservés sont étuvés a 45°C pendant 6 jours, puis rendus en poudre fine
homogeéne par un broyage/tamisage afin conformément aux besoins des procédés d'extraction qui

siuvent.

IV.4.2.2. Extraction et dosage des anthocyanes:

L’extraction des anthocyanes a été réalisée selon la méthode décrite par Longo et al, (2007), par
une macération de 2,5 g de la poudre dans 12,5 ml d’une solution d’HCl/méthanol (v/v) a 0,1% pendant
20 h a une température ambiante. Apres filtration, le résidu ainsi obtenu est lavé avec 12.5 ml de la
méme solution d'extraction, puis évaporé a sec par un rotavapeur type Buchi R-200 a 30°C. Le résidu

sec est repris par 3 ml de méthanol.

La quantité totale d'anthocyanine (TAC) a été déterminée en utilisant un procédé de différence
de pH par spectrophotometre et une cuvette de 1 cm de longueur de trajet pour les mesures spectrales a

210 et 750 nm (Fuleki et Francis, 1968):

) { A x MW x DF x 1000)
Teneur en anthocyanine (TAC) = e D) (mg/1)
£

Avec:
L’absorbance des échantillons (A):

A = (Absorbance A vis.max —A750) pH 1,0 - (Absorbance A vis.max - A750) pH 4,5

MW: Poids moléculaire de I'anthocyane (cyd-3-glu) = 449; DF=facteur de dilution; Coefficient
d'extinction (€) = 29 600.

IV.4.2.3. Extraction et quantification des bétalaines :

L'extraction des bétalaines consistent a agité un mélange de (100 mg) de poudre de cladodes et
20 ml du tampon citrate-phosphate (pH 6,5) a l'obscurité pendant 10 min. le mélange est ensuite
centrifugé a 12 000 x g a 15 °C pendant 15 min et le surnageant récupéré est filtré sur un filtre en nylon

de 0,45 um. La teneur en bétalaines (BC) a été calculée comme décrit par Stintzing et al. (2003):

A+ DF MW = 1000
Ll

BC (mg /L) =

Ou:
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A est la valeur d'absorption, DF le facteur de dilution et I la longueur du trajet (1 cm) de la cuvette.
Pour la quantification des bétacyanines et des bétaxanthantines; le poids moléculaire (MW) et le

coefficient d’extinction molaire sont respectivement:

- Pour la bétanine (MW = 550 g/ mol; = 60 000 L / mol.cm; A = 538 nm)
- Pour I’'indaxanthine (MW = 308 g / mol; mol =48 000 L / mol.cm; A =480 nm).

1V.4.3. L'activité anti-oxydante :
Avant d'entreprendre les analyses, nous établissons une série de dilutions des deux extraits meres

vers 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 de la concentration initiale.

IV.4.3.1. Test DPPH:
Le test au 2,2-diphényl-2-picryl-hydrazyle (DPPH) est réalisé par la méthode décrite par
(Ammar et 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+ selon la réaction ci-dessous:

) N -

rd

O,;N NO, O,N NO,
NO, NO,
DPPH (ox) DPPH (red)
purple yellow

A. Mode opératoire

Iml de chaque concentration des deux extraits est mélangé dans un tube a essai avec Iml de la
solution éthanolique de 0,06 mM de DPPH. Les mélanges sont incubés 30 min a I’abri de la lumiére a
température ambiante et les absorbances sont lues a 517 nm contre un blanc (control négatif) qui

contient de 1’éthanol pur. Les mémes opérations sont appliquées pour l'acide ascorbique (control

positif).

B. Expression des résultats
Toutes les opérations sont réalisées en triplicata, dont 1’évaluation de 1’activité anti-oxydante est
exprimée en pourcentage selon la relation suivante :

(Abs Control - Abs Extrait)
Abs Extrait

% Inhibition=
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Le pourcentage d’inhibition est exprimé ensuite, par la valeur de la CI50; la concentration
d’extrait nécessaire pour 1’obtention de 50% de la forme réduite du radical DPPH, autrement dit, la
concentration inhibitrice a 50%. Sa valeur est calculée par la méthode de régression linéaire a partir de

la courbe [% inhibition = f'(concentrations)].

1V.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+) et

évalue donc, le pouvoir réducteur des composés (Ou et al., 2001).

N
= N }
Nx‘l-iﬂ ) ~pN + antioxidant _ x'_i FT]H ~N
| = J
N7 N :H H*'l“-:a\ -e N jl \ NL
.-'H | N"’Lh = I I\;—".J ?N [ N - | l\x\#
2 S . i

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 I’augmentation de la densité de la couleur bleue cyanée dans le milieu réactionnel a 700 nm
(Chung et al., 2002).

En effet, le systéme FeCl3;/K3Fe(CN)g confére a la méthode la sensibilité pour la détermination
«semi quantitative» des concentrations des antioxydants, qui participent a la réaction redox (Amarowicz

et al., 2004).

A. Méthode de dosage

Le protocole utilis¢ est celui décrit par Oyaizu (1986) dans lequel un tube a essai contenant 200
ul de solution d’échantillon a différentes concentrations, 500 pl de tampon phosphate (0,2M : pH 6,6) et
500ul de potassium hexacyanoferrate [KsFe (CN)g] 1% dans I’eau distillée, est chauffé a 50°C au bain

marie pendant 20 minutes.

Un volume de 500 pl d’acide trichloracétique (10%) est ajouté au mélange qui est ensuite
centrifugé a 3000 rpm pendant 10 minutes. Un aliquote de 500 ul de surnageant est transféré dans un
autre tube auquel ont été ajoutés 500 ul d’eau distillée et 100 pl de FeCl3 1% fraichement préparé dans

de ’eau distillée.
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B. Expression des résultats

La lecture de I’absorbance du milieu réactionnel se fait a 700 nm contre un blanc semblablement
préparé, en remplacant 1’extrait par le méthanol qui permet de calibrer I’appareil (UV-VIS
spectrophotométre).

Le controle positif est mesuré par ’acide ascorbique dans les mémes conditions que les
¢chantillons.

Une augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des

extraits testés.

1V.4.3.3. Test de blanchissement de la B-caroténe:
Dans ce test, la capacité anti-oxydante de I'extrait est déterminée en mesurant I’inhibition de la
décoloration du B-caroténe, résultat de sa dégradation oxydative 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-caroténe /acide linoléique est préparée par solubilisation de 0,5 mg de B-
caroténe dans 1 ml du chloroforme; 25ul de I’acide linoléique et 200 mg de Tween 40 sont additionnés
et le chloroforme est complétement évaporé a 40°C avec le rotavapor. Par la suite, 100 ml d’eau distillée
saturée en oxygene sont ajoutés, I’émulsion résultante est agitée vigoureusement.

2,5 ml de I’émulsion précédente sont additionnés a un volume de 100 ou 150 pl de solution mere
de pigment, d’antioxydant de référence (acide ascorbique) a la méme concentration et de méthanol

(controle négatif). Les tubes sont chauffés a 50°C dans un bain-marie.

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

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

AA=100x [1 - (AEq— AE29) / (ACy — ACy20)]

Avec:
AE, : Absorbance a 490 nm d’échantillons testés a t = 0 min.
AE ;9 : Absorbance a 490 nm d’échantillons testés a t = 120 min.
AC, : Absorbance a 490 nm du controle a t = 0 min.

AC 20 : Absorbance a 490 nm du controle a t = 120 min.
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1V.4.4. Activité anti-inflammatoire

IV.4.4.1. Inhibition de la dénaturation des protéines:

A. Méthode de dosage:

L’étude de l'activité anti-inflammatoire in vitro d’extraits pigmentaires des cladodes du figuier
de barbarie, effectuée selon la méthode d’inhibition de la dénaturation des protéines 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 nos extraits meres.
- 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 identique aux

pigments.

Le pH de toutes les solutions a été ajusté a 6,3 par I’HCI1 (1N) avant une incubation a 37°C/20
min, qui sera augmentée et gardée a 57°C/3 min. Apres refroidissement, 2,5ml de la solution phosphate

buffer saline (pH=6,3) a été ajouté aux solutions ci-dessus.
B. Expression des résultats

L’absorbance est lue a 416 nm, et le pourcentage d'inhibition de la dénaturation des protéines se

calcule comme suit:

e D.0 solution d/essai — D.0 control
% d’inhibition = 100 - D.0 control x 100
0 contro

D.O: la densité optique.

Le contrdle représente 100% des protéines dénaturées, et les résultats sont comparés avec le
diclofenac sodium (250pug/ml) comme étant le contrdle positif.

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

1V.4.4.2.1. Prélévement du sang humain:
Les échantillons de sang frais (environ 6 ml) récupérés dans des tubes héparinisés, sont prélevés
sur des volontaires (20-45 ans), n’ayant pas pris de médicaments anti-inflammatoires durant les deux

derniéres semaines.

39

——
| —



Partie expérimentale Matériel et méthodes

1V.4.4.2.2. Préparation de la suspension des globules rouges humains:
Les échantillons de sang récupérés ont été centrifugés a 3000 rpm/10min, pour récupérer le culot
de globules rouges subissant alors trois lavages/centrifugations (3000rpm/5min) avec de 1’eau
physiologique, jusqu’a I’obtention d’un surnageant clair. Le volume de globules rouges a été mesuré

afin de préparer une suspension de 10 % (v/v) de globules rouges humains, avec de 1’eau physiologique.

1V.4.4.2.3. Evaluation de I’effet de 1'extraits des jeunes cladodes d'Opuntia ficus indica sur la
stabilisation de la membrane des globules rouges:
L'analyse teste 1’effet stabilisant des extraits de la plante étudiée sur la des érythrocytes, aprés
induction de I’hémolyse par une solution hypotonique associée a une température élevée, selon le

protocole de Gadamsetty et al.,(2013).

A. Méthode de dosage:

Dans des tubes a hémolyse, 0.5 ml d’extrait mére des pigments ou des dilutions, est ajouté a 1.5
ml du tampon phosphate (0.15 M, pH 7.4) et 2 ml de la solution hyposaline (NaCl a 0.36 %); le mélange
est incubé a 37°C/20 min.

Un volume de 0.5 ml de la suspension érythrocytaire (10 %) a été rajouté pour chaque tube,
l'incubation suit a 56 °C/30 min, puis arrété par 1’eau froide pendant 20 min afin d’entraver la réaction.
Finalement, une centrifugation a 3000 rpm/5Smin nous a permet de récupérer le surnageant prét a la

lecture.

B. Expression des résultats:

La lecture d’absorbance du surnageant est faite a 560 nm, a 1’aide d’un spectrophotométre, le
controle 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 utilis€é comme molécule de traitement anti-inflammatoire, avec les mémes

concentrations que 1’extrait.

Le pourcentage d’hémolyse a été calculé selon I’équation suivante :

% d’inhibition de I’hémolyse = “<=2 . 100

— .
Ac : absorbance de control

At : absorbance de I’échantillon (test)
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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 t de Student est utilisé pour évaluer la signification des effets des différentes
concentrations de I'extrait testé in vitro. La différence est considérée statistiquement significative au

risque 5% (p<0.05).
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V. Résultats et discussion :

V.1. Quantification des pigments:

Dans ce travalil, la teneur en bétalaines (BC) déterminée spectrophométriquement par
la méthode de Stintzing et al, (2003), atteint un taux de 524 pg/l (Tableau 05). Une teneur
constituée principalement de bétacyanines avec un pourcentage de 476 pg/l, représentant ainsi
91% du taux global, alors que les 9% restantes symbolisant 48 pg/l, sont composées de

bétaxanthines.

La quantité totale d'anthocyanine déterminée par la méthode de différence de pH de

Fuleki et Francis, (1968), est égale a 452 ng/l, soit 3.013 mg/100g de poids sec.

Tableau 05: teneurs des bétalaines et les anthocyanes dans les jeunes cladodes

d'opuntia
Pigments Bétalaines Anthocyanes
Bétacyanines Bétaxanthines
Taux (ng/l) 476 48 452
Total = 524
Concentration 95.2 9.6 3.013
(mg/100g poids sec) Total = 104.8

La présence des bétalains dans 1'Opuntia ssp est affirmée par Chougui et al, (2013),

ou ils désignent la bétaxanthine jaune et la bétacyanine rouge-violet comme des pigments

caractéristiques. On peut dire que le taux de ces teintes végétales dans les cladodes varie

considérablement en fonction de cultivar, une remarque faite par Castellar et al., (2003) pour

les fruits mais trés acceptable pour les nopales. Ces chercheurs rapportent que les bétalaines

offrent différentes couleurs aux fruits de figuier de barbarie, couvrant un large spectre allant

du blanc au violet avec des teneurs de 6,6 a 114 mg/100g de pulpe de fruit.

La prédominance des bétacyanines au détriment des indicaxanthines (95.2 mg/100g

par rapport a 9.6mg/100g) remarquée dans notre extrait est aussi rapportée par Trésor et al.

(2004) et Kugler et al. (2006) dans les italiens cultivars blancs et jaunes.
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Selon Sanchez-Gonzalez et al. (2013), la technique d'extraction choisie, en tenant en
compte du solvant d'extraction, du ratio, de la température et du temps modifie aussi le

rendement d'extraction des bétalaines.

Par ailleurs, la quantité des anthocyanes differe selon les espéces et les conditions
d’extraction (solvant, temps température et concentration en alcool); dont I'extraction hydro-
alcoolique est estimée comme la méthode optimale pour les anthocyanes (Sivasankar.V et

al., 2011; Nabli et al., 2012)

Figure 16:évaporation de 1’extrait des anthocyanes par un rotavapeur

V.2. L’activité antioxydante :
V.2.1. Test anti-radicalaire (Test DPPH):

L’activité antioxydante des extraits d’anthocyane, des bétalaines et de l'acide
ascorbique vis-a-vis du radical DPPH a été évaluée a I’aide d’un spectrophotometre en suivant
la réduction de ce radical qui s’accompagne par son passage de la couleur violette (DPPHe) a
la couleur jaune (DPPH-H) mesurable a 515nm. Ce radical DPPH est souvent utilis¢ comme
un indicateur pour tester la capacité de 1’extrait a donner un atome d’hydrogéne ou un électron

et donc I’activité antioxydante (Tepe et al., 2005).

Les résultats de cinétique d’inhibition de DPPH montrent que les deux pigments
bétalaines et d’anthocyane, en plus de 'acide ascorbique ont une activité anti-radicalaire dose-
dépendante. Ceci est en accord avec les travaux de Chougui et al, (2013), kanoun, (2011) et

Galati et al. (2003)
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Figure 17: La courbe de I’inhibition du DPPH en fonction de la concentration des

anthocyanes (A) et bétalaines (B) des jeunes cladodes d'Opuntia et de 1'acide ascorbique.
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La capacité antioxydante de nos différents extraits est déterminée a partir de 1'C50;
c’est la concentration nécessaire pour réduire 50 % du radical DPPH. L’IC50 et I’activité

antioxydante de I’extrait testé sont inversement proportionnelles.

La Figure 18 représente les valeurs IC50 des anthocyanes, acide ascorbique et bétalains qui
sont respectivement (18.43, 8.821 et 22.691ng/ml). On peut constater que l'acide ascorbique
est le plus efficace dans la réduction du DPPH suivie par les anthocyanes et les bétalaines.
On peut attribuer 1'effet de réduction et décoloration du DPPH par I’acide ascorbique,
les bétalaines et les anthocyanes a la capacité a céder I’hydrogene; une remarque donnée par
Bougandoura et Bendimerad, (2012). Or, I’effet antioxydant n’est pas seulement dose-
dépendant mais également structure-dépendant (Popovici et al., 2010; Rodriguez-Bernaldo

et al.,2010).

25
o]
2
= 20
)
©
2 =
< E
£ I 15
c
§2
= O
© ) 10
E O
g
c 5 -
o]
) -

0 - T T T 1

anthocyane acide ascorbique bétalains

Figure 18: Comparaison des CI50 des pigments des cladodes et de ’acide ascorbique.

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

L’activité antioxydante des bétalaines et des anthocyanes de jeunes raquettes de figuier
de barbarie a été évaluée autrement en utilisant la méthode de FRAP qui est un dosage de
transfert d'électrons ayant l'avantage d'étre simple, rapide et reproductible (Benzie et Strain,

1996)

La présence des réducteurs dans les extraits des plantes provoque la réduction du
Fe**/complexe ferricyanide & la forme ferreux Fe®*, dont I'évaluation est mesurée en
surveillant ’augmentation de la densité de la couleur bleu dans le milieu réactionnel a 700 nm

(Bougandoura et Bendimerad, 2012). Bentabet et al., (2014) indiquent qu’il y a une
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relation directe entre les activités antioxydantes et la puissance de réduction des composants
de quelques plantes.
Les chélateurs des métaux de transition comme le fer et le cuivre impliqués dans la

génération de radicaux libres peuvent prévenir les oxydations (Ferrali et al., 1997)

A partir des résultats obtenus, on remarque qu'il y a une proportionnalité¢ entre le
pouvoir réducteur de fer par les pigments et le standard positif analysés, et ’augmentation de

la concentration de ceux-ci; c'est un effet concentration-dépendant.

L'acide ascorbique est le plus efficace dans ce test avec une absorbance finale
(D.0=0.98+0.17), devant les anthocyanes et les bétalaines (D.0=0.35+0.03)
(D.0=0.091+0.07) respectivement.

Concernant les anthocyanes, et en tant que flavonoides, leur pouvoir réducteur est
probablement di a la présence des groupements hydroxyles qui peuvent servir comme
donneurs d’¢lectrons. C'est I'avis de Bougandoura et Bendimerad, (2012), disant que ces
antioxydants sont par conséquent, considérés comme des réducteurs et inactivateurs des
oxydants.

En plus, les études menées sur la chélation des ions du fer par certains flavonoides
ont mis en évidence des sites essentiels de complexation des ions métalliques, dans un
processus dépendant de la concentration de 1’ion métallique, de I'antioxydant, de la

température, du pH et de la présence d’agents complexants (Ghedadba et al., 2015).

A propos des bétalaines, Escribano et al., (2017) ont aussi démontré un effet
antioxydant d'un extrait végétal contenant les betacyanines et betaxanthines simultanément.
Il a été décrit une forte dépendance des bétalaines au pH a l'activité antioxydante mesurée.
Un équilibre de protonation améliore la qualité de donneurs d’¢électrons des
bétalaines et les transforment en antioxydants plus actifs a des valeurs de pH supérieures a 6,0

(Gliszczynska-Swiglo et al., 2006; Gandia-Herrero et al., 2010).
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Figure 19: Evaluation de I’activité antioxydante d’extraits et acide ascorbique par la

méthode FRAP.

Figure 20: les tubes a essai durant I’expérience de FRAP
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V.2.3. Test de blanchissement de -caroténe :

Cette analyse appuie sur le suivi spectrophotométrique a 470 nm de la disparition de
la couleur rouge du B- caroténe, suite a son oxydation par les radicaux peroxydes libres issus
de I'oxydation de I’acide linol¢ique hautement insaturé.

Le test d’inhibition de I’oxydation de 1’acide linoléique couplée a celle du B-
caroténe, parait trés utile comme un modele mimétique de la peroxydation des lipides dans les
membranes biologiques (Ferreria et al., 2006).

Or, la présence d’antioxydants pourrait neutraliser les radicaux libres dérivés de
I’acide linoléique et donc prévenir 1’oxydation et le blanchissement du B-caroténe. La
cinétique de blanchissement du B-caroténe en présence des pigments de figuier de barbarie
(anthocyanes et bétalains) et de I'antioxydant standard (acide ascorbique) est comparée a celle
du control négatif dans la Figure 8.

Un extrait qui retarde ou inhibe le blanchissement du -caroténe peut étre décrit
comme un piégeur de radicaux libres et comme un antioxydant primaire (Liyana-Pathirana
et al., 2006).

D’apres nos résultats, il est évident que les deux extraits et le standard positif
inhibent significativement (p<0.05) la décoloration du B-caroténe par rapport au contrdle
négatif dont I'oxydation est totale (00 % d'inhibition). La meilleure efficacité est marquée
pour les bétalains avec un taux de 46 % d’inhibition de blanchiment du B-caroténe, succédés
par les anthocyanes avec 37 % et devangant 1'acide ascorbique 35 %.

Plusieurs recherches ont déclaré que les anthocyanes présentent un effet contre la
péroxydation lipidique allant meme a un meilleur degré que I'a-tocopherol (Vargas et al.,
2000). Les anthocyanes, grace a leurs groupements hydroxyles interrompe la réaction en
chaine de la peroxydation des lipides par transformation des radicaux peroxy-lipidiques en
especes radicalaires intermédiaires peu réactives, comme ils chélatent les ions métalliques
générateur des radicaux hydroxyles (OH-) (Takahama, 1983; Ghedira, 2005 ; Chaudhuri et
al., 2007 ; Mladénka et al., 2011).

Pour Kanner et al, 2001, les bétalains protégent, en concentration minimes, contre

la peroxydation de l'acide linol€ique provoquée par plusieurs causes.

La nature liposoluble ou hydrosoluble des antioxydants et leur concentration, jouent
un rdle pivot dans I’inhibition de 1’oxydation de ’acide linoléique. Les antioxydants apolaires
se placent dans l'interface lipide-eau de ce systéme semblable a 1’émulsion des lipides dans

I’eau, permettant ainsi de prévenir la formation de radicaux lipidiques et I’oxydation du
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Figure 21: Cinétique de blanchissement du B-caroténe a 490 nm en présence de I’extrait de

bétalain,d’anthocyane, contrdle -,et de I'acide ascorbique (controle +).

Figure 22: les tubes a essai du test de blanchissement de -caroténe.
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B-caroténe d'une maniere plus efficace que les antioxydants polaires, dispersés dans la phase
aqueuse et donc moins efficaces dans la protection des lipides (Frankel et Meyer, 2000;

Haddadi, 2005)
V.2. L’activité anti-inflammatoire :
V.2.1. Activité sur la dénaturation des protéines:

L’effet anti-dénaturation des protéines des deux extraits pigmentaires de I’opuntia a
¢té évalué in vitro par rapport au diclofénac sodium (Figure 9). De nombreuses études ont
¢valué I’effet inhibiteur de différents extraits de plantes sur I’activité anti-inflammatoire in

vitro par cette méthode (Sangeetha et al., 2011; Adarsh et al., 2011).

La dénaturation des protéines peut étre provoquée par I’application d’un stress externe; un acide
ou une base forte, un sel inorganique concentré, un solvant organique ou la chaleur. C’est un processus
dans lequel et suite a l'altération de leurs liaisons ¢€lectrostatiques, hydrogenes, hydrophobes ou
disulfures, les protéines perdent leurs structures tertiaires et secondaires ainsi que leurs fonctions
biologiques; ce qui peut conduire a la production d’auto-antigénes responsables des maladies

inflammatoires (Mizushima et Kobayashi, 1968; Sangeetha et al., 2011).
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Figure 23: Pourcentage d’inhibition de la dénaturation de BSA
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L'analyse des résultats dévoile une progression dans 1’inhibition de la dénaturation de la BSA
selon I'échantillon testé; 15.56 % pour les anthocyanes, 66.67 % pour les bétalains et 91.12% pour le

Diclofénac sodique utilis¢é comme molécule de référence.

On affiche de ce fait, un avantage pour le standard comparé aux autres phyto-molécules, mais ¢a
n'empéche pas de signaler l'activité trés intéressante des bétalaines qui dépasse les 50% et présente un

résultat trés prometteur dans 1’activité anti-inflammatoire engendrée par les métabolites secondaires.

Les travaux de Sangeetha et al., (2011) ont prouvé que les anti-inflammatoires courants non
stéroidiens comme le phenylbutazone et I’indomethazine inhibent pas seulement la synthése des

prostaglandines pro-inflammatoires, mais inhibent aussi la dénaturation des protéines.

Plusieurs études ont montré que certains des métabolites secondaires comme les bétalains, les
anthocyanes, les alcaloides, les flavonoides et les saponosides posse¢deraient des propriétés anti-

inflammatoires (Sparg et al., 2004; Fiot et al., 2006).

V.2.2. Evaluation de I'activité anti-hémolytique:

Le choix de ce test pour I'évaluation de I'effet anti- inflammatoire est justifié par la
ressemblance de la membrane du globule rouge avec celle de lysosome. La destruction de
cette derniére permet Il'échappement des enzymes lysosomiales vers Il'environnement
extracellulaire pour participer, avec d'autres, a l'inflammation aigué¢ et chronique suite a
l'incitation de I'endommagement des macromolécules des membranes cellulaires et la
peroxydation de leurs lipides, a I'activation de protéines responsables de I'inflammation, et la
production des espéces oxydatives (Ignarro, 1974 ; Vadivu et Lakshmi, 2008 ; Reshma et
al., 2014 ; Oyedapo et al., 2015).

Le blocage de cette voie inflammatoire peut se baser alors sur la limitation de la fuite
de ces enzymes hydrolytiques, qui causent la dégradation tissulaire et I'augmentation du stress
oxydatif au sein des tissus et des organes via la stabilisation de la membrane lysosomiale

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

L'examen de l'efficacit¢ des extraits de plantes sur la stabilisation des membranes
érythrocytaires exposées a une solution hypotonique et a une température élevée, présente une
simulation trés efficace pour I'évaluation de l'activité anti-inflammatoire in vitro (Reshma et

al., 2014 ; Oyedapo et al., 2015).
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Figure 24: La comparaison entre effet de 1’extrait de bétalains, I’extrait d’anthocyanes et
diclofenac sur I’inhibition de I’hémolyse des globules rouges.

L’effet anti-hémolytique des bétalains (de 83.38 a 98.67%) est le plus prononcé,
succéd¢ par les anthocyanes (entre 72.75 et 96.67%) en deuxiéme rang et bien loin du
diclofénac (67.77 a 85.71%). Toutefois, l'inhibition maximale est noté pour les
concentrations faibles et tend a étre abaisser avec leurs 1'augmentation pour tous les extraits

(Figure ).

Aux doses utilisées, la différence au top avait atteint 19.27 (<0.05) entre les bétalains
et le standard pour la concentration de 60 pg/l et 12.3 a 250 pg/l quant aux anthocyanes et
standard, une différence toujours au profit des pigments. Ait Idir et Bouyoucef, en (2017) et
Talah et al, (2018) ont aussi remarqué cet avantage des extraits des plantes a 1'égard du

diclofénac.

Les betalaines protégent les lipoprotéines de basse densité (LDL), les systemes de
modeles de membranes cellulaires et les cellules intégrales (Tesoriere et al., 2003; Tesoriere
et al., 2006; Liveri et al., 2007). En plus, Kanner et al, (2001) trouvent qu'une

concentration tres infime (<5 M) est suffisante pour prévenir 1'oxydation membranaires

Certains bétalaines (5-25 mM) inhibent l'activation du NADPH oxidase (NOX)-1, la
libération du NF-kB et des cytokines pro-inflammatoires IL-6 et IL-8, PGE2 et NO, la

formation de ROS et la perte de thiols de manic¢re dose-dépendante (Tesoriere et al., 2014)
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Les anthocyanes comme (cyanidine, cyanidine-3-glucoside et cyanidine-3,5
diglucoside) ont montré des activités pour réduire réactions inflammatoires et edématiques

(Harborne et Grayer, 1988; Francis, 1989)

Plusieurs recherches ont rapporté¢ 1’effet de quelques molécules appartenant a la
famille des flavonoides, dont les anthocyanes, sur I’inhibition de la cyclooxygénase (COX) et
la lipooxygénase (LOX), et I’inhibition de TNF-a et de NF-kB (luteolin) (Xagorari ef al,
2001 ; Hamaldinen et al., 2007 ; Hwang et al., 2009).

Ces antioxydants naturels possédent 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).
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Conclusion

L’utilisation des plantes médicinales de la pharmacopée traditionnelle dans le
traitement des différentes pathologies est connue de longue date ; les effets positifs de cette

phytothérapie ne sont plus a démontrer.

Cependant, I’empirisme est 1'unique base derriére ces pratiques, et la mise en place
d'un fond scientifique consistant est devenue un devoir envers les chercheurs, pour assurer un
bon essor d'utilisation dans divers secteurs; pharmaceutique, alimentaire ou encore

¢conomique.

Le présent travail se découle de cette conviction, ou il mise sur la recherche de
biomolécules a influence curative dans les jeunes nopales de 1’Opuntia Algérien. De ce fait,
I'étude a mené vers la confirmation de la présence de deux pigments naturels dans ces organes
végétaux, méme en faible teneur, assurant probablement un role protecteur vis-a-vis les

conditions climatiques séveres harcelant la plante mére.

L'examination de ces métabolites, bétalaines et anthocyanes, par différents essais
antioxydants a révélé qu'ils agissent bien comme des piégeurs de radicaux libres et des

protecteurs de 1'oxydation lipidiques, mais en revanche leur capacité réductrice est restreinte.

De l'autre coté, l'inflammation en leur présence est plus ou moins freinée, notamment
pour leur action anti-hémolytique auquel ont démontré une stabilisation membranaire. Outre,

la dénaturation des protéines n'a pas €té vraiment €vitée avec ces phytopigments.
Finalement, les recommandations a mentionner comprennent:

- Une optimisation des techniques d'extraction de ces pigments, et ¢laboration de
modalité de concentration des extraits obtenus.

- Une mise en évidence par le moyen d'une chromatographie HPLC des principaux
types éventuellement présents dans les cladodes

- Une exploration de leur composition chimique et structure moléculaire en vue
d'identifier de nouvelles classes spécifiques a cette plante.

- Une application d'autres méthodes et techniques, dont la finalité est d'estimer une

fonctionnalité plus étendue vers d'autres domaines d'application.
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Résumé
Cette étude s'intéresse a la remise en valeur du Figuier de barbarie Algérien, en réhabilitant ses
cladodes en jeune stade de croissance, a travers l'exploitation des pigments bétalaines et anthocyanes dont ils
sont la source.

La quantification spectrophotométrique des bétalaines et anthocyanes, révele des teneurs de 'ordre de
104.8 et 3.013 mg/100g de poids sec. Les tests antioxydants des anthocyanes et bétalaines in vitro, montrent
un effet chélateur (DPPH) égal a (18.43 et 22.691pg/ml) en IC50, un pouvoir réducteur du fer ferrique
(FRAP) exprimé en absorbance de (D.0=0.35+0.03) a (D.0=0.091+0.07) et un pourcentage d’inhibition de
blanchiment du -caroténe aux alentours des 37 % et 46 %, respectivement.

L’¢évaluation de I’activité anti-inflammatoire passe a travers l'estimation de 1'effet protecteur de ces
pigments pour les protéines SBA contre la dénaturation, et 'appréciation du taux d'empéchement d'hémolyse
des hématies humaines; dont les résultats -selon le test- étaient (15.56 % et 66.67 %) et (96.67% ct 98.67%)
pour les anthocyanes et les bétalaines successivement.

Les nopales d'Opuntia de Theniet lhad- Tissemsilt sont dotés de potentialités pharmacologiques
antioxydante et anti-inflammatoire non négligeables, d'ou l'intérét accroissant par différents secteurs est plus
que mérité.

Mots clés: Opuntia ficus indica, jeunes cladodes, bétalaines, anthocyanes, antioxydant, anti-inflammatoire.

Abstract

This study focuses on the rehabilitation of the Algerian Prickly Pear, through the exploitation of the
pigments; betalains and anthocyanins of its young cladodes which are their source.

The spectrophotometric quantification of betalains and anthocyanins reveals levels of 104.8 and
3.013 mg / 100 g of dry weight. The antioxidant tests of anthocyanins and betalains in vitro, show a chelating
effect (DPPH) IC50values equal to (18.43 and 22.691pg / ml), a ferric iron reducing power (FRAP) expressed
as absorbance from (OD = 0.35 + 0.03) to (OD = 0.091 + 0.07) and a percent inhibition of B-carotene
bleaching at around 37% and 46%, respectively.

The evaluation of the anti-inflammatory activity passes across the protective effect of these pigments
against SBA proteins denaturation, and the rate of prevention of hemolysis of human red blood cells; the
results of which - according to the test - were (15.56% and 66.67%) and (96.67% and 98.67%) for
anthocyans and betalains successively.

The nopals of Opuntia of Theniet lhad-Tissemsilt are endowed with significant pharmacological
antioxidant and anti-inflammatory potentialities, from where the interest increasing by different sectors is
more than deserved.

Key words: Opuntia ficus indica, young cladodes, betalains, anthocyanins, antioxidant, anti-inflammatory.
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