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Introduction générale

Introduction générale

L’utilisation des plantes médicinales par I’homme est une pratique antique, que la
recherche médicale moderne redécouvre aujourd’hui, avec un intérét grandissant dans
differents domaines (El Hachimi F., 2017).

De nombreuses plantes exploitées dont I’Algériec en présente un territoire riche et
vierge toujours méconnu et mal exploité, sont de plus en plus utilisées pour leurs principes
actifs amenant vers des activités médico-pharmaco-cosmétiques diversifiées; anti-
inflammatoires, antioxydants, cicatrisantes, amincissantes et antiseptiques (EI Hachimi F.,
2017).

Le figuier de Barbarie (L Opuntia ficus indi¢a) et toutes ses parties, est un exemple
incontestable de ces plantes a potentiel thérapeutique localement marginalisées, alors qu'il
présente l'objet des projets de développement agricole et des programmes d'aménagement
rural dans d'autres pays (Walali., 1997 ; Arba et al., 2000).

L'intensification et la vulgarisation de son usage chez nous, paraissent comme un
passage inévitable, pour I'extension de ses rles socio-économiques et environnementaux dans
les zones a faible pluviométrie et a hauts risques climatiques (Walali., 1997 ; Arba et al.,
2000).

Les extraits bruts d’Opuntia ficus indica commencent a gagner en importance comme
source potentielle de molécules naturelles bioactives; ils font 1’objet d’étude pour leur
éventuelle utilisation comme alternative pour le traitement des maladies infectieuses, comme
anti-inflammatoires et anti-analgésiques, ou méme pour la protection des aliments contre
I’oxydation (Sohal R. S., 2002).

C’est dans ce sens que s’inscrit notre objectif expérimental, ou nous nous visons a
extraire deux substances actives a partir des jeunes cladodes de la variété inerme du figuier de
barbarie issus de la région de Theniet Elhad (Tissemsilt), avant de s'engager dans des tests
d'évaluation des effets antioxydants et anti-inflammatoires in vitro.

Le recueil theorique sur ce cactus et sur ces métabolites secondaires, présente le
contenu des deux premiers chapitres bibliographiques.

La partie pratique, quant a elle, englobe les expériences menées sur I'extraction et le
dosage des métabolites d'intérét, ainsi que les méthodes d'examination des effets biologiques
antioxydant et anti-inflammatoire. Les résultats obtenus sont analyses et discutés pour

dégager une conclusion générale récapitulant I'essentiel a retenir et les perspectives a prévoir.
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Chapitre I
Généralités sur le figuier de barbarie
(Opuntia ficus Indica).
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Chapitre I: L'Opuntia ficus indica.

I.1. Définition et repartition géographique Opuntia ficus indica

L'Opuntia ficus indica est un cactacée de I'ordre de Caryophyllacées communément
connue sous le nom de poire de cactus, une plante Angiosperme Dicotylédone originaire du
Mexique, largement représenté dans le paysage rural algérien, en plantation plus ou moins
réguliéres, aussi bien dans les régions cotieres que dans les régions continentales (Wallace et
Dickie., 1997; Guzman et al., 2003; Araba et al., 2000; Habibi, 2004; De Wit., 2010)

Ce cactus produit un fruit comestible appelé figue de Barbarie et s’adapte aux
conditions climatiques tropicales, semi-aride a aride suite a sa capacité remarquable de
résister a des périodes de sécheresse prolongées. (Habibi., 2004 ; Lydakis et al., 2005; Al-
Juhaimi., 2012)

I.2. Caractéristiques morphologiques:

Le figuier de Barbarie est une plante arborescente vivace, caractérisée par des tiges
en forme de raquettes plates charnues et ovales pouvant atteindre 3 a 4 metres de haut et un
systeme radiculaire charnu, superficiel et a dispersion horizontale (Scheinvar., 1995;
Fournier., 2011).

a) Les cladodes (la tige):

Les raquettes de couleur verte, appelées cladodes, mesurent 30 a 40 centimetres de
long, sur 15 a 25 cm de large et 1,5 a 3 cm d'épaisseur, elles sont recouvertes d'une cuticule
cireuse (la cutine) qui limite la transpiration de la plante et la protége tout en assurant la
fonction chlorophyllienne a la place des feuilles (Scheinvar., 1995; Fournier., 2011).

Ces cladodes s'unissent les unes aux autres, en formant des sortes de branches
charnues ou ligneuses, dans le temps ou les cladodes de la base, en vieillissant, finissent par

se lignifier pour former un véritable tronc (Scheinvar., 1995; Fournier., 2011).
b) La feuille:

Les feuilles des espéces d’Opuntia sont réduites en épines et il est parfois difficile de
les identifier ou de retrouver leurs cicatrices. Les aréoles qui sont de petite protubérance a la

surface des cactées d’ou émergent les aiguillons ou les soies, portent des épines et des poils
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spéciaux appelés les glochcides. Ces épines sont blanchatres, sclérifiées, solidement
implantées, avec une longueur de 1 & 2 cm, mais il existe des variétés inermes (sans épines)
(Sudzuki., 1995; Fournier., 2011). C'est a partir des tissus méristématiques des aréoles que
se développent les nouvelles cladodes, racines et fleurs (Sudzuki., 1995).

c) Lafleur:

Le figuier de Barbarie donne des fleurs et des fruits en abondance. Les fleurs sont
hermaphrodites, solitaires, larges de 4 & 10 cm et de couleur jaune, orange ou rouge, elles
apparaissent sur le dessus des raquettes en avril,-mai dans les climats tempéres. Leurs sépales,
pétales et étamines sont en nombre indéfini et en disposition spiralée, alors que leur gynécée
est formé par un ovaire inféré constitué de 5 carpelles soudées qui se transforme a maturité en
un fruit comestible (Nerd et al., 1991; Sudzuki., 1995; Fournier., 2011).

d) Le fruit

Appelé figue de Barbarie, ce fruit ornée de petites épines se présente sous la forme
d’une grosse baie ovoide et charnue, dont la peau varie du jaune clair au rouge violacé; et
dont le godt se révele délicieux et subtil. Les fruits sont cueillis fin juillet a septembre, dés
qu'ils deviennent un peu mous, mais dans certaines contrées arides et chaudes, la plante peut
donner des fruits deux fois par an (Fournier., 2011).

e) Lagraine:

Les graines, riches en vitamines et en oligoéléments, conférent de nombreuses

propriétés et c'est a partir d'elles que I'on obtient une huile trés recherchée (Fournie ., 2011).
1.3. Physiologie :

Le figuier de Barbarie est une plante qui a une photosynthése de type CAM
(Crassulacean Acide Metbolism), dont la particularité est de fixer et stocker le CO, pendant la
nuit, car les stomates s'ouvrent uniguement a ce moment ou la température est plus basse que
durant la journée et le taux d’humidité est plus élevé. Une telle stratégie permet d’éviter les
pertes en eau par évapotranspiration qui peuvent avoir lieu le jour et d’optimiser ainsi

I’utilisation d’eau (Stintzing et al., 2005).



CHAPITRE | GENERALITES SUR LES FIGUIERS DE BARBARIE

Figure 01: Le figuier de barbarie et ses parties (cladode, épine, fleur, fruit et graines)
(Habibi., 2004)
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Figure 2: Photosynthése de type CAM ( Goldestien et al , 1991)
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Cette fixation est réalisée par la phosphoénolpyruvate carboxylase (PEP) provenant
de la dégradation de I'amidon et du saccharose produit dans le chloroplaste le jour, elle permet
de former de I'oxaloacétate, qui sera immédiatement réduit en malate, puis stocké dans une
vacuole sous forme d'acide malique, d'ou le nom de plante a métabolisme acide (Goldstein et
al., 1991).

Autrement dit, durant la nuit, le figuier de Barbarie fait "le plein” de CO, sous forme
d'acide malique, mais il ne peut pas le transformer en sucre que durant le jour puisqu'il a
besoin de I'énergie lumineuse pour compléter le cycle de Calvin et accomplir la photosynthese
en entier (Goldstein et al., 1991).

I.4. Utilisations :
I.4.1. Utilisation alimentaire et cosmétique:

» Fruit : connus par leurs teneurs élevées en sucre, minéraux et vitamines, ils sont
produits et vendus a 1’état frais ou transformé : séchés, congelés, en confit, en jus
concentré, vinaigre de jus, en conserve, en miel et alcool (Arba., 2009; RMAP.,
2010).

> Cladode : Les jeunes cladodes tendres et fibreuses sont consommées a 1’état frais,
apres cuisson en tant que légume vert, confiture, cornichon ou confits, leur valeur
nutritive est similaire a celle d’un grand nombre de légumes et feuilles (Stintzing et
Carle., 2005; Arba., 2009). On trouve aussi les cladodes en conserves, les cladodes
au vinaigre, les cladodes en saumure et les frites de cladodes (Arba., 2009).

Le mucilage des cladodes est utilisé dans la fabrication des shampoings, des
assouplissants des cheveux, des cremes dermiques et des laits hydratants (Fernandez
et al., 1990).

» Huile des graines: sa particularité réside dans sa richesse en acides gras insatureés,
stérols et tocophérols. Elle prévient le vieillissement de la peau et sert alors pour la
préparation de creme a usage dermique (RMAP., 2010).

» Production de colorants : Les deux colorants extraits a partir de la figue de barbarie
sont le rouge carmin (acide carminique) produit par 1’élevage des Cochenilles
Dactylopius coccus et Dactylopius opuntia qui sont des insectes hotes de cette plante,
et la betalaine issue de ses fruits rouges ou pourpres (Arba., 2009; RMAP., 2010).
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1.4.2. Vertus pharmaceutiques :

La poudre de nopal et le mucilage ont un effet sur le contréle du sucre et du
cholestérol dans le sang et un r6le amincissant (Frati et al., 1988; Fernandez et al., 1990).

Les fleurs sont des remédes aux maux des reins, au dysfonctionnement de la prostate,
aux douleurs gastro-intestinales et aux coups de soleil, en addition a leur activité de
régulateurs diurétiques (Fernandez et al., 1990)

Les parties végetales du figuier de barbarie sont a l'origine de certains alicaments
sous forme de gélules ou capsules, pour le traitement de I’obésité, de la constipation et des
coliques et la régulation du cholestérol et du transit de I’intestin (RMAP., 2010).

1.4.3. Autres utilisations

En tenant compte du caractére invasif de cette plante, elle constitue des haies vives
qui permettent la fixation des terrains ravinés par les pluies et stabilisent les terres
sablonneuses et sont infranchissables aux animaux sauvages (Fournier., 2011).

Outre, elle fournit un excellent bois de chauffage et une flamme éclairante et ses

résidus constituent un excellent fertilisant (Fournier., 2011).
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Les caroténoides et les alcaloides.
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Chapitre I1: Les métabolites secondaires: Alcaloides et caroténoides.

Dans le monde vegétal, les molécules naturellement synthétisées peuvent étre
classifiées en deux grandes catégories; les métabolites primaires ou les composés qui sont
produits dans toutes cellules de 1’organisme d’une plante et qui ont un caractére nécessaire et
vital a leurs survie (les glucides, les lipides, les aminoacides et les acides nucléiques), et les
molécules qui peuvent étre parfois caractéristiques de certaines familles et/ou especes
végétales et qui ne sont pas indispensables & la survie de la plante; les métabolites secondaires
(Badiaga Mamadou., 2011; Michel., 2011).

Ces derniers peuvent étre classés en plusieurs grands groupes, parmi lesquels, les
polyphénols, les alcaloides, les terpénes et les stéroides sont les plus importants (Michel.,
2011).

I1.1. Les alcaloides
11.1.1. Définition:

Le terme alcaloides provient de «Alkaly-like»; Alcaly signifiant soude, like
signifiant apparence (Bruneton., 1987). La définition admise des alcaloides est celle donnée
par (Winterstein et Trier., 1910): "Un alcaloide est un composé organique naturel, le plus
souvent d’origine végétale, hétérocyclique avec [’azote comme hétéroatome, de structure
moléculaire complexe plus ou moins basique et doué de propriétés physiologiques prononcées
méme a faible dose" (Bruneton J., 1999).

On peut définir l'alcaloide de maniere simple comme une substance organique
d’origine végétale, a caractére alcalin et présentant une structure complexe, leur atome

d’azote est inclus dans un systéme hétérocyclique. (Badiaga Mamadou., 2011).
11.1.2. Classification:

Les scientifiques se confrontent a des difficultés pour classer les alcaloides, bien que
la distinction théorique semble pertinente et se fait en trois genres majeurs; en alcaloides vrai,
en proto et pseudo-alcaloides, dans la pratique elle n’est pas toujours facile a appliquer.
(Badiaga Mamadou., 2011).
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H,CO
CH,

caféine

La (-)-quinine

Figure03 : quelques exemples des alcaloides (Krief., 2003)

Les alcaloides sont classés en fonction de leur origine biosynthétique en:
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1. Alcaloides vrais:

Sont des substances d’origine naturelle, de distribution restreinte, de structure
souvent complexe, azotée (atome d’azote inclus dans un hétérocycle) et de caracteére basique.
IIs existent dans la plante sous forme de sels, ont pour origine biosynthétique un acide aminé
et sont dotées d’une activité pharmacologique significative (Bruneton., 2009).

2. Proto-alcaloides:

Sont des alcaloides qui ne posseédent pas un atome d’azote intra cyclique, ils ont une
structure simple proche des amines (Guignard., 2000).

3. Pseudo- Alcaloides:

Présentent le plus souvent toutes les caractéristiques des alcaloides vrais, mais ne
sont pas des dérivés des acides aminés .Il s’agit dans la majorité des cas, d’alcaloides
terpéniques (Bruneton., 1999). Les alcaloides stéroidaux et les purines sont les représentants

de cette classe Ex : aconitine (diterpénique) (Badiaga Mamadou., 2011).

Cependant, (les amines simples ; peptides, acides aminés, porphyrines alkyl amines

et aryl alkyl amines) ne sont pas considérées comme alcaloides (Bruneton., 1987).

11.1.3. Biosynthese:

Les alcaloides dérivent d’acides aminés : ornithine, lysine, phénylalanine, tyrosine,
tryptophane, histidine, acide anthranilique (Figure 04) (Vercauteren., 2011).

Leur teneur peut donc étre fortement influencée au sein de la plante suivant les sous-
espéeces, la partie de la plante, le climat, 1‘origine, le stade de développement ou encore la
méthodologie employée pour obtenir ces molécules dintérét (BERKOV et al., 2005;
IRANBAKHSH et al., 2006; Michel, 2011; RicARD et al., 2012).

11.1.4. Propriétés physico-chimiques :

Les alcaloides sont des corps de masses moléculaires faibles variables de 100 a
900g/mol, dotés de pouvoir rotatoire et de fonction basique. Cette derniere est un facteur
d’instabilité pour ces molécules qui a 1’état de base et en solution, sont sensibles a la chaleur,
a la lumiére et a I’oxygene (Bruneton., 1999; Facchini et Pierre., 2005; Bruneton., 2009).

Les alcaloides non oxygenés (nicotine), sont des liquides huileux volatils,
fréqguemment odorants, par contre les alcaloides oxygénés sont en général solides, cristallisés,

inodores et de saveur ameére (Ghedjati., 2014).
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Figure 04 : Origine biosynthétique de différentes classes d’alcaloides (Nacoulma., 2012).

IIs peuvent étre fixés sur certains agents adsorbants tels que les charbons actifs ou les
argiles du type bentonite. En outre, ils se combinent avec les acides et forment des sels,
généralement solubles dans I’eau (Fabre et Truhaut., 1961; Badiaga., 2012).

La connaissance de la solubilité des alcaloides et de leurs sels est d’une importance
pharmaceutique considérable. De méme, les procédés d’extraction des alcaloides sont basés
sur la solubilité différentielle dans divers solvants: Les alcaloides bases sont solubles dans les
solvants organiques apolaires ou peu polaires (I’éther, le benzéne et le chloroforme) et les
alcools de titres élevés, mais insolubles ou trés peu solubles dans I’eau. Les alcaloides sels au
contraire sont solubles dans 1’eau et les solvants organiques polaires ainsi que dans les
alcools de titre élevé, tandis qu'ils sont insolubles dans les solvants organiques apolaires
(Bruneton., 1999; Awa., 2003; Bruneton., 2009; Merghem., 2009).

12
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Tableau 01: La solubilité des alcaloides (Vercauteren., 2011)

- Solvants Solvants organiques : ) : :

SR o0 X ! Solvants organiques ! Eau
Milieux - peit polaires (Denetie, . polaires (alcools) |
~~._| éther, dichlorométhane) . '

Milieu basique i E + | Fee
------------------ e e R e e R e e e e e e e S e e i s i i o
Milieu acide | -—- : +/ - . o

+++ : Solubles ;- - - : insolubles ; +/ - : peu solubles

Selon (Ghedjati., 2014), les alcaloides précipitent avec certains réactifs specifiques
appelés « réactifs des alcaloides », dont les plus importants sont les réactifs iodés tels que:
1. Solution neutre de mercuriiodure de potassium ou réactif de Mayer (précipité blanc
jaunatre).

2. Solution acide d’iodobismuthite de potassium ou réactif de Dragendorff (précipité rouge
orange).

3. Solution d’iodure de potassium iodé ou réactif de Bouchardat (précipité brun) (Paris et
Hurabielle., 1981).

Bien qu'ils ont en plus la capacité de se transformer facilement de bases en sels en
jouant sur le pH, les alcaloides bases en solution sont sensibles a la chaleur, a la lumiére et a
I’oxygene.

(Guignard., 2009)

11.1.5. Localisation et répartition des alcaloides:

Les alcaloides se rencontrent surtout chez les angiospermes; mais les
monocotylédones, a I’exception des liliacées, sont pauvres en alcaloides et ils sont tres
répandus chez les dicotylédones (Guignard et al., 1985). Ils sont exceptionnels chez les
bactéries et assez rares chez les champignons et il existe des structures alcaloidiques chez les
animaux (Bruneton., 1999).

La partie dans laquelle les alcaloides s’accumulent n’est pas forcement celle ou ils
sont synthétises, dans le tabac par exemple, la nicotine est produite dans les racines mais
transférée ensuite vers les feuilles ou elle est stockée (Harborne et al., 1995). La répartition
des alcaloides dans les plantes, ce fait difféeremment suivant les especes; par exemple: racine
(Ipéca), feuille (Coca), fruit (Pavot), écorce (Quinquinas), graine (Colchique) ...etc. (Paris et
Hurabielle., 1981).
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Les alcaloides se rencontrent surtout au niveau des épidermes, des laticiféres et de
fagon générale dans tous les tissus en voie de croissance et ils s’accumulent surtout dans les
vacuoles. Concernant leur synthese, celle-ci se fait au niveau du réticulum endoplasmique
(Guignard et al., 1985).

Les alcaloides existent rarement a 1’état libre dans la plante, mais le plus souvent ils

sont combinés a des acides organiques ou a des tanins (Ziegler et Facchini., 2008).
11.1.6. ROle des alcaloides :

A cause de ’amertume et de la toxicité des alcaloides, ils pourraient jouer un rdle de
protection vis-a-vis des prédateurs et des herbivores (Guignard., 2000; Chintapakorn et
Hamill., 2007).

Comme d’autres fonctions, ils pourraient étre des produits d’excrétion du
métabolisme azoté; les alcaloides jouant chez les plantes le role de 1’urée ou de I’acide urique

chez les animaux et pourraient servir de réserves d’azote (Merghem., 2009).

11.1.7. Actions pharmacologiques et emplois:

Les alcaloides sont des molécules trés intéressantes au point de vue biologique car
certaines sont le principe actif de plusieurs extraits de plantes anciennement utilisés comme
médicaments, comme poisons ou encore comme psychotropes (Hess., 2002).

Ils trouvent cependant plusieurs applications pharmaceutiques chez I’homme, anti
tumoraux (taxol), spasmolytiques (papaverine), antalgiques (morphine), vasodilatateurs

(vincamine), émétiques (émétine) et anti arythmiques (quinidine) (Kone., 2009).
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11.2. Caroténoides :

11.2.1. Définition et structure chimique

Les caroténoides sont des pigments naturels liposolubles, synthétisés par les
végetaux et les microorganismes. lls sont responsables de la coloration rouge, orange et jaune
des plantes, des fleurs et des fruits (Jean et al., 2003).

Ce sont en général des tetraterpénoides composés de huit unités isoprénoides (C5)
lices téte-a-queue, dont l'ordre de liaison est inversé au centre de la molécule "queue-a-
queue”, ce qui donne a certains caroténoides une symétrie moléculaire (Figure 05)
(Goodwin., 1980).

Leur structure chimique comporte alors un systéme conjugué de doubles liaisons
(chaine polyeéne) alternées avec des liaisons simples, formant la partie centrale de la molécule
qui constitue le chromophore responsable de I’absorption de la lumiére (entre 400 et 550 nm).
Les électrons de ce systeme conjugué sont délocalisés tout le long de la chaine polyéne, ce
qui confere aux caroténoides leur couleur et leur réactivité chimique (Britton., 1995; Nicol et
Maudet., 2000)).

[

1p = 1soprene group

C,, Carotenoids = 8 isoprene units
ip 1p 1ip ip pi pi pi pi

CH, H, O Lo, 1
Lo o, oy a4,
Center of the
Molecule

Lycopene

Figure 05: Structure des caroténoides (Goodwin., 1980).

15



CHAPITRE |1 LES ALCALOIDES ET LES CAROTENOIDES

Tous les caroténoides peuvent étre considérées comme des dérivés du lycopene
(C4oHsg) par des réactions impliquant: I'nydrogénation, la déshydrogénation, la cyclisation,
I'insertion d'oxygéne, la migration de la double liaison, la migration de méthyle, I'élongation

de la chaine et le raccourcissement de la chaine (Goodwin., 1980; Derbel et Ghedira., 2005).
11.2.2. Classification des caroténoides :

La classification des quelques 700 caroténoides isolés et identifiés se fait suivant
leurs structures chimiques : tout d’abord le nombre d'atomes de carbone qui constitue le
squelette de base, variant de 30 a 50, ensuite la structure linéaire ou cyclique, enfin la
présence des groupes fonctionnels insérés généralement sur les extrémités de la chaine
carbonée. (Stahl et Sies., 2003).

En plus, différentes configurations (cis/trans) (E/Z) sont possibles pour un
caroténoide suivant le nombre de doubles liaisons, mais la forme all-trans est largement
prédominante dans la nature (Stahl et Sies., 2003).

Selon (Stahl et Sies., 2003 ; Rivera et Canela-Garayoa., 2012), on peut les
répertorier suivant leur composition chimique en deux classes :

1. Les carotenes ou les caroténoides hydrocarbonés composés uniquement d’atomes
de carbone et d’hydrogéne (a-caroténe, B-carotene, phytoene, lycopéne, etc.) ou ils sont eux-
mémes classés en caroténes acycliques et carotenes cycliques.

2. Les xanthophylles ou les caroténoides oxygénés qui contiennent en plus de la
chaine carbonée des fonctions époxy, carbonyle, hydroxyle, méthoxy ou acide carboxylique
(violaxanthine, canthaxanthine, zéaxanthine, spirilloxanthine, torularhodine) Ceux-ci sont
sous classés en caroténols et époxy caroténoides.

En outre, les caroténoides peuvent étre classés comme primaires; requis par les
plantes en photosynthése (B-caroténe, violaxanthine et néoxanthine), ou secondaires localisés
dans les fruits et les fleurs (a-caroténe, B-cryptoxanthine, zéaxanthine, anthéraxanthine,

capsanthine, capsorubine) (Lichtenhaler., 1987)
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Figure 06: Structure des caroténoides communs. (Lichtenhaler., 1987)
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11.2.3. Biosynthese des caroténoides:

Leur biosynthése dérive de la biosynthése générale des isoprenoides (Figure 07 et
08). Quelles que soient la matrice, les premiéres étapes de biosynthése sont communes. Les
caroténoides sont biosynthétisés au niveau des plastides a partir de I'acétyl Co-A via
L’isopentényl pyrophosphate (IPP) provenant de I'acide mévalonique (Eldahshan et Singab.,
2013). Les mécanismes de contréle sophistiqués doivent donc exister pour assurer la
production des taux appropriés de ces composes selon la voie métabolique, le stade de

développement et les conditions environnementales (McGarvey et Croteau., 1995).
11.2.4. Propriétés physico-chimiques des caroténoides :
11.2.4.1. La solubilité:

Les caroténoides sont des molécules extrémement hydrophobes qui présentent donc
une faible solubilité dans 1’eau, contre une bonne solubilité dans les solvants organiques tel
que (I’acétone, 1’éthanol, 1’éther diéthylique, le chloroforme, et ’acétate d’éthyle). Les
caroténes, qui sont de fagon générale apolaires sont solubles dans I’hexane, le toluéne et
I’éther de pétrole. En revanche, les xanthophylles telles que la lutéine ou la zéaxanthine sont
des molécules tres polaires, solubles dans le méthanol et 1’éthanol (Rodriguez-Amaya.,
2001; Jomova et Valko., 2013).

La polarité des caroténoides varie d’un pigment a l’autre suivant le groupe
fonctionnel lié aux extrémités de la chaine polyéne, ce qui influence leur interaction avec les
membranes biologiques et diverses molécules (Jomova et Valko., 2013).

La solubilité des caroténoides est influencée, entre autre, par I’interaction avec les
molécules environnantes comme les lipides et les protéines In vivo. Les caroténoides sont
localisés dans les membranes, leur interaction avec les protéines modifie leur polarité,

facilitant ainsi leur transport en milieu aqueux (Britton., 1995)
11.2.4.2. Stabilité et réactivité des caroténoides :

Les caroténoides sont une famille de molécules thermolabiles, sensibles a 1’oxygene,
leurs structures chimiques insaturées les rendent peut stables et tres réactives (Knockaert et
al., 2012; Colle et al., 2013; Lemmens et al., 2013).
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La chaine polyéne des caroténoides est sujette a I’isomérisation des trans-caroténoides en cis-
caroténoides par des facteurs multiples a I'exemple de I'oxydation, la température, 1’exposition
a la lumiere et la présence des halogénes libres et des acides, (Britton., 1995).

mMmva
Stade PICEOEE < ccaamammas l
GGDP
Fformation de @ ~--ccececee--- l
Phytoene
Phytoene
DESaturation - - -—=-— == === == l
Lycopéne
Cyclisation @ - ————— - ___ l
p-caroténe
Hydroxyiation...etc - - - - « - o . - - o l
Xanthophyllies

Figure 07: Stades proposés pour la caroténogénese (Gray., 1987).
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Figure 08: Voie détaillée de biosynthése des caroténoides dans les plantes
(Tanaka et al., 2008).

19



CHAPITRE Il LES ALCALOIDES ET LES CAROTENOIDES

La dégradation oxydative représente; favorisée par la présence d’enzymes et de
métaux, reste la cause principale d'endommagement des caroténoides (Britton., 1995).

Les cis-caroténoides présentent des différences substantielles; dés qu'ils sont
facilement solubilisés, absorbés et transportés par rapport a la linéarité et la rigidité de la
forme trans (De Ritter et Purcell., 1981 ; Britton., 1995).

11.2.4.3. La coloration:

Elle est conférée par les doubles liaisons conjugués qui sont principalement en
configuration trans sous forme étendue, a leur forme naturelle (De Ritter et Purcell.,
1981 ;Britton., 1995).

11.2.4.4. L’activité antioxydante:

Grace a leur longue chaine carbonée polyinsaturée, les caroténoides présentent une
activité anti radicalaire et ils sont particuliérement efficaces comme étant des antioxydants
(Ghedira., 2005). Dans le méme contexte, ils jouent un réle important dans la protection des
membranes cellulaires et des lipoprotéines contre les dommages de la peroxydation (Beutner
et al., 2001 ; Stahl et Sies., 2003). Les caroténoides agissent:

- par neutralisation des radicaux libres:
Les caroténoides (Car-H) neutralisent les radicaux libres (R°) par le transfert
d’hydrogéne, via la réaction suivante (Dutta et al., 2005), la propriété la mieux décrite

est leur capacité a inhiber le radical peroxyle (ROQO°®):

Car-H + ROO° » Car®+ ROOH

- Piégeage de ’oxygeéne singulet.
Les caroténoides sont des piégeurs efficaces de 1’oxygéne singulet en le transformant

en oxygene moléculaire triplet par la réaction suivante (Lee et al., 2004):

'0, + Car » 20, +>Car
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11.2.5. Source et distribution des caroténoides :

Les caroténoides sont le groupe de pigments le plus largement distribué. Ils ont été
identifiés chez des organismes photosynthétiques et non photosynthétiques; chez les plantes
supérieures, les algues, les champignons, les bactéries et au moins dans une espéce de chaque
forme de vie animale. Les caroténoides sont responsables de nombreux brillants couleurs
rouges, orange et jaunes des fruits, des légumes, champignons, fleurs, oiseaux, insectes,
crustacés et truites (Goodwin., 1980; Gordon., 1982; Wong., 1989; Goodwin., 1992; Hari
et al., 1994).

Seuls les microorganismes et les plantes peuvent synthétiser des caroténoides de
novo, ces pigments proviennent chez les animaux de ces deux sources, bien qu’elles puissent
étre modifiées au cours de leur métabolisme pour étre accumulées dans les tissus (Goodwin.,
1980; Rodriguez et al., 2006).

11.2.6. Role et bienfaisance des Caroténoides :

Les caroténoides colorent les fleurs, les graines, les fruits et certains champignons; la
coloration joue un rdle important dans la reproduction puisqu'elle attire les animaux qui
dispersent le pollen, les graines ou les spores (Ootaki et al., 1996).

Dans la photosynthése, les caroténoides jouent plusieurs roles essentiels : ils
contribuent a la collecte de 1'énergie lumineuse, maintiennent la structure et la fonctionnalité
des complexes photosynthétiques et agissent a titre d'agents protecteurs s’occupant des
especes réactives de I'oxygéne et de la dissipation d'excés d'énergie lumineuse (Brack et
Mathis., 2000; Del Campo et al., 2007).

Par ailleurs, les caroténoides sont des précurseurs de la vitamine A (Hurst., 2008).
L’effet bénéfique des caroténoides a été démontré dans des cas de maladies de 1’ceil comme la
cataracte, pour la réduction de I’incidence de maladies associées au syndrome métabolique
(inflammation du tissu adipeux, maladies cardiovasculaires), de certains cancers et certaines
maladies dégénératives telles que et la dégénération maculaire (Allard et al., 1994; Tapiero
et al., 2004 ; Krinsky et Johnson., 2005 ; Stahl et Sies., 2005; Britton et al., 2009 ; Dias et
al., 2009 ; Rock., 2009).

Enfin les caroténoides auraient un réle dans la régulation du systéme immunitaire,

dans la protection de la stabilité génomique et dans la fertilité (Stahl et Sies., 2003)
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CHAPITRE 11 MATERIEL ET METHODES

I11. Matériel et méthodes
111.1. Objectifs :

Les objectifs de notre travail consistent a :
v' Extraire et quantifier les caroténoides et alcaloides inclus dans les jeunes raquettes
du figuier de barbarie (Opuntia ficus indica);
v"Analyser leurs activités antioxydante et anti-inflammatoire par une multitude de

tests in vitro.

I11.2. Lieux et durée d’étude:

Les laboratoires de «technologie alimentaire » et « physiologie végétale » de la
faculté des sciences de la nature et de la vie a l'université IBN Khaldoun-Tiaret—, présentaient
le siege de notre étude expérimentale, durant une période de deux mois et huit jours a compter
du 11 février au 19 Avril 2019.

111.3. Matériel

111.3.1. Matériel végétale:

Les échantillons formés par des jeunes cladodes inermes, enlevées a partir de plusieurs
arbustes vivants de figuier de barbarie de Theniet EI had (Tissemsilt), ont un age inférieur a
03mois, une langueur et une largeur comprises entre 12-20cm et 6-9 respectivement..

Ils subissent en vue de leur conservation, un lavage a I’eau salée 10% (NaCl), suivi d'un

ringage, un séchage et une congélation jusqu’a leur utilisation.

Figure 09: Photo de nos jeunes cladodes provenant de Theniet EI-Had-Tissemsilt.

22



CHAPITRE 11

MATERIEL ET METHODES

111.3.2. Matériel de laboratoire :

Tableau 02: Appareillages, verreries et produits chimiques utilises

Appareillages

Verreries et autres

Produits chimiques

-Balance analytique
-Agitateur magnétique
-Rotavapeur

-Bain mari

-Etuve
-Spectrophotometre (UV-
VIS)

-Réfrigérateur

-Appareil soxhlet

-Verre de montre
-Béchers
-Ballons
-Eprouvettes
-Erlenmeyers
-Barreaux magnétiques
-Tubes & essais
-Fioles jaugees
-Pipettes graduée
-Flacons
-Ampoule

-Micropipette

-HCI

-Acide sulfurique
(H2S0,)

-Acide trichloracétique
-Hexane

-Acétone

-Ethanol

-Chloforme (CHCIy)
-Dichloromethane
(C2H4Cl)
-Amoniaque (NH;OH)
-(FeCls)

-Tween 40

-FeCl,

-NaCl

-B-caroténe
(CaoHse)

-Acide ascorbique
-Eau physiologique
-tampon phosphate
(pH=6,3; pH=6,6;
pH=7,4)

-DPPH

-potassium
hexacyanoferrate
[KsFe (CN) ¢]
-Diclofénac

-Acide linoléique

Soxhlet

Rotavapeur

Figure 10: Montages d’extraction.
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I11.4. Protocole expérimental :
Les differentes étapes de notre expérimentation sont réunies dans le diagramme de la

Figure :

Jeunes cladodes d'Opuntia

Nettoyage

Découpage

séchage (453"C/2 jours)
Broyage

Tamisage (% 0.03 mm)

l

[ Poudre fine ]

B

v v

{ Extraction d'alcaloides J Extraction de caroténoides J

Activité anti-oxvdante

l Activité anti-inflammatoire I

v Dénaturation des protémes

v DPFH
v FEAP
v Blanchissement du b-caroténe,

v Tnhibition de Ihémolyse.

Figure 11: Protocole expérimental suivi.
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111.4.1. Extraction et quantification des alcaloides:

L’extraction des alcaloides totaux a partir d’échantillon sont obtenues par une

extraction liquide-liquide, basée sur la différence de solubilité des alcaloides en milieu acide
et alcalin (Bruneton., 1999):

10g de poudre seche sont alcalinisée par 40ml d’ammoniaque (0.5N) pendant au
moins 8 heures a température ambiante, permettant ainsi aux alcaloides, de passer de
la forme sel en forme organique.

La poudre alcalinisée est placée dans une cartouche en cellulose dans I'appareil de
Soxhlet, qui est monté sur un ballon contenant 250 ml de dichlorométhane. Les
alcaloides sont extraits a chaud sous reflux pendant 3 a 4 heures (au moins 5 cycles
sont nécessaires pour un épuisement total des graines).

A I’issue de cette opération, 1’extrait brut est passé a la purification par trois extraction
successives par une solution de 150ml d’acide sulfurique (0.5N), les trois fractions
sont reprises dans une ampoule a décantation, puis alcalinisées jusqu’a pH 9 par I'ajout
de quelques ml d’ammoniaque (0.5N).

Nous épuisons ensuite la solution par trois volumes de 150ml de chloroforme, en
agitant doucement 1I’ampoule a chaque fois.

Nous récupérons les trois fractions organiques dans un Erlen Mayer, pour les
déshydrater par filtration sur papier filtre soutenant du sulfate de sodium anhydre.
L’extrait recueilli est évaporé par rotavap a 40°c a pression réduite jusqu'a évaporation
totale du solvant, le résidu sec obtenu représente les alcaloides totaux qui seront peses,

reconstruit dans le chlorofome et conservés a I'abri de la lumiére et la chaleur.

111.4.2. Extraction et quantification des caroténoides:

La méthode de (Sass-kiss et al., 2005) a été adoptée pour extraire les caroténoides.

4g de poudre de cactus ont éte homogéneisés avec 10ml de meélange de solvants

(hexane/acétone/éthanol) (1:2:2;v/v/v) pendant 15min, avant d'étre centrifugé a 5500rpm a

4°C/15 min. La couche supérieure d’hexane, contenant le pigment est ensuite Séparée.

La détermination des carotenoide totaux a été effectuée sur un aliquote de I’extrait

d’hexane en mesurant 1’absorbance a 430 nm. Les résultats ont été exprimés en mg

d’équivalent B-carotene pour 100 g
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Figure 12: Extraction des alcaloides des jeunes cladodes (Bruneton., 1999).
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Figure 13: Extraction des caroténoides des jeunes cladodes (Sass-kiss et al, 2005)
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I11.5. L activité anti-oxydante:

Afin de s'engager dans les analyses de l'activité biologique, antioxydante et anti-
inflammatoire, nous préparons une série de dilutions de I'ordre de 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 et 1/32 de

I'extrait mere pour chaque métabolite testé.
111.5.1. Test DPPH:

Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (a,a-diphényl-p-picrylhydrazyl)
qui posséde un électron non apparié sur un atome de son pont d’azote, est I’un des premiers
radicaux libres utilisés pour étudier la relation structure-activité antioxydante.

La mesure de ’efficacité d’un antioxydant se fait en mesurant la diminution de la
coloration violette due a une recombinaison des radicaux DPPH (appairage de I'électron
libre), mesurable par Spectrophotométrie a (A=515-517nm) (Cristina et al., 2009). Le
mécanisme est récapitulé dans la réaction suivante (Guimaraes et al.. 2010):

DPPH+AH —DPPH-H+A-

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

Figure 14: Structure chimique de DPPH (Cristina et al., 2009)..

A. Mode opératoire

1ml de la solution éthanolique de 0,06 mM de DPPH, est mélangé dans un tube a essai
avec 1ml de chaque concentration de I'extrait. Les tubes sont incubés 30 min a 1’abri de la
lumiere a température ambiante et I’absorbance est lue a (A=517 nm) contre un blanc qui
contient de I’éthanol pur. Les mémes opérations sont répétées avec l'acide ascorbique (control
positif)
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B. Expression des résultats

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

(Abs Control - Abs Extrait)
Abs Extrait

% Inhibition =

La valeur de la CI50 exprime ensuite le pourcentage d’inhibition; c'est la
concentration d’extrait nécessaire pour réduire 50% du radical DPPH. Elle est calculée pour
chaque extrait par la méthode de régression linéaire a partir de la courbe [% inhibition = f

(concentrations)].

111.5.2. Dosage du pouvoir réducteur « FRAP »:

Ce test basé sur I’oxydoréduction, mesure 1’aptitude des antioxydants présents dans
les extraits & réduire le fer ferrique (Fe**) du complexe ferricyanure [FeCls/KsFe(CN)g] en fer
ferreux (Fe®"), qui donne une coloration bleue-verte proportionnelle au pouvoir réducteur de
I’extrait (Ribeiro et al., 2008 ; Guimaraes et al., 2010).

A. Méthode de dosage

Nous utilisons le protocole décrit par (Oyaizu., 1986). Dans un tube a essai contenant
200ul de solution d’échantillon a différentes concentrations, nous ajoutons 500ul de tampon
phosphate (0,2M : pH 6,6) puis 500ul de potassium hexacyanoferrate ([KsFe(CN)g] 1% dans
I’eau distillée).

L’ensemble est chauffé a 50°C au bain marie pendant 20 min avant d'additionner
500ul d’acide trichloracétique (10%) et centrifuger a 3000rpm/10minutes.

Nous transférons ensuite 500ul de surnageant dans un autre tube auquel, pour les
mélanger avec 500ul d’eau distillée et 100ul de FeCls (1%) fraichement préparé dans de 1’eau
distillée. Le blanc et le contrdle positif sont préparés dans les mémes conditions en

remplagant I'extrait par le méthanol et I’acide ascorbique respectivement.
B. Expression des résultats

La lecture de I’absorbance du milieu réactionnel se fait a (A=700 nm) par (UV-VIS

spectrophotometre) calibré par un blanc semblablement préparer (méthanol). Une
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augmentation de l’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des
extraits testés.

111.5.3. Test de blanchissement de la -carotene:
A. Méthode de dosage

L’émulsion (B-caroténe /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 complétement évaporé a 40°C avec le rotavapor, par la
suite 100ml d’eau distillée saturée en oxygeéne sont ajoutés, 1’émulsion résultante est agitée
vigoureusement.

2,5 ml de cette émulsion sont ajoutés a 100 ou 150ul de solution d'alcaloides ou
caroténoides a 100pg/ml, et d’antioxydant de référence (acide ascorbique) a la méme
concentration. L'ensemble est chauffé 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 des extraits, de l'acide ascorbique et du
méthanol est suivie a (A=490 nm) a des intervalles de 15 min 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-AE120)/(ACo-AC120)]
AVEC:

AEj : Absorbance a 490 nm d’échantillons testés a t = 0 min.
AE 15 : Absorbance a 490 nm d’échantillons testés a t = 120 min.
AC, : Absorbance a 490 nm du contrdle at =0 min.

AC15 : Absorbance a 490 nm du contrdle a t =120 min.

111.6. Activité anti-inflammatoire

111.6.1. 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 caroténoides ou alcaloides de cladodes a

250 pg/ml.
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- 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 distillée.
- Lasolution 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 diclofinac sodium (250 pg/ml).
Le pH des solutions a été ajusté a 6,3 par une solution d’HCl (1N), et l'incubation
commence a 37°C/20 min, la température était ensuite augmentée puis maintenue a 57°C/3
min. La solution phosphate buffer saline (pH=6,3) a été ajouté aux solutions apres

refroidissement des tubes en raison de 2,5ml.

B. Expression des résultats
L’absorbance a été lue a (A=416nm) par le spectrophotométre UV visible, et le

pourcentage d'inhibition de la dénaturation des protéines a été calculé par la relation:

R D.0 selution dressai — D.O control
Inhibitione = 100 - x 100
D.0 control

D.O: densité optique.
Le controle représente 100% des protéines dénaturées; et les résultats sont comparés
avec le diclofinac sodium (250ug/ml).

111.6.2. Inhibition de I'effet hémolytique sur les globules rouges:

a. Prélevement du sang humain et préparation de la suspension des globules
rouges humains:

Le sang frais prélevé des volontaires (20-45 ans) n’ayant pas pris de médicaments
anti-inflammatoires, durant les deux dernieres semaines, est partagé dans des tubes
héparinisés d'environ 6ml/tube.

Les échantillons sont ensuite centrifugés a 3000rpm/10 min, dans le but récupérer le
culot de globules rouges. On le lave trois fois avec de I’eau physiologique, jusqu’a I’obtention
d’un surnageant clair, en centrifugeant a chaque fois a 3000rpm/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.
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b.  Evaluation de Deffet des caroténoides et des alcaloides des jeunes cladodes

d'Opuntia ficus indica sur la stabilisation de la membrane des globules rouges:

On vise par ce protocole a évaluer D’effet protecteur de nos extraits sur les
membranes des érythrocytes soumis a une hémolyse par une solution hypotonique associée a
une température éleveée, selon le protocole de (Ganesh Gadamsetty et al., 2013).

A. Méthode de dosage:

Dans des tubes a hémolyse, 0.5 ml d’extraits meres des cladodes (caroténoides ou
alcaloides) du figuier de barbarie concentré a 260ug/ml ou de leurs dilutions, sont mélangés
avec 1.5 ml du tampon phosphate (0.15 M, pH 7.4) et 2 ml de la solution hyposaline (Na Cl a
0.36%) puis incubés, a 37 °C/20 min.

En second lieu, chaque tube recoit un volume de 0.5 ml de la suspension des
érythrocytes (10%), enchainé d’une incubation, a 56 °C pendant 30 min. La réaction est
arrétée en plongeant les tubes dans 1’cau froide pendant 20 min, ils seront ensuite centrifugés
pendant 5 min a 3000 rpm.

Le contrdle négatif contient de I'eau physiologique a la place des extraits, alors que le
diclofenac et avec les mémes concentrations que 1’extrait, est utilisé comme molécule de

traitement anti-inflammatoire standard.

B. Expression des résultats:

La lecture d’absorbance du surnageant est faite a (A=560nm), a 1’aide d’un

spectrophotometre et le pourcentage d’hémolyse a été calculé selon 1’équation suivante :

[Ac-At)
Ac ’

100

Inhibition de I’hémolyse ) =

Ac : Absorbance de controéle;
At : Absorbance de I’échantillon (test).

I11.6. Analyse statistique:

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

Le test t de Student est utilisé pour évaluer la signification des effets des différentes
concentrations des caroténoides et alcaloides testé in vitro. La différence est considérée

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

IV.1. Rendement d’extraction:

Nous avons utilis¢ la technique d’extraction par solvant afin d’extraire les
biomolécules d'intérét (Caroténoides et Alcaloides) depuis les jeunes cladodes de figuier de
barbarie (Opuntia ficus indica). Selon (Robards., 2003), la dite technique est la plus utilisée
et donne un rendement maximal. Le Tableau 03 rassemble les informations recues sur les

rendements d'extraction pour les deux métabolites:

Tableau 03: Rendement d’extraction des Caroténoides et Alcaloides des jeunes cladodes
d'Opuntia ficus indica.

Concentration dans Rendement
I'extrait (mg/ml) (mg/100g poids sec)
Caroténoide 4.47 1369
Alcaloide 574 574

Les caroténoides sont alors présents a une teneur de (4.47 mg/g P.S), un taux plus
importants que celui trouvé par Jaramillo-Flores et al., (2003) qui est 229 pg/ g de poids
sec total dont le profil dans les cladodes d'Opuntia est partagé en a-cryptoxanthine (20%), B-
carotene (36%) et lutéine (44%). Selon le méme auteur cette valeur s'éléve avec le traitement
thermique.

La variation de la teneur des caroténoides dépend peut étre de la variété de la plante a
I'image de ce qui a été remarqué pour les fruits avec 0,17 mg / 100 g pour les fruits verts a
2,65. mg éq.p-carotene/100g avec le cultivar orange. (Kuti., 2004; Chougui et al., 2013). La
région de récolte affecte aussi la présence de ces molécules; elles passent de (1,50ug/100g)
pour le fruit de (Sicile) a (1.77mg éq.p-carotene/100g ) . (Tesoriere et al., 2004 ; Chougui
etal., 2013).

A propos de alcaloides, le résultat est de 57,4 mg/100g P.S confirmant ainsi leur
présence. Ces intéressantes molécules, a cété d'autres ont été isolés a partir de ce cactus
(Valente et al., 2007)

La richesse du sol en matieres organiques et son pH (surtout alcalin), sont deux
paramétres qui influencent considérablement la production des alcaloides dans la plante

(Demeyer et Dejaegere., 1995 ; Demeyer et Dejaegere., 1997).
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Extrait d’Alcaloides Extrait des caroténoides

Figure 15: Photos des extraits d 'Opuntia ficus indica

IV.2. Activité antioxydant

IV.2.1. Test DPPH :

Le radical DPPH est I'un des substrats les plus utilisés généralement pour
I’évaluation rapide et directe de 1’activité antioxydante en raison de sa stabilit¢ en forme
radicale et la simplicité de ’analyse (Bozin et al., 2008).

L’activité antioxydante est déterminée par la diminution de I’absorbance d’une
solution alcoolique de DPPH a (A= 517 nm), qui est due a sa réduction a une forme non
radicalaire DPPH-H par les antioxydants (AH) donneurs d’hydrogénes présent dans 1’extrait
végétal (Maisuthisakul et al., 2007 ; Da Silva Pinto et al., 2008).

En voyons I’allure des trois courbes, nous concluions qu'il y ait une proportionnalité
entre la capacite inhibitrice des extraits et leurs concentrations, c'est un effet dose-dépendant.

La capacité antioxydante des différents extraits a été déterminée a partir de la
concentration nécessaire pour réduire 50 % du radical DPPH (IC50). Plus la valeur d’IC50 est
petite, plus ’activité de I’extrait testé est grande (Pokorny et al., 2001).

Nous remarquons que l'acide ascorbique est le plus efficace contre le radical DPPH
avec un chiffre de 0.103mg/ml, les deux extraits ont une influence semblable avec 3.48mg/ml

et 3.38mg/ml pour les caroténoides et les alcaloides successivement.
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Figure 16. Inhibition caroténoide en fonction de concentration.
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Les investigations ont mené vers une corrélation entre la présence des caroténoides et
le potentiel antioxydant (Monica. R et al., 2018).

Pour une autre plante, les alcaloides totaux ont montré une bonne capacité a piéger le
radical DPPH pour une gamme de concentration allant de O pg/ml a 200 pg/ml, son 1C50 de
I’extrait des alcaloides totaux est de 69 pg/ml (Sahli et Zaidi.,, 2017 ; Iwasa et ses
Collaborateurs. 2001), ont démontré que la capacité a réduire le DPPH par des alcaloides est
supérieure a celle de I’a-tocopherol (vitamine E) & une concentration de 250pug/ml.

Tableau 04: Valeurs des IC50 trouvées pour les deux extraits et I'acide ascorbique.

IC50 (mg/ml)
Acide ascorbique 0.103+0.025
Caroténoides 3.48+0.94
Alcaloides 3.38+0.67

Le mécanisme de la réaction entre I’antioxydant et le DPPH, comme [I’effet
antioxydant d'une maniére générale, dépend de la conformation structurale de I’antioxydant
(Al-sobarry., 2012; Park et al., 2001; Rodriguez-Bernaldo et al., 2010).

Il est établit que la structure des carotenoids modifie fortement leurs activité
antioxydante; par exemple, canthaxanthine and astaxanthine montre un meilleur effet
antioxidant que l'a-carotene ou la zeaxanthine (Delgado et al., 2000). Cependant, 1’effet
scavenger des caroténoides sur les radicaux libres dépend de la présence des groupements OH
libres (Delgado et a.l, 2000).

Il est important de noter que plusieurs facteurs influencent 1’activité anti-radicalaire
des alcaloides; une N-méthylation, une méthylation des groupements «OH> en positions C6 et
C7 ou une oxydation réduit ou détruit 1’activité anti-radicalaire de la molécule (Rackova et
al., 2004).

1VV.2.2. Test de FRAP:

L'activité anti oxydante des deux extraits a été évaluée en utilisant la méthode FRAP.
En plus de sa simplicité, rapidité et reproductibilité, elle est universelle et applicable aussi
bien chez les plantes que les plasmas et dans les extraits organiques et aqueux (Li etal.,
2008).

La présence des réductants dans les extraits provoque la réduction de fer

Fe3+ complexe ferricyanide a la forme ferreux, qui peut étre évalué en mesurant et en
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surveillant I'augmentation de la densité de la couleur bleu vert dans le milieu réactionnel a (A=
700 nm) (Amarowicz et al., 2004).
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Figure 19: Evaluation de ’activité antioxydant des extraits par méthode de FRAP

(Cm=concentration mere).

D’apreés la courbe de la Figure 19, on constate une augmentation de lI'absorbance au
fur et a mesure que la concentration augmente. Quoique, cette augmentation varie selon la
substance choisie, et quand elle atteint un maximum de (D.O= 0.818+0.13) pour l'acide
ascorbique, elle ne dépasse pas les (D.0=0.463+0.17) pour les caroténoides et pour les
alcaloides (D.0=0.222+0.09).

Les résultats présentés par (Sahli et Zaidi., 2017 ; Bentabet et al., 2014) sur les
alcaloides sont meilleurs que le notre touchant des absorbances beaucoup plus supérieures,
mais en contrepartie, ces chercheurs ont aussi trouvés que le pic de l'activité reductrice des
alcaloides reste inferieur au standard employé a la méme concentration.

Le pouvoir réducteur faible des caroténoides dans cette étude est en entente avec les
travaux de (Mueller et Boehm., 2011). Mais a l'opposé de ce constat, ces chercheurs ont
remarqué étonnamment que la décomposition du B-carotene en ses métabolites a entrainé une
augmentation significative (p <0,05) de son activité réductrice ferrique, ou ils ont expliqué le
phénomene par I'apparition d'un cycle.

B-ionone contenant un groupe fonctionnel oxygéné, entrainant une augmentation

significative de l'activité¢ de réduction. Ce cycle est non substitué¢ a I’origine, et il n'apparait
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qu'apres le clivage de BC en ses métabolites. Ces métabolites présentaient des valeurs de
FRAP supérieures de 25% a celles de 'a-tocophérol (Mueller et Boehm., 2011).

La capacité réductrice d’un composé est un indicateur significatif et proportionnel de
son potentiel antioxydant (Yildirim et al., 2001; Jeong et al., 2004 ; Sang et al., 2008).
Néanmoins, il faut noter que la nature et la concentration des antioxydants contrdlent
I’intensité de ce pouvoir réducteur, la position et le nombre de hydroxylations interviennent
dans cette propriété (Sahli et Zaidi., 2017).

IV.2.3. Blanchissement de -carotene :

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

En analysons nos résultats illustrés dans la Figure 20, on trouve que I’absorbance a
(A=490nm) de toutes les solutions préparées, diminuent en fonction du temps. La régression
est trés claire particulierement pour I'extrait d'alcaloides et le contrble négatif ou la densité

optique mesurée s'est abaissée considérablement.
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Figure 20: Absorbance des deux extraits, de I’acide ascorbique et du méthanol en fonction de

temps.
L'acide ascorbique s'avere I'antioxydant le plus efficace (31.02% de protection), suivi

de facon moins importante par les caroténoides (24.56% d'inhibition de I'oxydation), alors
qu'en absence d’antioxydant (contrle -) ou en présence d'alcaloides, le déclin est tres

remarqué pour arriver a des D.O =0.09 et 0.061 de suite.
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Un extrait qui inhibe le blanchissement du f-caroténe peut étre décrit comme un
piégeur de radicaux libres et comme un antioxydant primaire (Liyana pathirana et al.,
2006). Toutefois, plusieurs facteurs semblent moduler I’inhibition de 1’oxydation de 1’acide
linoléiqgue a savoir la nature liposoluble ou hydrosoluble des antioxydants et leur
concentration (Haddadi., 2005).

Le p-carotene et les caroténoides en général, ont un effet antioxydant lié
principalement a une réaction avec les radicaux libre péroxyls (ROO®) capables d'enlever un
atome d'hydrogéne a chaque position de la chaine polyene des caroténoides (Krinsky et
Johnson., 2005). Les caroténoides peuvent empécher la phase de propagation de la
peroxydation lipidique et protéger ainsi les acides gras de 1’oxydation, en s'offrant entant que
substrat de peroxydation (Levin et Mokady., 1994).

Plusieurs études ont montré que les caroténoides possédent un grand pouvoir
antioxydant et peuvent empécher I’oxydation des lipoprotéines humaines (Ahuja et al., 2006
;Yang, et al, 2010). Ces recherches ont indiqué aussi que la caroténoides inhibe
potentiellement différentes peroxydations lipidiques, piege directement les différents
radicaux, et empéche I'accumulation des espéces actives de I'oxygéne (Kogure et al., 2002).

Les alcaloides sont les moins efficaces dans la protection des lipides, une observation
probablement justifiée par les études menées par (Pérez et al., 2003) ainsi que (El mastas et
ses collaborateurs., 2006), qui montrent qu’a des concentrations tres élevées et a des temps
trés avanceés les alcaloides ne se comportent plus comme des antioxydants mais comme des «

pro-oxydants » (transporteurs d’oxygene) (Shahid et Bhanger., 2006).

1V.3. Activité anti-inflammatoire

IVV.3.1. Effet sur la dénaturation des protéines :

La dénaturation des protéines est parmi les causes de I’inflammation, dont elle
consiste a 1’altération des liaisons électrostatique, hydrogeéne, hydrophobe et disulfure qui
maintiennent leur structure tridimensionnelle et conduit peut étre a la production d’auto-
antigénes in vivo (Gbohaida et al , 2015; Dhan et al., 2014). L'inhibition de cette voie est
prouvée comme étant I'un des mécanismes d'action des anti-inflammatoires non stéroidiens
(Lanneau D., 2010).

Cette technique était utilisée par plusieurs chercheurs dans le but d'évaluer 1’effet
inhibiteur de différents extraits de plantes sur 1’activité anti-inflammatoire in vitro (Leu et
al.,2008; delgada et al., 2000)
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Il ressort que la solution standard, pour une concentration de (250 pg/ml), dispose
d'un pouvoir d’inhibition de dénaturation de SBA important avec (91.12%), comparativement
aux deux extraits; Alcaloides (46.67%) et Caroténoides (17.77%).

100 -
91.12

46.67

Inhibition de dénaturation de SBA(%0)
L
=)

Caroténoide Alcaloide Solution standard (Declofinac)

Figure 21: Taux d’inhibition de la dénaturation de BSA par les extraits et le diclofinac.

L'étude de (Puspal et al., 2017) a révélé que les alcaloides parmi d'autres composés
bioactifs ont une propriété anti-dénaturation des protéines significative.

La présence de ces molécules phytochimiques peut aider a éliminer les isoméres
conformationnels hétérogenes hautement nocives, dérivés de protéines dénaturées chez
I'nomme (Puspal et al., 2017).

Cependant, en tant qu'antioxydants efficaces et a faibles concentrations, les
caroténoides stoppent cette dénaturation par le biais d'empéchement de I'agrégation ou de la
dégradation des protéines. A l'inverse, ils ont des effets indésirables lorsqu'ils sont

consommés a forte dose (Sen Guptal et Ghosh., 2013).

1V.3.2. Test d’inhibition de I’hémolyse :

La ressemblance de la membrane du lysosome avec celle du globule rouge, assure la
possibilité d'emploi du test de stabilisation de la membrane comme modeéle pour examiner
I’efficacité anti-inflammatoire des extrais de plantes, via 1’exposition des érythrocytes a une
solution hypotonique, ainsi qu’a une température élevée (Reshma et al., 2014 ; Oyedapo et
al., 2015).
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L’effet hémolytique d’une solution hypotonique est li¢ a une accumulation excessive
de liquide dans la cellule, ce qui aboutit a la rupture de la membrane et provoque la libération
de I’hémoglobine et d’autres composants internes dans le fluide environnant (Habibur et al.,
2015 ; Labu et al., 2015).

Tandis que les agents anti-inflammatoires stéroidiens montrent leurs actions par
I'inhibition de I'enzyme cyclooxygénase qui induit la conversion de I'acide arachidonique en
prostaglandines (PG) Les médicaments non stéroidiens (AINS) agissent en soit en restreignant
ces enzymes lysosomales, soit en provoquant une stabilisation du membranes lysosomales
(Shirwaikar et al., 2011; Chippada et al., 2011).

Apres l'interprétation du graphe de la Figure 22, on peut voir un effet positif dans
I'inhibition de I'némolyse des hématies pour les trois solutions testées, avec une alternance
dans les intervalles defficacité en fonction de la concentration. Les alcaloides et les
caroténoides affichent des taux max pour les concentrations faibles (de 8.125 a 32.5ug/ml),
pour s'incliner ensuite en terme d'efficacité, en faveur du diclofénac qui est au top pour des
doses de (65-260 pg/ml).

La meilleure activité est enregistrée pour les alcaloides avec 52.38%, suivi par le

standard 48.97% et les caroténoides 48.29% consécutivement.

60 - M Alcaloides M Caroténoides ™ Diclofénac

50

40

30

20

Inhibition d'hémolyse %

10

8.125 16.25 32.5 65 130 260

Concentration pg/ml

Figure 22: Taux d’inhibition de I’hémolyse des globules rouges par les extraits et le
diclofénac.
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Les caroténoides (exp: o et B-carotene) protégent partiellement ou totalement les
cellules intactes contre la peroxydation des lipides membranaires induite par un oxydant, et
I'effet protecteur est indépendant de I'activité de la provitamine A (O'Sullivan et al., 2007).
Des découvertes récentes suggerent que la position et I'orientation des caroténoides dans la
membrane sont des facteurs importants pour déterminer leur efficacité relative dans la
protection contre les radicaux libres (Britton et al., 2009).

Les caroténoides peuvent interagir dans les solutions et les assemblages lipidiques
organisés tels que (les micelles, les liposomes, les émulsions et les lipoprotéines). L'un des
mécanismes proposes dans leur activité protectrice des membranes est la régénération de
certains antioxydants par d'autres (Palozza et al., 2009; Gouranton et al., 2011). Il implique
des transferts d'électrons ou d'atomes d'hydrogéne entre des antioxydants répartis entre les
phases aqueuse et lipidique, via des antioxydants situés a l'interface. Par exemple, dans les
membranes, le lycopéne ou le p-carotene prolonge de maniére significative l'activité
antioxydante de la xanthophylle "zéaxanthine™ en réduisant son radical (Borel., 2005).

Pour les alcaloides, et malgré que plusieurs études comme celle de (Sparg et al.,
2004 ; Fiot et al., 2006) ont montré qu'ils possederaient des propriétés anti-inflammatoires,
les informations concernant leur effet de préservation envers la membrane sont encore tres

limitées.
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CONCLUSION GENERALE

Conclusion

Les plantes médicinales est une source fiable des principes actifs connus par leurs
propriétés thérapeutiques, et suscite un renouveau d'intérét de plus en plus important.

Dans ce travail, nous vison a la mise en exergue de ces aptitudes thérapeutiques des
jeunes cladodes de figuier de barbarie; une partie végétale, assez spéciale pour ses adaptativités
morpho-physiologique et métabolique, provenant d'une plante abondante localement mais trés en
retrait en terme de valorisation malgré son vaste domaine d'applications.

On a constaté a la fin de ce travail, que les jeunes raquettes contiennent des quantités
appréciables en caroténoides et alcaloides. Ces métabolites et suite a leur évaluation en tant
gu'antioxydant ont prouvé une efficience variable selon la méthode utilisée; ils sont moyennement
efficace comme scavengers de radicaux libres en DPPH. Par la suite, les caroténoides surpassent
des alcaloides en matiere du pouvoir réducteur et inhibition de la lipo-oxydation, ou ils ont donnés
des résultats trés considérables.

Or, la mise en épreuve d'anti-inflammation des deux extraits a permis de se tenir de
I'efficacité alcaloidale plus ou moins intéressante contre la dénaturation des protéines, avec une
bonne avance sur les caroténoides. Le méme acte protecteur et avec le méme ordre a été noté pour
la stabilisation des membranes en lutte anti-hémolytique, les alcaloides sont les meilleurs vis-a-vis

I'inflammation.

En perspectives, il est souhaitable de réaliser:

- Des tests d'innocuité des alcaloides de I'Opuntia, mauvaisement réputés par leur
toxicité a forte dose.

- Une caractérisation chromatographique, par RMN ou toute autre technique
développée, dans le but est de découvrir des caroténoides et alcaloides attribués a
I'Opuntia Algérien, y compris leur structure et composition moléculaire.

- Plus de tests in vitro sur les mémes activités biologiques et sur d'autres activités
thérapeutiques : I'anticoagulation, cicatrisation ......

- Des études in vivo, si les étapes précédentes s'avérent vraiment prometteuses et
suffisamment claires concernant le mécanisme d'action de ces biomolécul
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Résumé.

Les substances naturelles issues de I'opuntia ficus indica disposent des intéréts multiples mis a profit
dans le domaine pharmaceutique. La recherche actuelle porte sur 1’étude des activités biologiques des
caroténoides et alcaloides provenant des jeunes cladodes de figuier de barbarie Algérien.

La quantification des caroténoides et alcaloides par spectrophotométre montre qu'ils sont présents a
une teneur de 1.369 et 0.574 g/100g poids sec de suite. L'estimation de l'activité antioxydante de ces
biomolécules illustre que les caroténoides sont de loin les meilleurs par rapport aux alcaloides; malgré qu'ils
piegent semblablement le DPPH ou elles nécessitent une IC50 de 3.48mg/ml et 3.38mg/ml, leur pouvoir
réducteur FRAP excede les alcaloides avec une absorbance (D.0=0.463+0.17) contre (D.0=0.222+0.09)
respectivement, et ce de méme pour la contradiction du blanchiment du b-caroténe atteignant (24.56%
d'inhibition) par rapport a une absence totale d'effet chez les alcaloides.

Cette image s'est renversée pour I'effet anti-inflammatoire, puisque les alcaloides et les caroténoides
ont, consécutivement, un pourcentage de protection des protéines SBA contre la dénaturation égale a (46.67%0)
et (17.77%), cOtoyé avec un effet anti-hémolytique de 52.38% et 48.29%.

Ces résultats jugent que la remédiation traditionnelle par les jeunes cladodes d'Opuntia peut se
bénéficier de I'ampleur scientifique, pour étre reconsidéré thérapeutiquement et médicalement.

Mots clés: Figuier de barbarie, jeunes cladodes, Alcaloide, Caroténoide, Antioxydant, Anti-inflammatoire.
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Abstract

Natural substances from Opuntia ficus indica have multiple interests in the pharmaceutical field.
Current research focuses on the study of the biological activities of carotenoids and alkaloids from young
cladodes of Algerian prickly pear.

The quantification of carotenoids and alkaloids by spectrophotometer shows their presence at a
concentration of 1.369 and 0.574 g/ 100 g dry weight in succession. The estimation of the antioxidant activity of
these biomolecules illustrates that carotenoids are by far the best compared to alkaloids; although they similarly
scavenge DPPH where they require an IC50 of (3.48mg / ml and 3.38mg / ml), their FRAP reducing power
exceeds the alkaloids with an absorbance of (OD = 0.463 + 0.17) against (OD = 0.222 + 0.09) respectively. The
same observation was made for the prevention of bleaching of B-carotene reaching (24.56% inhibition)
compared to a total absence of effect in alkaloids.

This ascertainment was reversed for the anti-inflammatory effect, since the alkaloids and the
carotenoids have, consecutively, a percentage of protection of the proteins SBA against the protein BSA
denaturation equal to (46.67%) and (17.77%), beside their anti-hemolytic effect going to (52.38% and 48.29%).

These results show that the traditional remediation by the young cladodes of Opuntia can benefit from
this scientific ground, to be reconsidered therapeutically and medically.

Key words: Barbary fig, young cladodes, Alkaloid, Carotenoid, Antioxidant, Anti-inflammatory.




