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RESUME

Le figuier de barbarie (Opuntia ficus-indica.) est une plante fruitiere qui présente de
nombreuses potentialités écologiques, socio-économiques et industrielles. Ainsi, elle
constitue une source prometteuse de pigments bétalaines naturels dont le pouvoir
antioxydant leur procure une place importante parmi les colorants alimentaires, Cependant,
son exploitation au niveau national reste tres limitée.

L’objectif du présent travail est 1I’étude de I’influence des conditions expérimentales sur la
stabilité des pigments dans les jus de figues de barbarie en utilisant la méthodologie de la
recherche expérimentale.

Dans un premier temps, une caractérisation morphologique de son fruit puis une étude

physico-chimique détaillée ont été réalisées. Ensuite, nous avons évalué les activités

antioxydantes et anticancéreuses des différents extraits préparés a partir des fruits de cactus

au niveau de huit régions de provenance représentatives du Maroc. Enfin, afin de

comprendre le comportement du jus d’opuntia ficus indica (O.F.I), nous avons réalisé une

étude rhéologique.

Les résultats obtenus montrent que le jus extraits de ces fruits représentent une source riche
en sucres, en polyphénols et en bétalaines. Le tracé des surfaces de réponses révele
I’existence d’un taux de rétention maximal de Betaxanthin de I’ordre de 79% pour une

température de 76°C, un temps de 16.20 min et un pH (eau/pulpe) de 5.76.

La solution étudiée montre un comportement cisailler - amincissant. Nous avons également
observé une diminution de la viscosité effective avec la température, ce qui indique un

comportement thermo-dépendant d’un tel jus.

Mots clés : Figue de barbarie, Opuntia ficus-indica, bétalains, jus, composition physico-
chimique, pigments, stabilité, méthodologie de la recherche expérimentale, comportement

rhéologique, taux de cisaillement.



ABSTRACT

Prickly pear (Opuntia Ficus Indica. L.) is a fruit plant, which presents numerous ecological,
socio-economic and industrial potentialities. Hence, it constitutes a promising source of
natural betalain pigments in which the antioxidant power procures an important place
among limentary colorants. However, its exploitation on the national level is still very
limited.

The objective of this work is the study of the influence of experimental conditions on the
stability of pigments in prickly pears juice using the methodology of experimental research.

First, a morphological caractérisation of its fruit and detailed physic-chemical study were
realized. After that, we have evalued the antioxidant and anticancer activities of different
prepared extracts from cactus fruits at the level of eight Moroccan regions. Finaly, in
ordreto understand the performance of opuntia ficus indica juice, we have carried on a
rheological study.

The obtained results show that these fruits juice represents a rich source in sugar,
polyphelos and betalains. The trace of response surface reveals the existantce a maximal
rate of retention of betaxanthins of the order of 79% for a temperature of 76°C, a time of
16,20 min and a pH (water/ pulpe) of 5.76.

The studied solution shows shear-thinning behavior. We have also oserved a decline in

effective viscosity with temperature, which shows a thermo-dependent behavior of the juice.

Keywords: Prickly pear, Opuntiaficus-indica, juice, physico-chemical composition,
antioxidant, anticancer, phenolics compounds, pigments, stability, response surface

methodology, Viscosity.
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Introduction Générale

Introduction Générale :

Le figuier de barbarie (Opuntia ficus indica L.) est une plante qui appartient a la
famille des cactacées regroupant 1600 espéces dont 180 du genre Opuntia. La plante
peut atteindre 2 a 3 métres de hauteur. Elle est largement présentée dans le paysage
rural en plantations plus au moins régulieres autour des villages notamment comme,
haies limitant les parcelles et les vergers.

La culture du figuier de Barbarie constitue une excellente alternative pour la lutte
contre les effets de la sécheresse, d'ou son extension dans les régions arides ou cette
culture juit d’un intérét particulier grace ases diverses utilisations. En effet, cette
culture contribue aussi bien a la mise en valeur des sols pauvres et leur protection
contre I'érosion, qu'a I'alimentation du cheptel et la production des fruits. Elle est
considérée comme une réserve vivante d'eau, puisqu’il a été démontré qu’un
troupeau alimenté a base de cactus peut s'abstenir de boire pendant plus d’une année.
De plus, les fruits ont une valeur nutritive comparable a celle des fruits juteux de
type poire, pomme, abricot, orange, etc. lls sont considérés comme une bonne
source de vitamine C avec un apport énergétique important.

L apport du cactus est encore plus édifiant en tant que source de produits
pharmaceutiques et comme source de régime alimentaire (diététiques).

Au Maroc, la nouvelle stratégie du développement de I'agriculture concrétisée par le
Plan Maroc Vert (PMV) est une véritable opportunité pour le développement des
différentes filieres liées au cactus, sachant que le PMV prévoit la consacrassion d'un
million d'hectares pour des especes fruitiéres peu exigeantes en eau, tel que I'olivier,
le caroubier ou encore le cactus. Les superficies réservées a ce dernier au niveau
de chaque région devront connaitre une augmentation remarquable, notamment
dans les régions de Guelmim-Smara (70 000 ha supplémentaires) et Rhamna (50
000 ha).

Le cactus marocain représente une tres grande variabilité génétique, plusieurs
cultivars existent et se distinguent par la période de floraison (précoce, tardive), la
couleur de la fleur (jaune, orange et rose), la couleur du fruit et de la pulpe (verte,
jaune, orange, rouge et pourpre), la forme des fruits (ovoide, ronde ou oblongue), les

caractéristiques organoleptiques des fruits [1] et la teneur en antioxydants [2,3].
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En plus, la figue de barbarie constitue une source prometteuse de pigments bétalaines
naturels dont le pouvoir antioxydant leur procure une place importante parmi les
colorants alimentaires. En effet, Ces pigments peuvent étre affectés par plusieurs
facteurs au cours des processus de transformation comme le pH, la température,
I’oxygéne, la lumiére, la durée de stockage et I’activité de 1’eau [4,5,6].
L’intérét croissant pour I’amélioration et la valorisation de cette culture au Maroc
est justifié par ses retombées socio-économiques aussi bien au niveau de la
production gu'au niveau de la transformation, en plus de sa réputation liée a sa
qualité nutritive. En dépit de ses atouts, la culture de la figue de barbarie au Maroc
reste trés peu exploitée par les chercheurs marocains et constitue par conséquent
un champ d’investigation justifié¢ pour la recherche.

Sur la base de I’ensemble de ces considérations, le présent travail a été entrepris
afin de générer des informations de base sur les fruits de cette culture a travers
différentes régions du Maroc. Ainsi, il a pour objectif 1’étude :

de la composition physico-chimique ainsi que la qualité nutritionnelle et
phytochimique du jus d’opuntia.

de la stabilité des pigments betalains dans le jus de la figue de barbarie,
particulierement celle des bétaxanthines.

du comportement rhéologique de jus en fonction des facteurs : température, temps
et taux de cisaillement.

Dans la premiére partie de notre travail, nous avons réalisé une synthese
bibliographique pour faire le point sur aussi bien les caractérestiques de la plante
que sur le fruit.

La partie expérimentale est subdivisée en cing chapitres :

La premiere porte sur la description du matériel et les méthodes utilisées pour la
réalisation de notre étude pratique.

Le deuxiéme chapitre est consacré a la caractérisation morphologique et physico-
chimiques de la figue de barbarie Marocaine appartenant a neuf cultivars provenant
des huit principales régions marocaines de production : Skhour Rehamna, El Kela3,
Tamellalet, Ras El ayn, Doukkala, Ben Guerir, Khouribga et Ait Baamrane.

Le troisieme chapitre a pour but de déterminer la composition en substances bioactives

(les polyphénols totaux, les flavonoides, les flavonols et les bétaxanthines) du jus des

2
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figues de barbarie récoltées au niveau de huit régions marocaines. Une étude de
I’activité antioxydante et anticancéreuse des jus a été également effectuée.

Le quatrieme chapitre de notre travail a été consacré a une étude de criblage et
d’optimisation des facteurs influencant la stabilité des bétaxanthines du jus de la
figue de barbarie.

Dans le dernier chapitre, nous avons réalisé une étude rhéologique du jus de la

figue de barbarie en fonction de la température, du pH et du taux de cisaillement.
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Partie | : Etude Bibliographique :
I.1.Présentation Générale :

Opuntia ficus-indica (O.F.I) est un cactus originaire du Mexique introduit en Afrique
du Nord au 17°™esiécle par les espagnols et essentiellement cultivé pour la production
de ses fruits [7,8]. Les jeunes pousses sont également utilisées dans I’alimentation
humaine (napolitos) au Mexique et dans le sud des Etats-Unis. En Afrique du Nord,
I’O.F.I est cultivé d’une part pour prévenir 1’érosion du sol dans les zones arides, et
d’autre part en tant que substituant de fourrage pour I’alimentation animale pendant les
périodes de sécheresse. On assiste également a un intérét croissant pour 1’exploitation
de I’OFI dans des utilisations non alimentaires, essentiellement pour des applications
médicales. L’extrait alcoolique de I’OFI présente des propriétés analgésiques et anti-
inflammatoires [9]. Par ailleurs, I’introduction des cladodes de I’OFI dans un régime
alimentaire présente des effets bénéfiques sur le taux de cholestérol sans effet secondaire

sur les taux de glucose et de lipoprotéines dans le sang [10].
1.1.1.0rigine et diffusion

Le genre Opuntia est originaire des zones tropicales du continent Nord-américain, en
particulier du Mexique, ou 1’on a retrouvé des graines fossiles datant du septieme
millénaire av. J.-C. et indiquant 1’utilisation alimentaire de 1’espece a 1’époque
préhistorique [11]. A 1’époque précolombienne, cette espece et d’autres Cactacées
avaient une importance remarquable pour la survie des populations qui se trouvaient

dans les régions comprises entre le Sud des Etats-Unis d’ Amérique et le Mexique [12].

L’introduction de 1’Opuntia ficus-indica en Europe date de la premiére moitié du XVI¢
siécle et fut I’ceuvre, comme pour beaucoup d’autres especes végétales et animales, des
colons espagnols. Par la suite, la Cactacée s’est répandue sur tous les continents,
présentant des régions au climat chaud et aride ; Actuellement, elle est présente en
formes spontanées ou cultivées plus ou moins importantes dans de nombreux Pays. En
Australie et en Afrique du Sud, par exemple, elle est généralement considérée comme
une mauvaise herbe en raison de la facilité avec laquelle elle se propage et des dégats
qu’elle provoque chez le bétail ovin ; tandis qu’au Brésil, en Tunisie et en Italie I’espéce

est largement utilisée dans 1’agriculture.
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En milieu méditerranéen, le Figuier de Barbarie fait depuis plusieurs siécles partie
intégrante du paysage des régions cotiéres et insulaires, comme en témoigne la facilité

avec laquelle il s’est adapté a nos conditions climatiques.
1.1.2.Anatomie

D’un point de vue botanique, le figuier de barbarie est un fruit (baie) constitué de trois
parties : I’épiderme (écorce), la pulpe et les graines [12,13,15] (figure 1).Donc, les fruits
du figuier de barbarie peuvent étre divises en trois fractions qui peuvent étre exploitées

pour le traitement industriel: graines, écorce et pulpe.

Figure 1 : (a) Pulpe et épiderme du fruit du figuier de barbarie, (b) graines isolées du

fruit du figuier de barbarie
1.1.3. Biologie du figuier de barbarie :

Le Figuier de Barbarie (Opuntia ficus-indica), est une plante de la famille des Cactacées
(ou cactées). Celle-ci comprend entre 120 et 200 genres différents lesquels regroupent
entre 1500 et 2000 especes, exclusives des régions semi-désertiques tempérées chaudes
et tropicales et de I’Amérique [16]. Appréciées pour leur valeur ornementale, les
cactacées comportent également pres de 250 especes comme plantes fruitiéres ou

« industrielles » [17].

Les cactacées sont des végétaux phanérogames appartenant a la classe des
angiospermes, dicotylédones, polypétales. Ce sont des arbustes et des arbres vivaces, a
tiges charnues, caliciflores, apparemment aphylles, qui peut atteindre de 3 a 5 metres de
haut (Figure 2.a). Ses feuilles sont en fait des "cladodes" également appelées "raquettes”

d'apres leur forme aplatie, de 30 a 40 cm de long sur 15 a 25 cm de large et de 1,5 a 3
6
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cm d'épaisseur (Figure 2.a). Ces dernieres ont le méme réle que les feuilles en ce qui
concerne la photosynthese. Les épines proprement dites, blanchatres, clarifiées,
solidement implantées, sont longues de 1 a 2 cm (Figure 2.b). Leurs fleurs sont a ovaire
infere, rotacées, hermaphrodites avec une corolle de couleur jaune ou orange (Figure

2.c). Ces fleurs sont portées par les cladodes, a leur extrémité exposées au soleil.

Le fruit est une baie charnue, uniloculaire de couleur blanche, jaune ou rouge a la
maturation, normalement doté de nombreuses graines dont le poids peut varier de 150 a

400 g. Sa couleur est variable selon les variétés : jaune, rouge, blanc... (Figure 2.d).

Figure 2 : Le figuier de barbarie : a) Plante et cladodes b) Epines c) Fleurs, d) Fruit.

Les racines sont généralement superficielles et facilitent ainsi 1’absorption des eaux
météoriques de faible consistance, mais en méme temps, elles sont robustes et capables
de coloniser de facon efficace les milieux difficiles. La capacité de colonisation des
milieux de faible fertilité pédologique est améliorée par la possibilité d’accueillir dans

les racines des micro-organismes fixateurs d’azote symbiontes.

La plante caractérisée par une remarquable adaptation a la sécheresse est une plante

arborescente, érigée, rameuse et xérophile, son tronc ligneux, est formé par les vieux
7
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articles (raquettes) qui en se desséchant, perdent peu a peu leur forme ovale pour devenir
cylindriques. L’Opuntia s’adapte bien aux sols calcaires et aux climats semi-arides avec
des températures moyennes de 18 a 30°C. De toutes les Cactées, le figuier de barbarie

est 'une de celles qui supportent le mieux les conditions de vie les plus dures.
1.1.4. Espéces et variétés de figuier de Barbarie

Comme nous I’observons pour d’autres plantes, une méme espéce de figuier de barbarie
porte souvent des noms différents, selon la région, le pays ou elle pousse. Il arrive aussi
que plusieurs botanistes, croyant avoir affaire a un spécimen non répertorié, donnent un

nouveau nom a une espece déja reconnue.

Au Maroc, comme pour les autres pays du Maghreb, les especes de cactus les plus
largement répandues sont : Opuntia ficus indica, Opuntia dillenii, Opuntia vulgareist et
Opuntia compressa. Les fruits de cactus font I’objet surtout de commerce local, ils sont
présents sur le marché de juillet jusqu'a fin septembre. Il existe de nombreuses variétés

de cactus qui se distinguent en deux groupes :

(i) Les cactus inermes qui sont souvent domestiqués et cultivés sur des surfaces
limitees.

(ii) Les cactus épineux qui sont les plus répandus car ils résistent a la destruction
par le bétail. Néanmoins, certaines années quand la sécheresse est trop forte et que le

fourrage se fait rare, les dromadaires se rabattent sur les raquettes du cactus en dépit de

leurs épines.

Des rameaux inermes issus de mutations de bourgeons ont été observés sur des Pieds
inerme. En fait, il semble qu’il n’y ait pas de variétés absolument inermes mais a
aiguillons plus ou moins rares, Il existe aussi tous les intermédiaires entre formes trés
épineuses et inermes avec des aiguillons plus ou moins longs et plus ou moins nombreux
[18]. Chez les variétés dites inermes, les plants issus de semis sont épineux la premiére

annee et la deuxiéme année, les aiguillons disparaissent.

Le caractere épineux est dominant par rapport au caractere inerme, ce qui offre des

possibilités de sélection des clones sans €pines chez beaucoup d’espéce de cactus.
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1.1.5. Répartition geographique

Le figuier de barbarie occupe une superficie evaluée a plus de 200.000 hectares des
régions arides et semi-arides de plusieurs pays. Il s’agit essenticllement du Mexique
(50.000 ha), du Maroc (45.530 ha), de I’'Italie (2500 ha), de la Bolivie (1200 ha), du chili
(1100 ha) de I’ Afrique du sud (1000 ha) et de I’argentine (500 ha) (4) (figure 3).
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Figure 3 : Les principaux pays producteurs de figues de barbarie

Au Maroc, a I’exception des zones sahariennes et montagneuses, le figuier de barbarie
est largement représenté dans le paysage rural marocain, en plantation plus ou moins

réguliéres, autour des villages ou en haies limitant les parcelles de culture ou les vergers.

La principale population de cactus est localisée dans les régions de Tiznit, El
Keléda,Guelmim, Settat, Khouribga et Doukkala. Les autres plantations sont réparties

entre Taza, Nador, Essaouira, El jadida, Safi et d’autres régions (figure 4).
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Figure 4 : Les principales populations de cactus au Maroc

Le cactus "Opuntia ficus indica est la principale espece qui s'est adaptée aux conditions
locales pour donner différents cultivars dont on cite, entre autres : Moussa, Aissa et
Achefri (Sidi Ifni), Rhamania (Rhamna), Doukalia (El- Jadida), El-Hadaouiya
(Casablanca), Majdoubia (Mohammedia) et Eddallahia (Al-Hociema) [19].

1.1.6. Role écologique

La culture du cactus a suscité un regain d’intérét particulier dans plusieurs pays en raison
de son importance agronomique économique et écologique. En effet cette plante miracle
a permis la mise en valeur des terres marginales et des zones arides et semi-arides ou
d’autres espéces cultivées végétaient difficilement. Son adaptation a divers climats et
sols a permis a la plante de répondre efficacement lorsqu’elle est utilisée dans la lutte
contre 1’érosion, la conservation, la restauration et la valorisation des sols en plus de la

régénération des espéces naturelles.

L’efficacité de I’utilisation du cactus pour la protection et la mise en valeur des sols sous
des climats arides et semis arides a été démontrée dans plusieurs régions du monde. Les
opuntias, en association avec d’autres especes ligneuses, ont été aussi utilisés avec

succes pour la fixation des dunes en Somalie et contre 1’érosion dans plusieurs autres
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pays. A Sidi Ifni au Sud du Maroc, les plantations des opuntias ont joué un role

¢cologique important dans la lutte contre 1’érosion et la conservation du sol [19].
1.1.7. Importance économique du cactus :

Quoique ses rendements en fruits sont variables d’un pays a un autre et d’une région a
une autre la productivité du cactus a fait de cette plante ’'une des plus rentables
économiquement. En effet, en Italie le rendement moyen d’un verger 4gé de 8 ans est
de 12 a 30t/ha avec un revenu de 2000 a 6000$USA/ha/an. Au Maroc les rendements
obtenus varient de 8 a 25t/ha, selon les précipitations, et assurent un revenu annuel de
10.000 a 30.000dh/ha [19]. A Ait Badmrane, province de Tiznit, le cactus est
parfaitement intégré dans le systeme d’exploitation traditionnel de la région. Dans
plusieurs Douars, la céréaliculture a été délaissée au profit du cactus qui constitue

actuellement le pilier de I’économie familiale.

En plus de sa productivité, les multiples utilisations du cactus auraient davantage un

impact supplémentaire sur le revenu des agriculteurs.
1.2. Caractéristiques physicochimiques des figues de barbarie
I.2.1.Caractéristiques morphologiques et physiologiques

Le fruit de figuier de barbarie (Fig. 2) est ovoide, allant du blanc, vert, jaune-orange au
rouge brique, basé sur la teneur des pigments bétalaines [20]. Ces fruits, d’un poids qui
varie de 67 a 216 g [5], sont comestible, a condition d’enlever la couche extérieure
(épiderme) dont les piquants a crochets causent des piqres douloureuses. Cette partie
du fruit représente entre 36 et 48 % du poids total du fruit. 11 contient de nombreuses
graines (3 a 7 % du poids total du fruit) presque sans albumen. La pulpe, rosée, assez
sucrée, est fondante et légerement parfumée avec un taux en pulpe qui varie de 39 a 64
% du poids total du fruit (Tableau 1)[14,15,21,22].
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Tableau 1. Caractéristiques physiques des fruits de figue de barbarie

Parameétres

Poids (g) 67 a 216

Gaines (MF) 3 a 7% du poids

Nombre de grains/ fruit 150 a 300

Ecorce (MF) 36 a 48% du poids

Couleur de I'écorce vert, orange, rouge, pourpre

Pulpe (MF) 39 a 64% du poids

Couleur de la pulpe blanc, jaune-orange, rouge, pourpre

1.2.2. Composition chimiques

La figue de barbarie est classée parmi les fruits exotiques, ¢’est un fruit juteux et
parfumé, avec un arébme floral agréable. Elle posséde une saveur douce et délicatement
sucrée, sa pulpe est généralement constituée d’eau, des minéraux (calcium et
magnésium), de vitamine C, d’acides aminés (proline, taurine, glutamine, sérine),
polysaccharides, et de pigments (betaxanthines et bétacyanines) qui sont responsables

de la couleur jaune et rouge de la pulpe [22].

La figue de barbarie posséde une saveur douce et délicatement sucrée : elle renferme en
effet 12 a 15 % de sucres totaux constitués en majeure partie de glucose et de fructose
[24,25,26]. En effet, a cause de ’activité de 1’invertase, le sucrose est principalement
converti en sucres réducteurs, et se trouve en état de traces dans la pulpe [27,28].
Certains auteurs ont signalé la présence du galactose et du maltose [29,30]. Kuti et
Galloway [28]ont remarqué une variation de l'activité enzymatique dans des fruits
difféeremment colorés sans avoir fourni des informations sur leur origine botanique. Les
différences dans l'activité relative de I'enzyme sont reflétées par les rations du
saccharose, glucose et fructose dans I’épiderme et la pulpe. L’existence d’une

corrélation entre la couleur de la peau et l'activité de l'invertase n’est pas encore
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confirmée. Différents ratios de glucose et fructose ont été trouvés en fonction de
I’activité de l'invertase, la couleur et I’origine du fruit. Des rapports relatifs de glucose
et fructose de I’ordre de 1:1 ont été rapporté [28], alors que dans une autre étude, les
auteurs ont rapporté des rations de 11:1 respectivement pour le glucose et fructose [50].

Dans le cas des oranges, ce rapport est de 1:1 [31].

L’acidité du jus d'opuntia est due principalement aux acides citrique (62 mg / 100g) et
malique (23.2 mg/100g) et, a moindre mesure, a 1’acides quinique (19.1 mg/100g),
tandis que les acides isocitrique, fumarique, glycolique et succinique sont détectés en
état de traces seulement [30,32]. Cette acidité, généralement entre 0.05 et 0.18 % d’acide
citrique [14], se traduit par un pH entre 5.3 et 7.1 [33], c’est une caractéristique
principale des figues de barbarie (pH>4,5), elle les classe parmi les aliments faiblement
acides. L’acidité du jus des figues de barbarie est trés basse en comparaison avec celles
d'autres jus de fruits tel que les poires (0,3 %), les oranges (0,8 %), les pommes (0,9 %),
les péches (0,9 %), les fraises (0,9 %), les ananas (1,1 %), les framboises (1,8 %), les

prunes (2,2 %) et les abricots (2,4 %) [21].

Les figues de barbarie représentent aussi une source de fibres alimentaires qui peuvent
atteindre 3,1 % [21,32,34,35]. Les fibres alimentaires des fruits de /’Opuntia ficus-
indica sont composées de fibres insolubles : cellulose, hémicellulose et lignine [27].
Ainsi, les fibres alimentaires jouent un role important dans la prévention contre certaines
maladies telles que la constipation, le diabéte, 1’obésité et les maladies cardiovasculaires

[36]. Aussi, ils aident a la réduction de la glycémie et le cholestérol du plasma [37-38].

Le mucilage est un polysaccharide complexe constitué principalement d'arabinose,
galactose, xylose, acide galacturonique et de rhamnose. En raison de son capacité élevée
de rétention d'eau, il est consideré comme un hydrocolloide, et peut étre utilisé comme
épaississant, agents emulsifiants ou colloides gélatineux. Le mucilage de cactus peut

remplacer d'autres épaississants comme le carboxymethul-cellulose[39].

Habibi et al [31]ont étudié la composition en polysaccharides de la pelure de cactus,
leur caractérisation a révélé la présence de galactose et d'arabinose avec un rapport de
6.3:3.3. L'extrait éthanoique des cladodes frais d’opuntia dillenii, a montré une activité

scavenger du radical (DPPH) élevée. Trois nouveaux composes : opuntioside 1, 4-
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ethoxyl-6-hydroxymethyl-alpha-pyrone, et kaempferols 7-O-beta-D-glucopyranosyle

(1-->4)-beta-D-glucopyranoside, ont été isolés dans cet extrait [40].

La majorité des études indiquent que le fruit de 1’Opuntia ficus-indica contient 0,09 a
0,7 % de lipides [21,30,41]. Grace a cette faible teneur, la figue de barbarie peut étre

considérée comme un aliment naturel diététique.

Ces lipides sont présents dans 1’écorce, la pulpe et les graines. Les lipides existent dans
I’huile des graines avec un taux appréciable de 98.8 g/kg de poids sec[42,43].Les acides
et les stérols les plus prédominants sont : 1’acide linoléique, palmitique aussi bien que
I’acide oléique, B-sitostérol et campestérol, respectivement. Alors que les tocophérols

(vitamine E) et le B-caroténe sont faibles en comparaison avec 1’huile de pulpe [43,44].

Ces mémes auteurs ont constaté que dans 1’huile de la pulpe, les acides o et B-linoléiques

sont majoritaires tandis que dans I’huile de graines, ils étaient détectés a des taux faibles.

La teneur des lipides présent dans I'huile de graines d'opuntia est comparable a celle

rapportée pour la graine de raisin ou au pétrole de germe de malis [45,46].

Les fruits de 1I’Opuntia ficus-indica contiennent une teneur appréciable en protéines qui
se situe entre 0.2 et 1.6% [33], la composition de ces protéines montre une richesse en
certains acides aminés essentiels notamment (Thr, Val, Leu, lle, Lys, Met, Phe, Trp)
[27]. La proline est ’acide aminé prédominant de la fraction protéique de la pulpe
d’opuntia (883.4 a 1929.1 mg/L) suivie par la taurine (323,6 4 434,3 mg / L), la
glutamine (98,3 a 574,6 mg / L) et la serine (130,6 mg / L a 392,6 mg / L) [15,33,47].
Les plus hauts taux de taurine ont été trouvés dans les algues avec 998,7 nmol.g™* chez
Rhodophyta et 132,6 nmol.g™? chez Phaeophyta [48].Les noisettes (46 nmol.gt), les
semences et les graines légumineuses (>100nmolg™) sont des sources supplémentaires
de taurine [49,50].
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Tableau 2. Valeurs moyennes des acides aminés (en mg/100 ml) dans des jus d’opuntia
[3,30,32].

Acides Aminés (mg/L MF)
Alanine 87,2
Arginine 30,5
Asparagine 41,6
Acide Glutamine 66,1
Glutamine 346,2
Glycine 11,33
Histidine 45,2
Isoleucine 31,2
Leucine 20,6
Lysine 17,4
Methionine 55,2
Phenylalanine 23,3
Serine 1745
Threonine 13,3
Tyrosine 12,3
Tryptophane 12,6
Valine 39,4
Carnosine 59
Citrulline 16,3
Proline 1265,2
Taurine 434,3

Dans un travail élaboré par Stintzing et al.[30], les valeurs détectées étaient, en
particulier, tres significatives pour le proline, glutamine et taurine, respectivement
1768,7, 574,6 et 572,1 mg.It. Ces valeurs détectées sont largement supérieures aux
teneurs moyennes obtenues pour d’autres fruits a 1’exception des raisins de table et des
agrumes qui contiennent approximativement les mémes teneurs. L'importance

diététique du taurine a été soulignée [51]. Dans les cas ou les prises de méthionine ou
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cystéine et vitamine B6 sont limitées, la prise du taurine devient conditionnelle. De plus,

le taurine est un antioxydant fort.

La concentration totale des sels minéraux du jus d'opuntia dépend fondamentalement
de I’origine géographique des figuiers de barbarie, des conditions édapho-climatiques
dans le site de culture et aussi du degré de maturation des fruits [13,52]. Ainsi, les jus
de cactus provenant d’'une méme région ont des teneurs en cendres totales qui ne varient
que trés peu, tandis que les teneurs en cendres des jus préparés a partir de figuier de

régions géographiques différentes sont trés variables (Tableau 3) [27,53,54].

Tableau 3: Composition minérale du jus d’opuntia ficus indica selon son origine
géographique (en mg/100g) [27,53,54].

Eléments Egypte Espagne Germany
Potassium 782.8 1583 559
Calcium 385.2 263 163
Magnésium 230.8 251 76.1
Phosphore 340.9 - 0.063
Sodium 60.4 6.25 7.77
Cuivre 0.192 0.389 <0.78
Fer 12.8 1.98 16.5
Zinc 8.2 2.05 1.55

Bien que le jus d’opuntia contient un grand nombre de minéraux a 1’état de trace, le
potassium (900 a 2170 mg par 1Kg), le calcium (jusqu'a 590 mg par 1Kg) et le
magneésium (jusqu'a 984 mg par 1Kg) ; sont les minéraux les plus abondants dans ce
produit [11,32]. Leurs concentrations dépendent de la période de récolte des matiéres
premiéres. En genéral, la teneur en minéraux des figues de barbarie a tendance a
diminuer a mesure que la saison avance [55].

Il est composeé également du phosphore qui ne dépasse pas 320 mg par 1Kg, du sodium
(entre 6-11 mg/kg), du fer (4-15 mg/kg), du cuivre (0.3-6 mg/kg), du zinc (jusqu’a 0,48
mg/Kg.) et des traces d’autres minéraux tels que le Chrome (0.11mg/kg) [13,29,53,56].
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La couleur des figuiers de barbaries est principalement due aux pigments bétalaines
[57]. La teneur en pigment de la pulpe de fruits de cactus peut varier d'environ de 66 a
1140 mg/kg [20,58].Ces teneurs sont trés variables selon 1’origine, le cultivar et le degré
de maturation ainsi que les conditions d’extraction utilisées. En plus de la nuance de
couleur, les pigments bétalaines ont montré des propriétés antioxydantes supérieures a

celles de I'acide ascorbique [20,59].

Les fruits de figue de barbarie fournissent des apports varieés et intéressants en
vitamines. lls sont considérés comme une bonne source de vitamine C avec un apport
énergétique important. Ils ont une haute teneur en vitamine C (12 a 81 mg/100 g)
comparable a celle des autres fruits et légumes tels que la banane (18,65 mg/100g),
grenade (34.14mg/100g) chou (35.55mg/100g), carotte (29.92 mg/100g) [60]. Il est
important de noter que la teneur en vitamine C dans les fruits de cactus pourrait avoir
été due a la présence de l'acide déhydro-ascorbique. lls contiennent également la
provitamine A et la vitamine E. En raison de leur teneur relativement élevée en vitamine
C, en vitamine E, en provitamine A, ainsi qu’en flavonoides, ces fruits peuvent

constituer un additif alimentaire de grande valeur.

Les caroténoides, thiamine, riboflavine, niacine et les vitamines B1 et B6 sont trouvés

seulement en état de traces (tableau 4, page 20) [30,61].

Le dosage des polyphénols totaux dans les fruits de figuier de barbarie révéle des teneurs
en polyphénols allant de 138 a 670 mg GAE/L du jus [20,62]. Ce résultat est la preuve
que ce produit renferme une gquantité importante de polyphénols totaux, car Celil Toplu
et al. ont montré en 2009 [63], que pour les figues de Turquie, la teneur varie de 19.4 a
49.4 mg d’acide gallique équivalent/g de matiére seche. D'autres études réalisées sur
I'espéce Opuntia ficus indica ont montre que les teneurs en polyphénols totaux sont plus

importants dans la peau que dans la pulpe du fruit [27].

Kuti et al. [64] ont révélé un effet antioxydant dans les fruits de cactus dd a la présence
des flavonoides, ces derniers sont constitués de flavonols aglycones (quercétine,

kaempferol et isorhamnetin (tableau 4, page 20)).

Dans certaines études scientifiques, ce sont plut6t les effets protecteurs du nopal qui sont

décrits : une étude réalisée par Maataoui et al. [65] a décrit les propriétés
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antiradicalaires du figuier de barbarie. lls ont retrouvé plusieurs composés a activité
antioxydante dans le fruit. Ainsi, les composes phénoliques, flavonoides et pigments ont
révélé un potentiel de capture de radicaux libres plus élevé que celui de la vitamine C

[65]. Cette qualité peut étre consideré comme étant un puissant antioxydant [66,67].

1.3. Utilisation nutritionnelle et médicinale

En plus de ses qualités nutritionnelles les propriétés pharmacologiques et médicinales
de cactus et ses dérivés augmentent 1’intérét de leurs utilisations dans le domaine de
santé [68].

1.3.1. Usage alimentaire

Le cactus a longtemps été considéré comme une source nutritionnelle importante en
Amérique latine ou I’opuntia a gagné une importance économique considérable. Il est
cultivé dans plusieurs pays tels que le Mexique, I'Argentine, le Brésil, la Tunisie, le
Maroc, I'ltalie, Israél et la Chine. Les fruits et les raquettes ont été considérés comme
propres pour la consommation alimentaire [69]. Les raquettes servent également de
fourrage pour les animaux et pour I'hébergement de la cochenille Dactylopius exploitée

pour I’extraction de pigments (dérivés d’anthraquinone) [70].

Pendant les périodes de sécheresse, les raquettes de cactus Opuntia ficus jouent un role
important dans 1’apport de nutriments précieux pour I'¢levage bovin, ovin et animaux de
trait. En se nourrissant de cactus sans épine seuls des quantités limitées d'aliments
conventionnels tels que le foin et de la paille sont nécessaires [71]. L'utilisation de cactus
comme un complément au fourrage conventionnel dans la production de viande animale
est courante pendant la saison séche dans certains pays comme la Tunisie, le Maroc, le
Brésil et le Mexique, [72,73]. La digestion de raquettes de cactus diminue avec l'age il

semble que les plantes agés de 1 a 3 années sont appropries pour l'alimentation animale.

En Amérique latine les raquettes et les fruits sont fréquemment consommés frais et
transformés [74]. En revanche, aux marchés nord-américains et en Europe seuls les

fruits frais sont plus répandus [75].

Au Maroc seul le fruit du cactus est consommé frais. On le retrouve en vente au niveau

des régions de production et dans tous les centres urbains. L excés de la production est
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séché au soleil particulierement au Sud du pays pour la consommation humaine en

période de disette.
1.3.2. L’usage médical

On assiste €galement a un intérét croissant pour 1’exploitation de I’OFI dans des
utilisations non alimentaires, essentiellement pour des applications médicales, pour le
traitement de plusieurs maladies. Comme de nombreux fruits et légumes [76,77], les
cactus ont été également signalés bénéfiques a la santé [27]. Ces effets sont illustrés

dans le traitement de plusieurs maladies.
1.3.2.1. L’effet anti-cancer
La plupart des études suggérent que I'extrait de fruit de cactus :

- (i) inhibe la prolifération des lignées de cellules de cancer du col de l'utérus, des

ovaires et de la vessie [78,79].

- (i) inhibe la croissance tumorale chez la souris (cancer ovarien in vivo) [78,79].
L'administration intra- péritonéale d'une solution d'extrait de cactus chez des souris n'a
pas d'incidence sur le poids corporel de I’animal, ce qui indique que le cactus n'a pas eu
d'effet toxique important chez les animaux. Par ailleurs on note une inhibition de la
croissance tumorale comparable a la rétinoide synthétique N-(4 - hydroxyphernyl)
rétinamide (4- HPR), qui est actuellement utilisée comme agent chimio-préventif dans
la chimio-prévention du cancer de I'ovaire [80,81]. Le(s) composé(s) de I’extrait de

cactus qui exerce ces effets ainsi que le mécanisme d'action ne sont pas encore €lucidés.
1.3.2.2. Propriétés anti-oxydantes

L'action anti-oxydante est I'un des nombreux mécanismes par lesquels les substances de
fruits et légumes pourraient exercer leurs effets bénéefiques sur la santé [3,82,83]. La
présence de plusieurs antioxydants (acide ascorbique, caroténoides, glutathion réduit, la
cysteine, la taurine et flavonoides) a été détectée dans les fruits de différentes variétés
de cactus (tableau 4) [3,9,59,64]. Les propriétés antioxydantes des bétalaines de la figue
de barbarie (bétanine et indicaxanthine) ont été révélés [20,59,75,83,84,85]. De
nombreuses études in vitro ont demontre I'effet bénéfique des polyphénols et bétalaines
incolores [59,83,86,87,88]. Ces effets sont généralement attribués a la capacité des

antioxydants a neutraliser les espéces réactives de I'oxygene comme I'oxygene singlet,
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le peroxyde d’hydrogeéne H202, ou la suppression du systéme xanthine/xanthineoxidase,

qui peuvent tous induire la peroxydation des lipides.

Les polyphénols sont bien connus comme des antioxydants, cardio-protecteurs,

anticancéreux, antiviraux et anti-allergéniques [89,90].

Tableau 4 : Teneur en vitamines et antioxydants d’Opuntia spp : Raquettes et pulpe de
fruits [3,9,59,64]..

Cladodes Pulpe de Fruit

Acide ascorbique 7-22 mg 12-81 mg
niacine 0.46 mg Des traces
riboflavine 0.60 mg Des traces
caroténoides totaux 11.3-53.5¢ 0.29-2.37 g
Beta-caroténe non disponible 1.2-3.0 ug
Thiamine 0.14 mg Des traces
Vitamine E totale non disponible 111-115 pg
Vitamine K1 non disponible 53 ug
Flavonols:

- Dérivés de kaempférol non disponible 0.11-0.38 ¢

- Dérivés de quercétine non disponible 0.98-9 ¢

- Dérivés de l'isorhamnétine non disponible 0.19-241¢

1.3.2.3. L'effet anti- viral

Une étude réalisée par Ahmad et al.[91] a démontré que I'administration d'un extrait de
tige de cactus (Opuntia de streptacantha ) a des souris, des chevaux, et des humains
inhibe la réplication intracellulaire d'un certain nombre d'ADN et ARN de virus tels
que le virus de I'herpes simplex de type 2, le virus herpétique, le virus de la pseudo-
rage, le virus de la grippe , le virus de la maladie respiratoire syncitial et contre le VIH
-1 . Une inactivation des virus extracellulaires a également été rapportée par les mémes

auteurs.
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1.3.2.4. L'effet anti-inflammatoire

Plusieurs études ont évoqué les actions anti-inflammatoires et analgésiques du cactus en
utilisant soit I'extrait de fruit [92], soit les raquettes lyophilisées [93], ou les phytostérols
des extraits de fruits [9]. Park et al.[94] ont identifié le B-sitostérol comme le principe
actif anti- inflammatoire de I'extrait de tige. Des etudes sur les rats ont montré la
réduction des lésions-gastriques par la poudre des fruits [95,96]. Enfin, la bétanine et
I’indicaxanthine stimulent un effet inhibiteur sur l'activité de chloration de la

myeloperoxydase de pH 5 a pH neutre [97].
1.3.2.5. L'effet anti- diabétique (type II)

Les cladodes ont été traditionnellement utilisées pour traiter le diabéte au Mexique [98].
Aujourd'hui, I’Opuntia ssp est parmi la majorité des produits recommandés par les
herboristes Italiens pour réduire la glycémie [99]. Certaines études ont demontré
I’activité hypoglycémiante de l'extrait du fruit de cactus épineux sur des individus
diabétiques et non-diabétiques [100,101]. Dans une étude sur les rats, la combinaison de
I'insuline et de I'extrait purifié de cactus (Opuntia fuliginosa Griffiths) a réduit le glucose
sanguin et a réduit les niveaux d'hémoglobine glyquée a la normale [101].Une étude
récente a montré que le supplément alimentaire chez les rats avec de I'huile de graine de
cactus (25 mg / kg) réduit la teneur de glucose dans le sérum [102].Ces observations ont

été expliquées par une induction potentielle de la sécrétion d'insuline.
1.3.2.6. Effets antihyperlipidémiques et hypercholestérolémiques

Des résultats des travaux expérimentaux suggerent que le figue de Barbarie réduit le
taux de cholestérol dans le sang humain et modifie la composition des lipoprotéines de
basse densité (LDL) [30-70-103-104-105].Galati et al.[106] ont constaté que les taux
plasmatiques de cholestérol , LDL et de triglycérides de rats ont été fortement réduits
apres 30 jours d' une administration quotidienne (1g/kg) de raquettes lyophilisées
d’Opuntia ficus indica. Récemment, Ennouri et al. [102] ont observé une diminution
de cholestérol total et de LDL dans le plasma sans effet sur les concentrations de
cholestérol-HDL aprés I'addition de I'huile de graines (25 g/kg) pour lI'alimentation chez

le rat.
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Dans I'ensemble, les effets de cactus sont généralement attribués a la haute teneur en
fibres des raquettes, bien que d'autres ingrédients actifs (tels que les [(-caroténes,

vitamine E et le B-sitostérol) peuvent étre impliqués.
1.3.2.7. D’autres effets positifs sur la santé

Les produits du cactus, fruits, raquettes ou infusions de fleurs, ont longtemps été utilisés
pour traiter les ulcéres [93,96,106], les allergies [107], la fatigue et les rhumatismes. Ils
ont été utilisés pour leurs propriétés anti-uriques et diurétiques [108]. La quercétine 3-
méthyl est un flavonoide, extrait de cactus ou de fruits, semble étre un puissant neuro-
protecteur [88] (HBP) par l'inhibition de 1'activité de I’aromatase et la 5 a-réductase, qui
sont impliquées dans I’aromatisation androgéne et la réduction de la testostérone [109].
Dans un essai d'alimentation de rat, des effets diurétiques ont été révélés par l'ingestion
des fleurs, cladode et surtout les infusions de fruits [108]. Plus récemment, Galati et al
[110] ont rapporté un effet protecteur de jus de cactus contre la toxicité hépatique induite

par le tétrachlorure de carbone (CCls) chez les rats.
1.3.3. D'autres utilisations
1.3.3.1. Raquettes

La plante de cactus a trouvé d’autres utilisations, telles que dans la cosmétique :
shampoings, revitalisants, lotions pour le visage et pour le corps, savons, gels capillaires
et cremes de protection solaire. La raquette est utilisée dans la production de bioéthanol
[70,111,112,113].

1.3.3.2. Fruits

Les colorants naturels d'origine végétale suscitent un intérét croissant des fabricants

d'aliments et des consommateurs et tendent a remplacer les colorants synthétiques.

Les bétalaines présentes dans les fruits, mais aussi dans les fleurs représentent une
alternative sdre. Les fruits présentent une large gamme de couleurs, ce qui les rend trés
appréeciés pour des fins différentes [114,115]. Malheureusement, les produits
transformés a base de cactus sont extrémement rares. Par conséguent, un certain nombre
d'études ont récemment traité de la pertinence de la transformation des fruits de cactus
et le développement des moyens de commercialisation de leurs produits, comme le

concentre du jus pour des fins de production de colorants alimentaires [57].
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Le jus obtenu a partir de la pulpe est une bonne source d'édulcorants et de colorants
naturels [30,58,116,117].

La totalité du fruit peut étre exploitée, méme les déchets qui en résultent, les graines
résiduelles peuvent étre utilisées pour I'extraction d'huile [42,61], tandis que les pelures
sont une source riche en pectine, en acides gras polyinsaturés, en vitamines anti-

oxydantes naturelles et en stérols [42].
1.3.3.3.Graines

Les graines du fruit donnent une huile comestible qui présente un haut degre
d’instauration, avec un taux important d’acide linoléique et un faible taux d’acide
linolénique [118,119]. L’acide linoléique est idéal pour les peaux desséchees car il
favorise la reconstitution des lipides de la peau, limite les pertes hydriques tout en

favorisant la fluidité membranaire [42].

Figure 5 : Huile des graines de la figue de barbarie

Grace a ces caractéristiques et a d’autres caractéristiques chimiques et physiques
(Tableau 5), I’huile appartient a la méme catégorie que les huiles de graines de soja, de
mai’s et de tournesol [29,31,42,43,44,70,120,121,122]. Cette huile est riche en vitamines
et minéraux, ainsi qu’en actifs réputés pour leurs propriétés anti-oxydantes, agissant
contre le vieillissement des peaux. Elle est utilisée pour la synthese des créemes, dans les

soins anti-rides et anti-vergetures. Hydratante, nourrissante et adoucissante, les pouvoirs
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de cette huile dépasseraient méme ceux de I’huile d’argan. Par conséquence il présente
une valeur commerciale trés élevée (un litre codte environ 10.000 DH), mais ayant une
grande utilité en industrie cosmétique.

Tableau 5 : Composition chimique des grains de figuier de barbarie [26-29-32-42- 43-
44-71-122]

Constituant 9/100g

Protéines 11-12 % en matiére seche

Lipides 6.77 % en matiére seche

Lipides principaux acides linoléiques, oléiques, palmitiques
Stérols principaux B-sitostérol, campestérol

Fibres 54.2 % en matiere seche

Cellulose 30%

Cendre 1,30%

1.4. Les bétalaines: propriétés, sources, applications et stabilité

La couleur des aliments est un qualificatif tres important, elle est considérée comme
un indicateur de la qualité du produit. Beaucoup d’aliments perdent leurs couleurs en
cours de traitement, ¢’est le cas des produits de fruits, et souvent on recourt a I’utilisation
de colorants afin de restaurer leur couleur. Les colorants naturels ont des inconvénients
par rapport aux colorants synthétiques, tels que leur colt élevé et leur faible stabilité.
Mais les consommateurs évitent de plus en plus les colorants synthétiques, et leur
préferent des pigments naturels, qui sont considérés comme inoffensifs et méme
bénéfiques pour la santé. Ces exigences ont poussé a imposer des réglementations dans
le monde entier [123]. Le marché actuel de tous les colorants alimentaires est estimé a
1 milliard de dollars, dont le quart est occupé par les pigments naturels. Mais, les
marchés des colorants synthétiques a tendance a diminuer en faveur des colorants
naturels [124]. Ces pigments naturels sont des composés conformes a 1’usage
alimentaire, tels que les anthocyanines, les bétalaines et l'acide caraminique, les
caroténoides et la chlorophylle solubles aussi bien dans I'eau que dans I'huile. Les
propriétés des pigments naturels et leurs avantages sur la santé ont été rapportés par de

nombreux travaux, en particulier ceux des caroténoides et des anthocyanes, dont les
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propriétés antioxydantes ont fait 1’objet des études approfondies. Les bétalaines, en
raison de leur rareté dans la nature, n'ont pas été beaucoup étudiées comme composeés
bioactifs, mais certaines études ont indiqué que leur potentiel en tant que pigments

antioxydants a motivé leur utilisation comme colorants alimentaires [125].
1.4.1. Structure des bétalaines

Tous les bétalaines présentent dans leur structure le méme radical : I’acide bétalamique.
On compte deux principales familles de bétalaines : les bétaxanthines et les

bétacyanines.

Les bétaxanthines sont formées par la condensation d'un acide aminé ou une amine
avec un groupe aldéhyde de I'acide bétalamique (Figures 6-7). Cette structure de base
donne la couleur jaune foncée au jaune orange avec un maximum d’absorption situé

entre 470 et 486 nm.

Indicaxanthine Acide bétalamique Bétanine

Figure 6. Structure chimique de 1’acide bétalamique, Indicaxanthine et Bétanine

[126].
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Portulacaxanthine 1l Portulacaxanthine Il 3-Methoxytyramine-bétaxathine

Figure 7. Structure chimique de quelques bétaxanthines: Portulacaxanthine I11,

Portulacaxanthine Il et labétaxanthine 3-methoxytyramine [126].

Les bétacyanines sont également constituées d'une unité d’acide bétalamique liée a une
molécule de cyclo-DOPA [127] (Figure 6). Elles sont de couleur violette due a une
structure aromatique qui induit un fort changement de 60 nm de 1I’absorbance maximale

qui sera situé entre 534 et 554 nm.

Les bétacyanines naturelles sont composées principalement des chromophores non-
glycosilés de la bétanidine ou de l'isobétanidine obtenus par la condensation du cyclo-
DOPA avec l'acide bétalamique [128]. Les deux molécules différent seulement par la

configuration absolue de leur centre chiral C15 (Figure 8) [129].

La plupart des bétacyanines sont dérivées de ces deux composés par O-glucosylation
sur un des deux groupes hydroxyles libres du cyclo-DOPA. La glucosylation en position
5 est la plus fréquente, comme il a été observé dans la bétanine de la betterave rouge
(Figure 9).
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RO.5
+
Co.-
RO 6 N 2

Bétanidine Isobétanidine

Figure 8. Les chromophores non glycosilés des bétacyanines différent seulement par
le centre chiral Cis (R=H) [126].

CH,OH 5 HO_ 5 HO S
(0]
ONOH HO NT Mco.- 0 N+ HO N+
OH I 2 ! |
| ONOH |
OH
HOC| | Hoc,| | HO,C.,
H” N~ “CO,H H”™N™ "COH
Bétanine Gomphrenine | 2-Descarboxy-bétanidine

Figure 9. Comparaison des différents types de glycosylation. Bétanidine5-O-glucoside
(bétanine), bétanidine 6-O-glucoside (gomphrénine 1) et la bétanine non glycosilée 2-
descarboxy [126].

1.4.2.Bétalaines en tant que colorants

Les bétalaines sont des pigments contenant de l'azote solubles dans I'eau, qui sont
synthétisés a partir de l'acide amingé, la tyrosine en deux groupes structuraux : les

bétacyanines rouge-violet et les bétaxanthines jaune-orange.

L’acide bétalamique est le chromophore commun a tous les pigments de bétalaine [130].
La nature du groupe d’addition a l'acide bétalamique détermine la classification de

pigment en bétacyanine ou betaxanthine.
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La bétacyanine la plus commune est la betanidine 5-O-B-glucoside (bétanine), le
principal pigment dans les betteraves rouges [131]. Les bétacyanines présentent deux
maximas d'absorption : un dans I'UV (270 - 280 nm) en raison de la cyclo-Dopa et un

second dans le domaine de visible (535-540 nm) en fonction du solvant.

Les couleurs rouges et violete resultent de différents groupes de substitution de
bétacyanines. La glycosylation de la betanidine vient généralement avec un
hypsochrome décalé d'environ de 6 nm, tandis qu'une seconde fraction de sucre attachée

a la premiére n'affecte pas apparemment la couleur [131,132].

L’acylation avec des acides hydroxycinnamiques se manifeste par I’apparition d’un
troisieme maxima (300-330 nm), tandis que des groupements acyle aliphatiques ne

modifient pas le spectre [131].

Les modifications structurelles dans les bétaxanthines produisent des changements

bathochromes.

Les bétalaines ont trouvée des applications dans la coloration des aliments, tels que les
desserts, les confiseries, les fruits secs, les produits laitiers et les produits de la viande.
La concentration de pigment pur nécessaire pour obtenir la teinte désirée est
relativement faible, elle dépasse rarement 50 mg/kg [133]. Selon le Codex Alimentarius
Commission (2004), I’utilisation des bétalaines est limitée seulement par les procedes
de fabrication. Le colorant alimentaire E162, connu sous le nom « betteraves rouges »,
extrait de betteraves, est commercialisé dans I'Union européenne et aux Etats-Unis en
tant que colorant alimentaire [134]. Ce colorant est disponible sous forme de concentrés
de jus (concentration de jus de betterave a 60-65 % du total solides) ou des poudres,
contenant de 0,3% a 1% de pigment [135].

Cai et Corke [136] ont comparé la stabilité des bétacyanines des amarantes par rapport
a des produits commerciaux en fonction de leur couleur caractéristiques et de leur
stabilité a des températures différentes. 1ls ont montré que la stabilité des bétacyanines

dépend de la température et des conditions de stockage.
1.4.3. Sources des bétalaines végétales

Les anthocyanes et les bétalaines n‘ont jamais été signalés dans la méme plante, ils

semblent étre usuellement exclusifs dans le régne végeétal [137]. Les bétalaines se
28



Partie I . Efude Bibliographique

trouvent dans les racines, les fruits et les fleurs [130]. Ils absorbent le rayonnement
visible dans la gamme de 476 a 600 nm avec un maximum a 537 nm a pH 5,0. Les
sources connues des bétalaines sont la betterave rouge (Beta vulgaris L. ssp. Vulgaris),
les graines ou les feuilles d'amarante (Amaranthussp) et les fruits de cactus, tels que
ceux de genre Opuntia et Hylocereus [132,138,139,140].

La principale source de la bétalaine exploitée commercialement est la betterave rouge
(Beta vulgaris), qui contient deux pigments solubles, la bétanine (rouge) et
vulgaxanthine | (jaune). Selon Nilssonet al.[141], les teneurs en bétacyanine et en
bétaxanthine contenus dans les betteraves rouges varient respectivement de 0,04 a 0,21
% et de 0,02 a 0,14 %. Selon VVon Elbe [142] , les principaux pigments rouges-violets
ont été : la Bétanine, I’isobetanine, la bétanidine et 1’isobétanidine et les principaux

éléments jaunes ont été vulgaxanthin | et vulgaxanthin I1.

La bétalaine extraite de la betterave rouge présente une saveur terreuse ce qui limite son
usage comme colorant alimentaire notamment dans les produits laitiers [131,143].
Ainsi, des tentatives ont été entreprises pour explorer d'autres sources de bétalaines. Les
cactus, notamment les fruits semblent étre une meilleure source de colorants naturels
alimentaires [24,144,145].

En effet les extraits des fruits de Cactus, a la différence de ceux de la betterave rouge,
peuvent étre utilisés dans les aliments sans les effets négatifs de saveur. Les bétalaines
des fruits de cactus couvrent également un spectre de couleurs plus large du jaune -
orange (Opuntia sp.) au rouge -violet (Hylocereu ssp) par rapport a la betterave rouge
et peut donc ouvrir de nouvelles fenétres de diversification de couleur. Le Jaune Orange
de fruits de cactus est d'un intérét particulier, vu la rareté des pigments jaunes solubles
dans l'eau [57].

En outre, les faibles teneurs des composés phénoliques incolores dans les fruits de cactus
et qui peuvent interagir avec les bétalaines, font de ces produits un intérét particulier
[30].

1.4.4. Production biotechnologique de bétalaines

Dans certains études, des chercheurs ont tenté de réaliser la culture de cellules de

betteraves pour production bétalaines en bioréacteurs [146,147], mais vu le cot il s’est

29



Partie I . Efude Bibliographique

avéré que la biotechnologie de la production de la bétalaine reste incapable de

concurrencer la production a partir de la betterave [148].
1.4.5. Extraction des bétalaines

Les produits contenant de la bétalaine sont généralement macérés et les pigments sont
extraits a l'eau, et dans la plupart des cas ; on utilise également des solutions d’éthanol
(20-50 %) pour compléter I'extraction [133]. Néanmoins, Castellar et al. [134] ont
indiqué que I'eau extrait des niveaux plus élevés de pigments de fruits d'Opuntia que

I’éthanol-eau.

Garcia Barrera et al. [149] ont rapporté que ’extraction de la bétalaine est plus
meilleure avec un mélange éthanol-HCI (rapport v/v, 99:1) qu’avec de I'eau. Toutefois,
l'extraction a I’eau permet une meilleure stabilité des pigments, une 1égere acidification
augmente la stabilité de la bétacyanine et évite I’oxydation par les polyphénoloxydases
[130,150]. Ces enzymes peuvent étre inactivées par un court traitement thermique de

I'extrait, pour éviter la dégradation enzymatique des bétalaines [133].

A l'échelle du laboratoire, plusieurs méthodes d’extraction des bétalaines ont été
énumeérées, telles que I'extraction par diffusion [151], I'extraction solide-liquide [152],
I’osmose inverse [153]et l'ultrafiltration [154,155]. Ces procedés sont plus efficaces
pour la récupération des bétalaines des betteraves par rapport aux techniques

hydrauliques conventionnelles.
1.4.6. Analyse des bétalaines

Les premieres études d'identification des bétalaines étaient fondées sur des analyses par
spectroscopie UV-visible. Les bétacyanines absorbent autour de Amax= 540 nm, et les

bétaxanthines, a Amax= 480 nm.

La caractérisation chimique des bétalaines et 1’identification individuelle des composés
sont réalisées par la CLHP et UV - visible, la spectrométrie de masse et la spectroscopie
RMN [131,156]. Ces dernies auteurs ont réussi a identifier quatre bétacyanines non-
carboxylés (bétanine, isobetanin, phyllocactin et hylocerenin). Plus tard, Wybraniec et

al. [157] ont élucidé les structures de mono-et di- bétacyanines décarboxylés
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1.4.7. Facteurs influant sur la stabilite chimique de bétalaines

La dégradation des bétalaines peut se produire par difféerents mécanismes, qui ont éte

détaillées par Herbach et al. [6].

Plusieurs facteur, intrinseques et extrinseques, affectent la stabilité des bétalaines, et
doivent étre pris en considération pour assurer la rétention optimale du pigment dans les

aliments contenant des bétalaines.
1.4.7.1 Effet de la structure et la composition

Au point de vue structurale, les bétacyanines ont été signalée comme étant plus stables
que les bétaxanthines, a la fois a température ambiante [158] et a température élevée
[159-161]. La comparaison de la stabilité des différentes bétacyanines révele que les

structures glycosylées sont plus stables que les aglycones [161].

Cependant, la stabilité ne semble pas étre améliorée par glycosylation [162].Certaines
études ont montré une stabilité croissante des bétacyanines résultant de I'estérification
par des acides aliphatiques [149,163], aussi bien avec les acides aromatiques, en
particulier a la position 6-O [164,165]. La transformation des glycosides des bétanines
en leurs aglycones respectifs produit un décalage bathochromique de 4 a 6 nm.
Cependant, ces aglycones sont plus labiles et susceptibles de s'oxyder ce qui entraine

des pertes de couleurs et un brunissement ultérieur [131].
1.4.7.2. Effet du pH

Dans les fruits des variétés d’Opuntia undulata et d’Opuntia ficus-indica, les
bétacyanines et bétaxanthines ont été identifiées, alors que dans les fruits de 1’Opuntia
stricta seulement les bétacyanines (bétanine et isobétanine) ont été détectés [58].
Castellar et al. [58] ont rapporté que les fruits de la variété d’Opuntia stricta présentent
des taux importants en bétacyanines (80 mg/100 de fruit frais). La stabilité thermique
des extraits de pigments était dépendante du pH, avec une stabilité maximale a pH 5

pour les bétacyanines [58- 165].

La variation des propriétés colorantes des jus de fruit des genres : Opuntia et Hylocereus
en fonction du pH (1 a 8) a été évalue par Stintzing et al. [24] (Tableau 6, page 35). En
effet, les échantillons étaient stables aux pH compris entre 3 et 7. Aussi, les propriétés

des pigments rouges du jus de I’Opuntia ficus-indica cv. Rossa sont similaires a celles
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des pigments issus de la betterave rouge et sont plus convenables aux colorations des
aliments a faible acidité. Ces auteurs ont rapporté également que les jus de fruits
d’Hylocereus sont caractérisés par une coloration pourpre, alors que ceux issus des fruits

de /’Opuntia ficus-indica cv. Gialla ont une coloration jaune.

Par conséquence, les bétalaines sont relativement stables dans un large domaine, de pH
de 3 a 7 [4,24,166], ce qui permet leur application aux aliments a faible acidité. Des
études ont montré que la stabilit¢ de la bétanine est maximale a des pH 5-6
[4,58,140,161,166]. Cette valeur optimale de stabilité peut étre déplacée par la
température [167].

1.4.7.3. Influence de I’oxygéne

Les bétalaines réagissent avec I'oxygene moléculaire ce qui entraine une dégradation de
pigment [161]. La stabilit¢ de la bétalaine a été améliorée par des antioxydants
[161,168,169] ou par une atmosphére d'azote [161,170,171].

1.4.7.4. Effet de la lumiere

L’exposition a la lumiére de la bétalaine altére sa stabilité [132,172,173]. Attoe&Von
Elbe [173] ont montré que la stabilité de la bétalaine est inversement proportionnelle a
I’intensité de la lumiére (de 2200 a 4400 lux). L’absorption de la lumiere (UV ou visible)
excite les électrons © du pigment chromophore a un état plus énergique (z *), de plus en
plus réactif ou abaisse 1’énergie d'activation de la molécule [4]. La dégradation des
bétalaines par la lumiere est accentuée par la présence d'oxygene, car on a remarque que
les effets de 1’exposition a la lumiere sont négligeables dans des conditions anaérobies
[162,173].

Dans une étude, réalisée par Cai et al. [132], les auteurs ont évalué les caractéristiques
colorantes et spectrales de 21 génotypes de 7 espéces d’Amaranthus et ont étudié la
stabilité de leurs bétacyanines [132]. Des variations dans les caractéristiques colorantes
et dans la stabilité des pigments ont été notées. La stabilité optimale de ces pigments a

¢té obtenue aux faibles températures (<14°C) a I’obscurité et en absence de I’air.

L’effet de la lumiere a été étudié combiné a celui de stockage (6 mois) sur la stabilité
des bétalaines dans le jus de fruits jaunes de 1’Opuntia ficus-indica par Mofhammer et

al. [176]. Ces auteurs ont remarqué que les échantillons, conservés a 1’abri de la lumiére,
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maintiennent notablement la couleur et leurs taux de rétention sont importants que ceux

gardés a la lumiere [176] (Tableau 6, page 35).
1.4.7.5. Métaux

Des cations métalliques tels que le fer, le cuivre, I'étain et aluminium peuvent accélérer
la dégradation de la bétanine [174,175,177,178]. 1l se produit la complexation métal-
pigment suivie d’un effet bathochrome conduisant a des changements hypochromiques.
Certains agents chélatants , tels que I'acide citrique et de 'EDTA ont été rajoutés pour
stabiliser la bétanine contre la dégradation catalysée par un métal
[169,174,175,179,180].

1.4.7.6. Les antioxydants

Certains antioxydants alimentaires, en particulier les acides ascorbiques et
isoascorbique, ont été indiqués pour améliorer la stabilité des bétalaines
[136,170,180,181].

Un effet stabilisant significatif a été observé dans les bétalaines du jus de fruits jaunes
de I’Opuntia ficus-indica fortifié avec 1’acide iso-ascorbique (0,1%) (Tableau 6)
[176].Selon une autre étude, Daeseok et al. [183] ont rapporté que 1’addition des acides
ascorbique, iso-ascorbique, métaphosphorique et gluconique améliorent la régénération
des pigments de jus de la betterave rouge apres chauffage et provoquent des rétentions
importantes en pigments durant le traitement et le stockage [183].

Cependant, Pasch et Von Elbe [174] ont observé un effet pro-oxydant de I'acide
ascorbique a une concentration de 1000 mg / kg. Une explication possible, proposée par
Savolainen & Kuusi [179], fait référence aux  effets la dégradation de l'acide
ascorbique lors de blanchiment par du peroxyde d'hydrogéne. Les études sont
controversées sur le meilleur stabilisant. Certaines études ont rapporté que l'acide iso-
ascorbique a un meilleur effet sur la stabilité de la bétanine que l'acide ascorbique
[149,161,182]. D’autres les résultats de Herbach et al.[180] indiquent une meilleure
rétention de pigment avec 1’acide ascorbique qu'avec 1’acide iso-ascorbique (Tableau

6) [180].
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1.4.7.7. La température et la durée de traitement

La température est le facteur le plus important sur la stabilité des bétalaines au cours du
traitement et de stockage des aliments. Certaines études ont rapporté que le taux de
dégradation des bétalaines augment avec la température [149,167,184]. L’étude de la
dégradation thermique de la bétacyanine en bétanine révele que la transformation suit

la cinétique de réaction de premier ordre [172,184,185].

En 2006, Mophammer et al. [176] ont ¢tudié¢ 1’impact du traitement thermique (75, 85
et 95°C) durant 60 min sur la rétention des bétalaines dans le jus de fruits jaunes de
I’Opuntia ficus-indica (Tableau 6). Ces auteurs ont remarqué que la rétention des
bétalaines diminue avec I’augmentation de la température de traitement [176]. Une
corrélation entre la rétention totale en bétaxanthines et le rapport

indicaxanthine/isoindicaxanthine a été détectée dans les échantillons de jus traités [176].

Aprés avoir identifié les pigments bétalaines contenues dans des figues de barbarie
cultivées en Sicile, Fernandez-Lopez &Almela [79] ont étudié la stabilité des
bétacyanines. Les résultats obtenus, suite a 1’évaluation de I’effet de la température entre
25 et 90°C, ont révélé des dégradations importantes de bétacyanines aux températures
supérieures a 70°C. En effet, le traitement a 70°C pendant 30 minutes provogue une
dégradation de I’ordre de 75% et augmente a 90% quand la température atteint 90°C
[79]. Ces auteurs ont conclu que les bétacyanines sont tres sensibles aux traitements

thermiques en relation avec la durée de traitement.

Au cours du traitement thermique, la bétanine peut étre dégradée par isomérisation,
décarboxylation ou clivage ce qui entraine une réduction progressive de la couleur

rouge, et éventuellement I'apparition d'une couleur brune claire [161,186].
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Tableau 6 : Facteurs étudiés par différents auteurs pour évaluer la stabilité chimique
des pigments bétalaines.

Facteurs influencant la stabilité chimique de bétalaines

Durée de

Température . . Présence de Référe
T (°C) pH tra(ﬁ:m)ent Antioxydant la lumiére nces
(0,1% -1%) acasc ou
8 4 60 accitr ou acisoasc [176]
50 5 30 [117]
25, 80 85,50, 5430 Obscurits  [13]
50, 70 et 90 27 [189]
1-8 [24]
75, 85 et 95 60 0.1% acisoasc Obscurité [176]
85 3,2 15 [107]
Exposition a la
100 5 lumiére 16h chaque  [187]
jour pendant 14 jours
(0,1%-1%) acasc, accitr
85 4et6 60 oll acisoase [180]

acasc : acide ascorbique ; accitr : acide citrique, acisoasc : acide iso-ascorbique
1.4.8. Les propriétés antioxydantes des bétalaines

Il y’a des preuves croissantes que le stress oxydatif conduit a des changements
biochimiques, qui contribuent a I'élaboration de plusieurs maladies dégénératives telles
que le cancer, et les cardiopathies. Les molécules antioxydantes, dont certaines sont des
dérivés de I'alimentation, assurent la protection contre les effets potentiellement néfastes
de stress oxydatif [190].Plusieurs travaux ont démontré l'activité antiradicalaire
puissante de la bétalaine [75,190,191,192,193,194,195]. Certains rapports basés sur des
tests in vitro classent la betterave parmi les dix premiers Iégumes par rapport a leur
activité anti-oxydante. Zou et al. [78] ont rapporté I'inhibition de la croissance des
cellules cancereuses de l'utérus, des ovaires et de la vessie in vitro des souris par
I'extrait de fruit de cactus, dont I'activité antioxydante est due en partie aux bétalaines.
Des tests in vitro effectues par Tesoriere et al.[196] ont suggeéré que la poire de cactus
diminue I’oxydation des lipides. Des essais comparatifs suggerent qu’un supplément en

vitamine C contribue a diminuer I'oxydation des lipides.
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Stintzing et al. [20] ont conclu que la contribution des bétalaines de la figue de barbarie

sur l'activité antioxydante in vitro est supérieure a celle prévue par l'acide ascorbique.
1.5. Généralité sur les plans d’expériences

Les plans d’expériences constituent essentiellement une stratégie de planification
d’expériences afin d’obtenir des conclusions solides et adéquates de maniere efficace et
¢conomique. La meéthodologie des plans d’expériences se base sur le fait qu’une
expérience convenablement organisée, conduira fréeqguemment a une analyse et a une

interprétation statistique relativement simple des résultats (Norme 1SO 3534-3).
1.5.1. Bref apercu historique

L’origine des plans d’expériences remonte au début du siécle dernier par des recherches
agronomiques. lls reposent essentiellement sur des expérimentations multi facteurs et
sur un traitement des résultats a I’aide de régressions multiples et d’analyse de la
variance. lls sont restés du domaine de quelques spécialistes et leurs applications
industrielles ont été réduites du fait de la complexité des calculs qu’ils nécessitent,

jusqu’a I’arrivée des moyens informatiques puissants (Figure. 10) [197].

R.L. Rechtschaffner (1967)

S. Addelman (1962)

G.E.P. Box - 1.5. Hunter (1961)
P.W.M. John (1961-1962)

H.P. Wynn (1970-1972)
V.V. Fedorov (1972)
T.J. Mitchell (1974)

Construction des plans d'expériences
a partir de régles algorithmiques
R.L. Plackett - J.P. Burman (1946)

Critéres d'optimalité
Construction des plans d'expériences
a partir de régles combinatoires

<

>

. ) Critéres d'orthogonalité
Sir Ronald Aylmer Fisher

(1890-1962)

1920 1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000

Figure 10. Evolution de la méthode des plans d’expériences
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1.5.2. Contexte d’utilisation

| > S —
Parameétres d’entrée » RS

—

Figure 11:. Description du phénomene de type boite noire

Le contexte d’utilisation des plans d’expérience recouvre les phénomeénes de type
« boite noire » que I’on cherche a « éclaircir » pour mieux en comprendre le
fonctionnement et en optimiser les performances. Cela impose une connaissance
minimale sur le phénoméne étudié avant d’entreprendre les essais. On doit étre en
mesure de lister les parametres susceptibles d’agir sur le fonctionnement de la boite
noire. Ces parametres sont les « entrées » appelées par la suite facteurs ou variables. Les

performances obtenues sont les « sorties » appelées par la suite réponses [198] (Fig. 11).
1.5.3. Objectif

A partir des résultats d’essais et/ ou de simulations réalisés, on cherche a expliquer le
fonctionnement de la boite noire en estimant les réponses pour des combinaisons non
réalisées des paramétres d’entrées. Le but est de trouver une configuration des

parametres d’entrée qui résolve le probléme.
1.5.4. Définitions

Un plan d’expériences correspond a une matrice d’essais-liste des combinaisons des

niveaux des facteurs définis a I’avance- qu’ il faudra réaliser pour obtenir les résultats.

Facteurs (ou variables) : Les facteurs sont les causes possibles, €lémentaires, des
variations observées sur la réponse [198]. lls peuvent étre de deux natures différentes :
qualitative comme D’efficacité de ce systéme. En générale un facteur varie entre deux
bornes inférieures (niveau bas que 1’on note par -1) et la borne supérieure (niveau haut
que I’on note par +1). L’ensemble de toutes les valeurs que peut prendre le facteur entre
le niveau bas et le niveau haut, s’appelle le domaine de variation du facteur. Un facteur

peut prendre plusieurs niveaux a I’intérieur de son domaine de variation (Fig. 12)
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Domaine du facteur

Niveau bas Niveau haut

[
»

Axe du facteur

-1 +1

Figure 12 : Domaine de variation d’un facteur défini par ses niveaux

Domaine d’étude : Les niveaux des facteurs peuvent étre considérés comme les
coordonnées d’un point de I’espace expérimental. Une expérience donnée est
représentée par un point dans ce systeme. L’ensemble des points expérimentaux

constitue le domaine de 1’étude (Fig. 13).

Facteur 2
A

Domaine d’étude

o—

+1

»

-1 +1 Factear 1

Figure 13 : Domaine d’étude pour un plan de deux facteurs a deux niveaux

La réunion des domaines de variation de chaque facteur définit le domaine d’étude.

Autrement dit c¢’est la partie retenue par I’expérimentateur pour faire ses essais.

La réponse Y : (variable de sortie) correspond a un paramétre de sortie du systeme
étudie ; Une réponse doit étre représentative, quantifiable et la moins dispersée possible
pour des variables d’entrées maitrisées et constantes. Pour appliquer la méthodologie
des plans d’expériences, il est conseillé d’avoir une réponse sous forme quantitative. En
effet, les méthodes d’analyses des résultats d’essais telles que I’analyse de variance ou
I’analyse de régression au sens des moindre carrées, s’appuient sur des données
exclusivement quantitatives. Par ailleurs, les réponses qualitative comme, par exemple,
la morphologie d’un dépdt (lisse, poreux.....etc.) qui n’est pas un critére quantitatif,

pourront s’interpréter a partir d’un codage spécifique des modalités des réponses.
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Interaction : effet pour lequel I’influence apparente d’un facteur sur une variable de
réponse dépend d’un ou de plusieurs facteurs. L interaction indique une incohérence de

I’effet principal d’un facteur sur la réponse selon le niveau d’un autre (ISO 3534-3).
1.5.5. Types de plans d’expériences

La différenciation entre les différents types de plans d’expériences se fait souvent selon
que les facteurs sont indépendants ou pas. Trois catégories principales sont différenciées
[199].

Plans de criblage

Ces plans permettent de découvrir les facteurs les plus influents sur une réponse. On ne
cherche pas a obtenir une relation précise entre les variations des facteurs et celles des

réponses. On distingue :

Plans « un facteur a la fois » : Seuls les effets principaux sont connus. On n’obtient

aucune interaction.

Plans factoriels fractionnaire : Ou plans de Plackett et Burman ou tables de Taguchi. On
peut détecter les interactions mais elles sont difficiles a interpréter. Ces plans sont basés

sur des matrices d’Hadamard.

Plans sursaturés : ces sont des plans qui prennent en compte un grand nombre de facteurs

et qui ne demandent que quelques essais.

Plans factoriels complets : ils servent a faire du criblage et peuvent servir en

modélisation.
Plans de modélisation

Plans factoriels complets : ces plans peuvent étre utilisés pour la modélisation mais
comme, il n’y a que deux niveaux par facteur, on ne peut qu’employer des modeles du

premier degré avec interactions.

Plans non conventionnels : tout plan qui s’écarte des plans classiques (niveaux ou

emplacement décelés, manque de nombre d’expériences...).

Plans composites : Les plans composites centres [200,201] prennent facilement la suite

d'un premier plan factoriel dont les résultats sont insuffisamment expliqués par un
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modele du premier degré. 1l suffit d'effectuer les expériences correspondant aux points
en étoile et de faire les calculs sur I'ensemble de toutes les expériences. Les plans

composites sont parfaitement adaptés a une acquisition progressive des résultats.

Les plans de Box-Behnken : Les plans de Box-Behnken [202] sont une alternative aux
plans composites. Avec ces plans les points expérimentaux sont au centre des arétes. Ils

permettent de traiter un plan avec au moins trois facteurs.
Plans de mélange

Ce sont des plans d’expériences que I’on utilise lorsque ’on ¢tudie des produits
composés de plusieurs constituants, dont la somme ne peut dépasser la proportion de 1

ou la valeur de 100%, donc la somme est considérée comme une constante [203,204].

1.5.6. Construction du plan d’expérimentation
1.5.6.1. Choix de la stratégie expérimentale

Les plans d’expériences ont pour but d’apporter le maximum d’informations avec un
minimum d’expériences. La méthodologie des plans d’expériences consiste a fabriquer
un mod¢le approximatif qui apportera des ¢léments d’informations a I’expérimentateur
encore appelé « modéle empirique ». Pour cela, le choix du plan d’expériences a mettre
en ceuvre dépend du probléme posé. Dans cette theése, seuls deux types des plans seront

abordés : les plans de criblage et les plans d’optimisation.

- Les plans de criblage permettent de déterminer le poids des facteurs sur les réponses

d’un systeme a partir d’'un modele.

- Les plans d’optimisation ou plans a surface de réponse permettent a partir d’un modele
mathématique polynomial, de déterminer les valeurs des facteurs influents

correspondant a une réponse particuliere du systeme.
1.5.6.2. Choix du modéle

Pour I’ensemble des points constituant le domaine expérimental, nous voulons connaitre
la valeur de la réponse étudiée. Mais, pour des contraintes de cout, de temps, nous ne
pouvons pas réaliser des expériences en tout point du domaine expérimental. C’est

pourquoi, nous allons utiliser un modele empirique, qui nous permettra d’avoir cette
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information en réalisant un minimum d’expériences [205]. Ce modele est de la forme

génerale : f (facteurs)=Réponses.

/" Forme génénique : f(X)=n %
/ ,. N
" X £ - \'

=cte +3 W; 2
1 = n=R+2h w+ZhBi u +Z5 u; u;
W,: poids du facteuri f,- moyenne anthmeétique desréponses
B; B; By, - coefficients du mcdele Codage
E‘tudg‘ qes X: plans a surface Etude des Y: plans a surface de réponses
U= ~, 2
=h+Z b Y=h+3h %3k X +Zh % X
b,'b;: estimateursdes b, b,'b,'b, - estimateurs des p
Modéle polynomiale
‘\\ Avec v; : valeur de la variable U; initiale. ,""
S x; - valeur d2 la variable X; initiale. /,/

Figure 14 : Modé¢le mathématique des plans d’expériences

Ces fonctions polynomiales contiennent p coefficients (bo, b1, b2...etc) qu’il faudra
estimer grace a I’analyse des résultats d’essais. La nature et la qualit¢ du modéle
dépendent donc de ce que I’on souhaite établir comme relation entre les réponses et les

facteurs.
1.5.6.3. Choix de la matrice d’expériences

« Le choix du plan d’expériences dépend de la nature des questions a traiter, du degré
de generalité recherché pour les conclusion et des ressources disponibles » (Norme I1SO
3534-3).

1.5.6.4. Définir le domaine expérimental

Le domaine expérimental délimite la zone d’étude des facteurs. Il est différent selon le
probleme de I’expérimentateur (plan criblage ou plan d’optimisation). Dans les deux
cas, il représente les combinaisons d’expériences choisies parmi 1’ensemble des

combinaisons possibles des facteurs principaux.
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1.5.6.5. Conduite des essais

Au cours des différentes expériences, il est important de conserver 1’environnement et

le maximum de conditions opératoires "invariantes”
1.5.6.6. Interprétations des résultats

A ce stade, les facteurs de 1’étude et les réponses sont définis, le plan d’expériences a
été réalisé et le modele selon lequel les réponses experimentales seront exploitées a été
sélectionné. L analyse des réponses constitue une étape clé puisqu’a son issue, le modele
de réponse, qui sera a la base des prédictions et des conclusions de 1’étude, sera accepté.
Cette analyse s’effectue en plusieurs étapes ou la pertinence et I’adéquation du modele

postulé sont jugées [206,207].
1.5.6.7. Présentation des résultats

La représentation géométrique d’un plan d’expériences est utile pour imaginer la
position des points expérimentaux dans le domaine d’étude mais celle-ci devient

difficile lorsque le nombre de facteurs est supérieur a trois.
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1.6. Conclusion

De cette étude bibliographique, il ressort que les fruits de cactus (genre opuntia en
particulier) sont originaires du Mexique. Ils sont introduits en Europe a travers le sud de
I'Espagne suite a la premiére expédition de Colombus au nouveau monde. Par la suite,

ils ont été propagés dans tout le Bassin Méditerranéen lors du 17éme siecle.

Le cactus est ’exemple typique d’espece parfaitement convenable pour la mise en
valeur des zones arides et semi-arides. Sa culture peut contribuer au développement
agricole dans les zones arides et semi-arides en Méditerranée, qui a été jusqu’a
maintenant largement basée sur des especes provenant des régions tempérées et
tropicales, et qui nécessitent des quantités importantes d’intrants, surtout en maticre

d’eau.

La figue de barbarie présente un intérét nutritionnel intéressant. Sa consommation a
I’état frais apporte des quantités non négligeables en nutriments de base et en minéraux.
Elle peut apporter des saveurs nouvelles et subtiles a l'alimentation ainsi que des
compléments nutritionnels aussi variés qu’appréciables : de la vitamine C, de nombreux
minéraux et oligo-éléments, des polyphénols et des pigments bétalaines ayant des
pouvoirs antioxydants non négligeables. C'est un fruit particulierement bien pourvu en
calcium, magnésium, fer et cuivre. Ces caractéristiques permettent de classer la figue de

barbarie parmi les aliments nutraceutiques par excellence.

En plus, la figue de barbarie constitue une source prometteuse de pigments bétalaines
naturels dont le pouvoir antioxydant leur procure une place importante parmi les
colorants alimentaires. Pour cela, nous avons décrit, pour les pigments bétalaines, la
classification, les structures, les fonctions au niveau des plantes, la voie de biosynthése,

les utilisations et bénéfices sanitaires, la stabilité et les méthodes de caractérisation.

Nous avons aussi présenté dans cette partie des éléments bibliographiques essentiels
relatifs a la méthodologie des plans d’expériences. En tout premier lieu, les différents
types de variables ont été recensés et présentés. Nous avons aussi donné la définition du
domaine d’étude. Le deuxi¢me volet de ce chapitre a porté sur un aspect fondamental
de la MPE : la modélisation, avec les principales techniques mathématiques utilisées

pour exprimer les variations des réponses en fonction des valeurs des facteurs.
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Les MPE constituent avant tout un outil de gestion et d’organisation d’une campagne
expérimentale dont le but consiste & apporter des ¢léments d’information, facilement
interprétable. Pour ce faire, la définition des expériences a réaliser doit permettre de
construire un modele d’exploration du domaine expérimental, ce modéle étant 1’¢lément
clef de la stratégie. Il existe naturellement plusieurs familles de modeles, en étroite

adéquation avec les objectifs des expérimentateurs.
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Partie ll :

Etude Expérimentale
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Chapitre 1.
Matériel et Méthodes
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Chapitre 1. Mateériel et Methodes

I.1.Matériel végétal

Le matériel végétal de la présente étude est compose des figues de barbarie de neufs

cultivars Marocains provenant des huit principales régions marocaines de production

a savoir : Khouribga, Skhour Rehamna, El Kelaa, Tamellalet, Ras Elain, Ben Guerir,
Doukkala et Ait Baamrane (tableau 7).

Tableau 7 : Caractéristiques géographiques des régions étudiées [208].

24°

Provenance Latitude Longitude
N A%
Khouribga 32°53° 6°54°
SkhourRehamna 32°29° 7°55°
El Kelaa 32°02° 7°24°
Tamellalet 31°49° 7°30°
Ras Elain 31°48’ 7°34°
Ben Guerir 32°14° 7°57°
Doukkala 32°35° 8°39°
Ait Baamrane 29°23° 10°10°
18° 10° 20 8B20W 7°36'30'W 6°210"W
7 ] ‘l 4
D Zone d'échanﬁllo“nnage W {él;houribga

D Régions du Maroc

e
Au moment de la récolte, trois lots ont été collectés pour chaque cultivar, chaque lot est

32°43'55"N

Mf&“

“Ras El Ain Tamelelt

k@@

= ?'\f '

=
@ Zone d'échantillonnage E Provinces du Maroc

150 300
1km

Fatima Dehbi , 2014. Equipe d'environnement et de valorisation des agroressources,

Benguerir ,&} El Kiaiaqi Es-Sraghna |

P

Ait Baqm[gne

31°28'0"N

Faculté des Sciences et Techniques Béni Mellal, Maroc.
VA AS

8°52'0"W 7°36'30"W 6°21'0"W

composé approximativement de 5 Kg de fruits.
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1.2. Préparation des échantillons pour analyse

Les fruits ont été lavés et épluchés. La pulpe et le jus ont eté séparés des graines par
tamisage. Le jus ainsi obtenu a été centrifugé pour éliminer la pulpe, filtré puis

conserveé a -20°C.
1.3. Détermination des caractéristiques physiques

A I’aide d’un pied a coulisse, on a mesuré la longueur et le diamétre des fruits. Les
fruits des différents lots ont été pesés. Ces mesures nous ont permis d’avoir une idée

sur la forme des fruits des différents lots.

Apres épluchage, 1’écorce et la pulpe ont été aussi pesés. Les graines ont été lavées
abondamment avec I'eau, séchées a 60°C pendant 24 h, puis pesées. Aprés obtention

du jus, son poids est mesureé et le pourcentage en jus de chaque fruit a été déeterminé.
I.4. Détermination des caractéristiques physico-chimiques

1.4.1. Détermination du pH

La mesure du pH des jus a été effectuée par un pH-métre de type CRISON «micro pH

2000» préalablement étalonné par des solutions tampons de pH 4 et pH 7.
1.4.2. Degre brix (°Brix)

Le degré Brix a été déterminé dans les différents échantillons analysés en utilisant un
réfractometre (Type : ATAGO’s Abbe refractometre 1T/4T).

1.4.3. Acidité totale

Le titrage de I’échantillon se fait a 1’aide d’un pH-meétre, avec une solution de NaOH
0,IN, jusqu’a I’obtention d’un pH égal a 8,1 [211]. Les resultats sont exprimés en g

d’acide citrique monohydraté par Kg de jus.
1.4.4. Teneur en matiére séche

La matiere seche est déterminée par étuvage des échantillons de jus a une température

de 105°C jusqu’a I’obtention d’une masse constante.
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1.4.5. Taux en cendres totales

Une quantité connue de jus est évaporée a sec, carbonisée sur un bec de gaz puis calcinée
avec précaution dans un four a moufle a une température voisine de 525°C. La
calcination doit étre effectuée de telle sorte que la totalité des cations (excepté
I’ammonium) soient retrouves principalement sous forme de carbonates ou d’autres sels
minéraux anhydres. La pesee du résidu obtenu, permet de calculer la teneur en cendres

totales dans 1’échantillon.

1.4.6.Teneurs en sucres

L'analyse des sucres a éte réalisée par emploi de la méthode de Bertrand [212]. Le
dosage proprement dit consiste a recueillir le précipité d’oxyde cuivreux Cu20 formé
par réduction de la liqueur cupro-alcaline en présence des sucres directement

réducteurs et a le doser par manganimétrie.

1.4.7. Teneur en fibres

La teneur en fibres totales a été déterminée selon la méthode AOAC 982,29 [213]. Elle
repose sur la précipitation sélective des fibres par 1’addition de différentes
concentrations d’éthanol. Pour ce faire, 10 ml d’eau sont ajoutés a 0,5 g de I’échantillon
dans un tube falcon. Apres incubation a 100 °C dans un bain marie pendant 10min, la

solution est refroidie et 40 ml d’éthanol absolu sont ajoutés.

Le mélange est incubé pendant 30 min a 0°C. Apres une premiére centrifugation a 5000
t/min pendant 10 min, le surnageant est éliminé et le précipité est lavé avec 50 mi
d’¢éthanol a 85%. Le précipité obtenu subit par la suite deux lavages avec 50 ml d’éthanol
absolu et centrifugation a 5000 t/min. Le culot récupéré est lavé avec 50 ml d’acétone

pour étre séché a température ambiante pendant 24 h.

1.4.8.Protéines

La concentration totale en protéine du jus de figue de barbarie est déterminée par la
technique mise au point par Bradford (Bradford 1976) [214]. Cette technique utilise du
bleu de Coomassie qui a la propriété de s’adsorber sur les protéines de maniere non
spécifique et indépendamment de leur séquence. Cette adsorption s’accompagne d’une

modification du spectre d’absorption de la molécule qui est décalé vers le bleu.
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A 50ul du jus, on ajoute 2 ml du réactif de Bradford. Aprés agitation, le milieu
réactionnel est incubé a température ambiante pendant 15min et la densité optique est

lue & 595nm. Les résultats sont exprimés en g par kg du jus.
1.4.9. Teneur en minéraux

Le contenu des échantillons de jus de figue de barbarie en minéraux a été déterminé
selon la méthode d’Osborne et Voogt [215]. Les cendres ont été diluées avec 0,1 N

d'acide chlorhydrique et de I'eau distillée et déminéralisée.

Les elements minéraux : Potassium, Calcium, Sodium, Zinc, Cuivre, Fer et Magnésium
ont été dosés par spectrophotométrie d’absorption atomique (UNICAM 929 AA
Spectrometer "ATIUNICAM") sur les filtrats préparés a partir des cendres totales. Le
spectrophotométre d’absorption atomique est muni de lampes a cathode creuse
specifiques de chacun des éléments a doser et réglé a une longueur d’onde optimale.
Les mesures effectuées sont comparées a celles des étalons réalisés pour chaque cation.
Ces derniers sont préparés au moment de I’analyse. Les résultats exprimés représentent

la moyenne de trois essais.

Le phosphore a été déterminé par la méthode colorimétrique [216]. Ce dosage a été
effectué sur les filtrats préparés a partir des cendres de jus de figue de barbarie. Le
principe de la présente méthode repose sur la réduction du phosphomolybdate
d’ammonium par le vanadate d’ammonium. Cette réduction provoque la formation d’un
composé dont la coloration est proportionnelle a la teneur en phosphates. Les solutions

étalons ont été préparées en méme temps que les solutions a doser.
1.4.10.Dosage des composés phénoliques

Les composés phénoliques totaux ont été estimés par la méthode de Singleton
et al [217] citee par Wolfe et al [218]. Elle évalue I’ensemble des composés
phénoliques réducteurs du réactif phosphomolybdo-tungstique ou réactif de Folin-
Ciocalteu (FCR). Elle est basée sur une réaction d’oxydoréduction au cours de laquelle,
la fonction OH des phénols est oxydée pendant que le FCR est réduit. Une prise de 50
pl de jus de figue de barbarie a été combinée avec 250 pl de réactif de Folin-Ciocalteu.
Les tubes ont été agités au vortex pendant 15 secondes. Puis, 1.5 ml de carbonate de
sodium (7%) est ensuite ajouté aux tubes et enfin le mélange a été dilué par 5 ml d'eau
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distillée et désionisée. Les tubes ont été conservés a I’obscurité pendant 90 min et
I'absorbance a été mesurée a 727 nm. Les teneurs en phénoliques totaux sont exprimees
en ug équivalent d’Acide Gallique (EAG) par g de jus de figue de barbarie.

1.4.11.Dosage des flavonoides totaux.

La teneur en flavonoides totaux a été déterminée en utilisant la méthode colorimétrique
au trichlorure d’aluminium [219]. Une quantité de 1ml de I’extrait a été mélangée avec
4 ml d’eau bidistillée et 300ul d’une solution de nitrite de sodium (NaNO2) a 5%.
Aprés 5 min, 300 pl d’une solution d’AlCI3(10%) a été ajoutée. A la sixieme minute,
on ajoute 2 ml de NaOH (1M) au milieu réactionnel. Le volume de la solution est
immédiatement ajusté a 10 ml par ’eau distillée. L’ensemble est agit¢ a 1’aide d’un
vortex et I’absorbance a été mesurée a 510 nm. Le contenu en flavonoides a été calculé
a partir de 1’équation du courbe étalon a la quercitine. Les flavonoides totaux sont

exprimés en pg de quercitine par g de poids sec de jus de figue de barbarie.
1.4.12.Dosage des flavonols

Les flavonols ont été dosés par la méthode de Yermakov et al. [219]. Dans un tube a
essai, on additionne 2 ml d’extrait et 2 ml de la solution de trichlorure d’aluminium a
20% (préparé dans de I’éthanol). 6 ml de la solution d’acétate de sodium (50%) a été
ajoutée a ’ensemble. L absorbance est lue a 440 nm apres 2h et demi d’incubation a
température ambiante. Les résultats ont été exprimes en g équivalent de rutine par g

de poids sec de jus de figue de barbarie.

1.5.Evaluation de I’activité antioxydante
1.5.1. Test de piégeage du radical libre DPPH

L’activité antioxydante est basée sur la réduction de 1’absorbance a 517 nm lorsqu’un
radical libre stable de 2,2-diphényl-picrylhydrazyl (DPPH.) est réduit. La méthode
utilisée est celle décrite par Campos et al. [223]. 1 ml de chaque solution méthanoique
des extraits a différentes concentrations sont ajoutés a 250 pl de la solution
méthanoique du DPPH (6 mg/100ml). La lecture de I’absorbance est faite pour chaque
concentration a 517 nm apres 30 min d’incubation a 1’obscurité et a tempeérature

ambiante. Les résultats ont été exprimés en pourcentage d’inhibition (1%).
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1%= [(Abs contrdle— Abs test)/ Abs controle] x 100

La concentration d’extrait réduisant 50% de DPPH initial (EC50) a eté déterminée
graphiquement par la régression linéaire a partir de la courbe donnant I’AAR en

fonction de la concentration d’extrait.
1.5.2.Test ’ABTS

La méthode rapportée par Re et al. [224] a éte utilisée. Elle est basée sur la décoloration
d’un cation radicalaire stable, ABTSe+ (2,2’-azynobis-[3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid]) en ABTS en présence de composés anti radicalaires a 734 nm car le
cation radicalaire chromophore ABTSe«+ de couleur bleu-vert directement produit par
réaction entre I’ABTS et le persulfate de potassium a une absorption maximale a cette

grandeur.
Préparation de la solution de ABTS*+ :

Une solution de persulfate de potassium a 2,5 mM est ajoutée a une solution de 7 Mm
d’ABTS dans I’eau pour obtenir une concentration finale de 3,5 mM. Le mélange est
agité pendant 16 h a I’obscurité et a température ambiante pour former le radical cation
ABTSe+. Le mélange a été ensuite dilué dans le méthanol jusqu’a obtention d’une
absorbance d’une valeur de 0,70 £ 0,02 @ 730 nm. 2.9 ml de la solution ABTSe+
(immédiatement utilisé aprés préparation) ont été ajoutes a 100 pl de D’exrait
méthanolique. Le mélange est ainsi conservé a 1’obscurité pendant 6 minutes et les
absorbances sont lues a 734 nm au spectrophotomeétre. Les résultats ont été exprimés

en mmol de Trolox équivalent par gramme de poids sec d'échantillon (mmol TE/qg).
1.6.Evaluation de I’activité anticancéreuse
1.6.1. Culture cellulaire

Les lignées de cellules tumorales sont maintenues en cryoconservation dans 1’azote
liquide. Préalablement a leur utilisation pour les différents tests, les cellules subissent

deux a trois passages apres leur décongélation et mise en culture.

Les cryotubes sont récupérés de I’azote liquide et leur contenu est rapidement décongelé
et transféré dans des tubes a centrifuger en présence du milieu de culture. Ce lavage par
centrifugation a 1400 tours/minute pendant 10 min est effectué 2 a 3 fois pour éliminer
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le DMSO. Apreés lavage, le surnageant est jeté et le culot récupéré. Ce dernier contenant
les cellules est mis en culture dans des flacons a col incliné et ventilés. L’incubation est

effectuée dans une atmosphére humide a 37°C et a 5% de CO2.

Pour toutes ces lignees, les passages sont effectues sur les cultures quand les cellules

sont confluentes.

Avant de décoller les cellules adhérentes s’ont lavé par du PBS sans calcium et
magneésium aprés avoir jeté le surnageant. Ce lavage a pour but d’éliminer les traces
restantes du sérum de veau feetal qui est considéré comme un inhibiteur de 1’action de
la trypsine. La seconde étape est I’addition dans le flask de culture de 1ml de trypsine-
EDTA (0,25% et 0,1% respectivement). Ensuite, les cellules sont incubées a 37°C. Ces

dernieres se décollent du plastique au bout de quelques minutes. La suspension cellulaire

est alors récupérée et lavée deux fois par centrifugation avec du PBS puis répartie dans
de nouveaux flasks a raison de 250ul chacun. Chaque flask contient 5 a 10 ml (selon la
densité cellulaire de I’inoculum estimée par comptage des cellules viables par exclusion
au bleu de trypan) de milieu de culture DMEM complet supplémenté avec 5% de SVF,
100 Ul/mL de pénicilline, 100ug/mL streptomycine et 0,2% de sodium bicarbonate).
L’incubation est effectuée dans une atmosphére humide a 37°C et a 5% de CO2. [220].

1.6.2. Test de cytotoxicité

Pour déterminer ’activité antitumorale (cytotoxicité) in vitro de nos jus nous avons

réalisé le test de cytotoxicité contre la lignée cellulaire P815 (mastocytome murin)
1.6.2.1 Culture cellulaire

Avant de réaliser le test de cytotoxicité, on procéde au comptage des cellules viables par
comptage a I’exclusion au bleu de trypan. Le but étant d’obtenir une suspension de 1 a
1.5 x 104cells/mL a incuber dans 100pl de milieu de culture complet par puits a fond
plat des plaques de micro-culture de 96 puits (Bioster, Bastia di Rovolon, Italy). Cette
micro-culture ainsi obtenue est mise en incubation 24 heures avant la réalisation des

tests de cytotoxicite.

Ce dernier est alors effectué en appliquant des doses décroissantes de nos extraits

obtenues par des dilutions allant de demi en demi, dans 100 pL de milieu DMEM, en
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partant de la concentration initiale de 0 pug/mL. La concentration la plus forte du test a
savoir 50ug/mL ainsi obtenue, est celle du premier puits de chaque plague de micro-
culture. Les puits suivants recevront successivement 100uM dilué de demi en demi.

Chaque essai est réalisé en double et répété trois fois avec les témoins positifs et négatifs.

Les composés sont tout d’abord solubilisés dans du DMSO dont la concentration finale,
lors du test, n’excédera pas 2% (cette concentration n’ayant pas d’effet sur la croissance
cellulaire). Ces micro-cultures sont incubées en présence des extraits a 37°C en

atmosphére humide contenant 5% de CO2 pendant 48 heures.
1.6.2.2.Evaluation de I’activité cytotoxique

La détermination de I’activité antiproliférative est réalisée en évaluant la concentration
de I’extrait inhibant 50% de la croissance cellulaire (CI50) par rapport a un témoin
cultivé dans les mémes conditions en 1’absence du composé ¢étudié. Ce test simple et
rapide permet de réaliser une sélection rapide des molécules ou composés présentant

une activité susceptible de limiter ou stopper la croissance des cellules cancéreuses.

La révélation de I’action cytotoxique est effectuée a 1’aide du réactif MTT : 3-(4,5-

diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényl tétrazolium bromide [221].

Ce test est réalise comme décrit et modifié par Mosmann, 1983. Au bout de la période
d’incubation et dans les conditions de culture citées ci-dessus, on ajoute 20 pl d’une
solution de MTT (Smg/mL de PBS). Aprés 3 heures d’incubation dans les mémes
conditions de culture, les cristaux violets formés suite a la réduction du MTT par les
déshydrogénases mitochondriales des cellules vivantes sont solubilisés en rajoutant 100
ul d’une solution de HCI / Isopropanol (24 :1). On procede ensuite a la lecture de la
densité optique (DO) a deux longueurs d’ondes 540 nm et 630 nm en utilisant le lecteur
spectrophotométrique de microplaques Multiscan EX. Ainsi, I’effet cytotoxique de nos
extraits (pourcentage de lyse des cellules), peut étre mesuré en utilisant la formule

suivante :

(DO - DO,)

% de lyse = T X100
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Avec

DO : densité optique correspondant aux cellules traitées par nos extraits.
DO,: densité optique correspondant au contr6le négatif (cellules non traitées).
1.7. Analyse des pigments bétalaines

Le mélange de jus de figue de barbarie et de méthanol (1:5) (v/v), a été homogénéisé
par agitation magnétique. L’homogénat a été filtré sur un filtre en nylon (0,45 pum).
Ensuite, nous avons enregistré les spectres d’absorption UV Visible des extraits
méthanoiques obtenus a I’aide d’un spectrophotométre (Shimadzu UV Visible 160A,

Tokyo, Japon) équipé de cuves en quartz de 1cm.

La concentration en pigments bétalaines a été évaluée par la loi de Ber Lambert .Les
résultats sont exprimés en mg d’indicaxanthine par Kg de jus en utilisant la formule

suivante.
BC ([mg/L]) = Ax DF x MW x 1000/ € x L (Equation 1) [222].
BC : Concentration de bétalaines

A : représentant I’absorbance de pigment bétalaines : a 482nm pour les bétaxanthines

et a 532 pour les bétacyanines.
DF : le facteur de dilution.

€ et MW : représentent respectivement, le coefficient d’extinction molaire et le poids

moléculaire du pigment bétalaines.

Pour les bétacyanines : (€ =60,000 L/mol cm en H20 ; A=532 nm; MW=550 g/mol)
Pour les bétaxanthines : (€ =48,000 L/mol cm in H20; A=482nm; MW=308 g/mol).
L: la longueur de parcours de la cuvette.

1.8. Evaluation de la stabilité thermique des bétaxanthines

L’¢étude de la dégradation thermique des bétaxanthines a été réalisée par traitement des
jus a différentes températures dans des bains thermostatés. Des quantités de 5 ml de
jus ont été introduites dans des tubes en verre fermés, pour éviter le changement de

I'activité de I'eau du jus pendant le chauffage [226], puis ces tubes ont été placés dans
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des bains thermostatés réglés a des températures variant de 70 a 100°C.

Pour chacune de ces températures, différentes périodes d’incubation allant de 5 a 60
minutes ont été examinées. Aprés traitement thermique, les échantillons ont été

immeédiatement refroidis dans un bain de glace.
Les spectres d’absorption des solutions ont été enregistrés avant et apres traitement. Le
taux de rétention R des pigments a été calculé suivant la formule suivante :

R (%) = [Bx (T=X°C) /Bx (T=25°C)] x 100 (Equation 2) [13]

Bx(T=X°C) : Concentration en pigments a une température X
Bx(T=25°C): Concentration en pigments a température ambiante
1.8.1. Effet du pH sur la stabilité des bétalaines

L’étude de I’effet du pH sur la stabilité des bétaxanthines a été effectuée par utilisation
de I’acide chlorhydrique (1M, analyticalgrad, ALDRICH, Deisenhofen, Germany) et
I’hydroxyde de sodium (2%, analyticalgrad, ALDRICH, Deisenhofen, Germany) pour

régler les pH des jus.
1.8.2. Effets de la présence des stabilisants des bétalaines

L’effet de 1’addition des stabilisants sur la stabilité des bétaxanthines a été étudié. Pour
cela, deux stabilisants : acide citrique et acide ascorbique (pure, ALDRICH,
Deisenhofen, Germany) ont été testé. Une gamme de concentration (0%; 0.1% et 1%)
(VIV) d’acide citrique ou d’acide ascorbique a été ajoutée a des solutions pigmentaires

préalablement ajustées a des pH différents.
1.8.3.Effet de la température sur la stabilité des bétalaines

Les échantillons obtenus ont été traités a différentes températures : entre 70 et 100°C
pendant des durées allant de 5 et 60 min ; chaque ensemble du traitement d'échantillon

a éte traité dans I'obscurité ou avec I’exposition a la lumiére.
1.9. Analyses statistiques
Les données obtenues ont été traitées par analyse de la variance et les moyennes

significativement différentes ont été séparées par le test de Duncan a un seuil de
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probabilité de 5 % en utilisant le logiciel « statistica version 7 ».
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Chapitre II .

Caractérisation physico-chimique du jus de la

figue de barbarie.
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Chapitre 1l : Caractérisation physico-chimique du jus de la figue de

barbarie.

- Introduction :

Le cactus a été largement ignoré par les scientifiques jusqu'au début de 1980, ce regain
d'intérét est attribué en partie a la multifonctionnalité des fruits de figuier de barbarie.
Des études récentes ont révélé leurs teneurs élevées en certains composants chimiques,
qui peuvent apporter a ce fruit une valeur nutritionnelle ajoutée, tels que la taurine, le

calcium, le magnésium, les composés phénoliques et les bétalaines.

Le cactus marocain représente une trés grande variabilité génétique, plusieurs cultivars
existent et se distinguent par la période de floraison (précoce, tardive), la couleur de la
fleur (jaune, orange et rose), la couleur du fruit et de la pulpe (verte, jaune, orange, rouge
et pourpre), la forme des fruits (ovoide, ronde ou oblongue), les caractéristiques

organoleptiques des fruits, et la teneur en antioxydants.

Les fruits de figuier de barbarie présentent une variabilité dans la forme, la couleur, le
poids, la teneur en sucre, en acides et en antioxydants, etc. Ces différents parameétres
varient d’un cultivar a I’autre et sont fortement influencés par I’environnement. Dans ce
cadre, nous nous sommes intéressés a I’étude de quelques paramétres physico-
chimiques des différentes composantes des fruits de neuf cultivars présents dans les
différentes régions de royaume. Il s’agit des cultivars : Skhour Rehamna, Alkalaa,

Tamellalet,Ras Elain,Ben Guerir,Doukkala, Ait Baamraneet Khouribga.
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Abstract— The cactus prickly pearsrich in micronutrients, has recently generated a great
deal of consumer interest, therefore, this paper was designed to study its physical and
chemical compositions such as: moisture, sugar content, total fibres, protein, ash, pH,
acidity, minerals contents and total phenolics contents of nine prickly pear juices.
Polyphenols are antioxidants who contribute to the nutritional prickly pears quality and

of their products of transformation.

Keywords— Prickly pears, juices, composition, moisture, sugar, fibre, protein, ash, pH,

acidity, minerals contents, phenolics contents
I1.1. Introduction

Cactus prickly pears “Opuntia ficus indica L.” is a member of the Cactaceae family and
is an important forage crop for livestock in many arid and semi-arid regions of the world.
It is widely distributed in Mexico and in all American hemispheres as well as in Africa
and in the Mediterranean basin (1). This plant is pointed out as relevant health
promoting food with a great number of potentially active nutrients, the fairly high sugar
content and low acidity of the fruit (2,3) give it a delicious, sweet taste, but at the same
time make it very susceptible to microbial invasion, thus limiting its storage life in the

fresh state.

Both the cladodes and fruits are frequently consumed both fresh and processed in Latin

America (4), whereas only the fresh fruits are more widespread on European and North-
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American markets (5). Cactus pear is usually consumed fresh, but it is also put to

different traditional and industrial uses (6).

Opuntia fruits, also known as cactus pears or prickly pears, are regionally consumed as
fresh fruit, juice, sweets, etc., but also exported for the European fresh fruit market
(6,7).The extracted pigments from prickly pear fruits are used as additives in food,

cosmetic, and pharmaceutical preparations (2,3).

The composition of cactus pear fruits was studied during the maturation period (8),
whereas the seeds, skin and pulp were compared in terms of carbohydrate and mineral
composition (8,9). All the authors have agreed that “Opuntia ficus indica L.” juice was
rich in minerals and vitamins (8-11), and may potentially be included in animal and
human diets. Recently, it could be concluded that cactus fruit juice positively affects the
body’s redox balance, decrease oxidative damage to lipid and improve antioxidant status

in diabetic rats (12).

In the other hand, fruit and juice of this plant are known by the presence of betalains
(betanin and indicaxanthin), rarely found in fruits (they occur in red beets), and also
elevated in polyphenolic flavonoids (quercetin, kaempferol and isorhamnetin) and
various carotenoids, which have antioxidant activity and may protect against human
disease (7,13). These fruits have shown several effect such as antiulcerogenic (14),

antioxidant (13-15), anticancer (13,16) and hepatoprotective activities (17).

In this study, the cactus pear composition and its chemical characteristics were

investigated in nine different types of Moroccan prickly pears juices.
11.2. Materials and Methods
11.2.1.Raw Materials

The cactus pears were collected from wild populations of Opuntia L. located in different
area in Morocco at Khouribga (32°5"°N, 6°54’W), Skhour Rehamna (32°29°N,
7°55°W), Alkalaa (32°02°N, 7°24’W), Tamellalet (31°49°’N, 7°30°W), Ras Elain
(31°48°N, 7°34°W), Ben Guerir (32°14°N, 7°57°W), Doukkala (32°35°N, 8°39°W) and
Ait Baamrane (29°23°N, 10°10°W). For each species, three different lots of fruits were
harvested at the end of August at maximum full maturity without being overripe,

carefully washed with water to remove the glochids and the obtained juice was
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centrifuged (4000 x g , 30min at 4°C) and the supernatant juice was stored at -20°C

before being used.

The whole fruit weight (FW), skin weight (SW), pulp weight (PW), core weight (CW),
seeds weight (SDW), fruit length (FL) and fruit diameter (FD) of samples were
measured immediately after harvest. The fruit diameter and length were measured using
callipers. The fruits were washed and the prickles and glochides on the peel surface were
removed under running tap water by rubbing. After the free water drained from the
fruits, their weight was recorded. Fruits were cut longitudinally, the flesh and thick peel
were separated, and the weights of these fractions were recorded. Seeds were washed
under running water several times on a screen (700 micron) to separate the seeds from

the pulp, and then drained. They were dried at 60 °C for 24 h and weighed.

For analysis, triplicate determinations were performed on each sample; data shown

later represent the means of three measurements.
11.2.2.Experimental Material

The °Brix was determined using a refractometer (ATAGO’s Abbe refractometer
1T/4T). The total acidity was determined on 10 ml of juice by measuring the volume of
0,1 N NaOH necessary to take the sample to pH 8.1, which was monitored
potentiometrically (18). Experiments were carried out on juices from the three lots for

each cultivar.

The sugar content was established by using the Bertrand method (19). This dosage
consists in collecting the precipitate of the copper (I1) oxide formed by reduction of the
cupro-alkaline liqueur in presence of reducing sugars, and to measure it out by
manganimetry. Bertrand’s tables give the correspondence directly between the volume

of KMnO4 (0,1N) used and content of glucose of the trial hold.

The protein was measured by using the Bradford method (20). This method is based
on a colorimetric proportioning detecting the change of color of blue of Coomassie at
595 nm, after complexation with the aromatic amino acids and the hydrophobic residues

of the amino acids present in the solution.

The crude fibre was determined according to the 991.42 and 993.19 AOAC methods.
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For mineral analysis, samples were incinerated in muffle furnace at 525°C for 24h,
Ashes were quantified gravimetrically. The ashes were diluted with hydrochloric acid
0,IN and with distilled and demineralised water. Calcium, potassium, magnesium,
sodium, zinc, iron and copper content was analysed by atomic absorption
spectrophotometry using an UNICAM 929 AA Spectrometer. Phosphor was measured

by the colorimetric method.

The total phenolic contents of prickly pear juice samples were determined using a
modified Folin-Ciocalteu method cited by Wolfe et al. (21). The measurement was

expressed as gallic acid equivalents in micrograms per gram of juice.
I1.3.Result and Discussion
11.3.1.Physical and Chemical Characteristics of Cactus Fruit Juice

The morphological characteristics of cactus pear investigated in this study are given
in Figures 1, 2, 3, 4. The fruit properties differed significantly among locations. The
samples from the Ben Guerir location was comprised with higher fruit diameter and
length, but the red fruit of Khouribga was characterized by high fruit, core and pulp
weights compared to those collected from the other locations. Furthermore, red fruits of

Khouribga samples possessed the highest fruit weight (113 g).

The fruits from the other locations: Alkalaa, Skhour, yellow of Khouribga, and Ras
Elain were statistically of the same weight (Figure 1). The same trend detected for the

fruit weights also was observed for the core weights of the cactus-pear samples.

The mean values of the pulp weights of the different locations ranged from 38 to 64
g, with the red fruit of Khouribga samples having highest pulp weight. There were
significant differences among locations concerning the weight seed of the fruits (Figure
3). Although the red fruits collected from Khouribga and Ait Baamrane had the highest

fruit weights.

Studies showed that the fruit size and shape are affected by the seed number and
weight (22-24). The relationship between fruit size and seed content varies with several
factors, such as genotype and fruit position within the canopy (25,26). Prickly pear fruits
contain totally 100 to 300 seeds (22,27). The seeds of the fruit constitute about 10% to

15% of the pulp and are discarded.
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The statistical results showed that the cactus pear size and weight are affected by the
location in which the cactus grows, which is in accordance with previous studies (22,23).
Although, the length of fruits and the fruit diameter from each location did not differ

much (Figure 2), the pulp weight differed significantly among locations.

The physicochemical characteristics of cactus fruit juice are presents in Table 1 and
2. Data showed that cactus fruit juice had the moisture content of 89,13 to 91,18% with
total soluble solids (TSS) content varied from 11.33 to 15,47°Brix. This values level
compares well with that recommended for cactus pear fruits (12,28). The total soluble

solids content is important factor in the production of fruit juice.

These values are within the range reported by Mullen et al (29) for 13 commercially
available fruit juices and drinks. The juice with the highest sugar content corresponded
to Ait Baamrane with 15,47°Brix. The yellow and red of Khouribga juice also contained

more than 13°Brix.

Stintzing et al (30) reported 14,2 °Brix for a juice extracted from the same species as
Pelon. Except the juice from Ait Baamrane region, the prickly pears that yielded juices
with high sugar contents tended to have lower acidities and as a sequence of the
highest °Brix/ Acidity ratios (Table 1).
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Figure 1. Variation of the seed weight (SDW) of  Figure 2. Variation of fruit length (FL) and fruit

nine Moroccan prickly pears diameter (FD) of nine Moroccan prickly pears
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Figure 3.Variation of the fruit weight (FW),

skin weight (SW), pulp weight (PW), core

weight (CW) of nine Moroccan prickly pears

Figure 4.Variation of the yield of juices extracted

from nine Moroccan prickly pears

TABLE 1: PHYSICO-CHEMICAL CHARACTERISTICS OF JUICES EXTRACTED FROM NINE

MOROCCAN PRICKLY PEARS,

Cultivars Fruit . Moisture % | ° Brix pH Acidity (%0) | °Brix/Acidity
characteristics
Spineless, yellow

Skhour peel, orange yellow | 89,38+10.50 | 11,33+0,29 | 5,5620,07 | 0,067+0,05 | 169,10+4,34
pulp.

Alkalaa Spiny, yellow peel, | g4 /7.9 94 |13,0540550 | 5,63+0,05 | 0,049:0,06 | 266,32+34,94
green-yellow pulp

Yellow Khouribga gf;gzp%ﬁe” Peel, | 89.18+7.25 |13.76+0,52 | 5.95+0,06 | 0,046+0,01 |299,13+10,62

Red Khouribga | SPY: Purple peel, g 10,809 | 13,4241,61 | 5,52+0,00 | 0,07740,02 | 174,28+6,80
purple-red pulp.

Tamellalet Spiny, yellow peel, | g, 11,6 48 1214132 |5,64+0.27 | 0,046£0,04 | 263,04+29,07
green-yellow pulp
Spineless, yellow

Doukkala peel, orange yellow |91,15+11.05 | 13,58+0,52 | 5,45+0,16 | 0,081+0,01 |167,65+5,31
pulp.

Ras Elain Spiny, yellow peel, | g4 51,7 89 |11,542.78 |5,6140,11 | 0,074+0,01 | 155,4036,15
green-yellow pulp.

Ben Guerir Spiny, yellow peel, g, 14,993 |12,1740.29 | 5,55+0,09 | 0,06740,06 | 181,64+3,59
green-yellow pulp.
Spineless, yellow

Ait Baamrane peel, orange yellow |90,87+8.97 |15,47+0,06 | 5,27+0,08 | 0,098+0,05 |157,86+0,87
pulp.
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The set of prickly pear juices had pH’s ranging from 5,45 to 5,92. The pH turns out
to be very high with values of the order of 5,6 commonly measured. These results are
in the range already described (5,5 to 6,4) in other cultivars, confirming that this fruit is
a low acidic food (31). Also, these data were in agreement with literature data for
Mexican and Argentine cultivars which reported that the pH is ranging from 5,6 — 6,5
(32,33) and with the values reported for Moroccan cultivars (5.95- 6.34) (8). Based on

its high pH (5,3 to 7,1) (6,34), this fruit is classified within the low-acid group,
(pH >4,5) because of the extremely low content of organic acids. Ait Baamrane and
Doukkala samples contained the highest acidities followed by red juice of khouribga

and Ras Elain.

Tamellalet and yellow juice of Khouribgua contained at least five times more acidity
compared to Amarillo, Pelon and Moradillo (35). The pH (5,46) and acidity values
(0,03%) of Pelon are within ranges determined by Gurrieri (31) in prickly pear juices
from Opuntia ficus indica. According to Felker et al (33), the pH and acidity for ripen
fruits is between 5,6 and 6,5 and 0,05% and 0,18%, respectively. Diaz-Medina et al (36),
Viloria-Matos et al (37) and Pimienta-Barrios et al (38), reported more acidic pH in
prickly fruits collected from Opuntia dillenni (pH 3,3), Opuntia boldinghii (pH 4,9) and
Opuntia joconostle (pH 3,2).

Whereas, the total acid content in our varieties juicy pulp was of the order of 0,46 to
0,98%, which is low in comparison with the acidity of other fruit such as orange
(1,13%), strawberry (1,05%), apricot (1,40%) and kiwi (1,49%) (39).

Moreover, the results presented in Table 2, show that the pears under study have a
high content of total sugar, as it is generally found in the majority of other fruits. Among
the nine varieties studied it is possible to conclude that Ait Baamrane and Tamellalet
cultivars are the ones that present the higher (165,77g/kg) and lower content (97,215
g/kg), respectively. In general, among of reducing sugar found in these cultivars of pears
Is also in agreement to Piga (28) results. However, the Ait Baamrane has a ratio of
reducing sugar to total sugar of 0,96 that is higher than the other pear varieties, for which

the ratio ranges between 0,80 and 1,08.
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The results presented in Table 2, reveal that the juice of pears has low protein, ash and
crude fiber contents that are in agreement to the chemical composition of pears, and are
comparable to other fruits (42). The amounts of proteins in the prickly pear juices
ranging from 1,14 to 3,53 g/kg. The highest content was detected in the Ait Badmrane

followed by Ras Alain and Skhour cultivars.

These results for fruit juices are lower than those reported for Chilean and Mexican
cultivars respectively (11,40), and higher than those studied by Diaz Medina et al. and
Barroca et al. (36,41). The amount of protein presented in these prickly pear juices are

comparables to those found in Moroccan fruit juices presented by Hasib et al. (8).

The fibres contents of nine prickly pear fruit juices ranged from 2,86 to 6,13% and
were different from each other. Alkalaa cultivar is characterized by highest value
flowing by Ras Elain and Ben Guerir cultivars. Doukkala cultivar contains the lower
amount of fibres. These results are similar to those reported by Diaz Medina et al. (36)
and by Abd El-Razek et al. (12) in the Egyptian cactus fruit juice, but less ten time of
this presented by EL Kossori et al. (9) in the Moroccan pulp of prickly pear.

The amount of ash of the fruit juices ranged from 2,76 to 4,17 (g/kg of juice). Our
results are comparable to the results obtained by Hasib et al. (8). In addition, it can be

stated that these properties are similar for the nine cultivars of pears studied.

TABLE 2: PHYSICO-CHEMICAL CHARACTERISTICS OF JUICES EXTRACTED FROM NINE

MOROCCAN PRICKLY PEARS.
Total sugar |Reducing sugar | Protein Ash Crude fibre | Total phenols
(9/kg) (9/kg) (9/kg) (9/kg) (%) Hg GA eq./g of
juice
Skhour 155,13+10,79 | 135,54+3,13 1,83+0,07 |4,17+0,76 | 4,67+0,80 476,37+5,13
Alkalaa 103,04+£14.54 | 99,49+04,00 1,36+0,08 |4,08+0,32 | 6,13+0,95 632,11+5,50
Yellow Khouribga | 154,16+ 8,25 | 149,16+10,60 | 1,49+0,10 |3,50+0,51 | 4,54+0,52 354,37+5,37
Red Khouribga | 113,33+16,50 | 91,25+8,38 1,74+0,67 |3,65+0,47 | 3,21+0,233 | 358,99+6,10
Tamellalet 97,21+04,08 | 101,93+10,47 | 1,14+0,45 |2,94+0,34| 3,96+0,41 467,22+3,79
Doukkala 102,04+10,44 | 110,96x12,47 | 1,77+0,05 |3,65+0,44 | 2,86+0,29 394,9+7,40
Ras Elain 125,13+8,06 | 111,60+13,91 | 2,30+0,11 |3,36+0,51| 5,49+0,36 587,11+4,42
Ben Guerir 124,58+ 8,83 97,67+8,39 1,78+0,09 |2,76+0,56 | 4,81+0,68 524,63+7,27
Ait Baamrane 165,77+12,48 | 160,66+16,03 | 3,53+0,23 |3,16+0,91| 4,17+1,01 643,66+3,25
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TABLE 3:MINERALS CONTENT OF JUICES EXTRACTED FROM NINE MOROCCAN PRICKLY PEARS.

Ca Mg P Na K Zn Fe Cu

(mg/kg) | (mgrkg) | (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg)
Skhour 257+7.45 | 201+1.23 | 276+3.25 | 165+7.56 |1980+12.30 | 0,38+0.08 | 09,81+1.20 | 0,74+0.02
Alkalaa 2409.63 | 146+4.12 | 206+1.45 | 123+4.78 |1723+10.42| 0,33+010 |09,58+0.89 | 0,61+0.17
Yellow Khouribga | 19045.48 | 115+7.14 | 164+2.63 | 111+10.25 | 1520+7.45 | 0,27+0.06 | 08,64+1.05 | 0,43+0.12
Red Khouribga | 289+8.16 | 197+9.32 | 282+4.54 | 135+5.84 | 1807+9.76 | 0,41+0.11 | 08,84+0.96 | 0,24+0.05
Tamellalet 203+7.14 | 152+2.59 | 254+8.02 |092,65+2.64 | 1406+6.87 | 0,24+0.03 | 7,98+2.13 |0,15+0.06
Doukkala 257+9.62 | 13745.98 | 231+2.47 |098,40+4.12 | 2209+9.87 | 0,46+0.20 | 10,08+1.58 | 0,51+0.25
Ras Elain 166+7.24 | 186%7.65 | 179+6.05 151+6.21 1681+8.64 | 0,19+0.11 | 09,5+1.95 |0,31+0.11
Ben Guerir 200+8.65 | 174+3.45 | 209+7.12 | 129+3.54 | 1243+6.85 | 0,15+0.01 | 07,58+0.23 | 0,17+0.07
Ait Baamrane 314+10.23 | 212+3.21 | 319+2.13 | 17447.12 |2114+10.96 | 0,58+0.13 | 10,62+0.63 | 0,46+0.12

11.3.2.Minerals Content of Cactus Fruit Juice

The minerals content of cactus fruit juice is summarized in Table 3. The juice is
considered a good source of minerals, our results showed that the juices of prickly pear
are rich in potassium, magnesium, phosphor and calcium; however they contained low
amount of sodium. Among microelements, iron content was found to be higher than zinc
and copper content. The mineral pattern depends on the fruit origin and factors of the
site of cultivation. Similar results have been reported in the literatures (32). Ait
Baamrane is contains a high amount for almost all minerals studied compared to juices

extracted from other areas.

These results quoted in this work are in harmony with those of Hasib et al. (8) and
Abd El-Razek et al. (12) (except on zinc content) and higher than those obtained by
Guzman-Maldonado et al. (43), but lower than those of Piga (28), Feugang et al (7)
and D1’az Medina et al (36) (except on iron and potassium contents). The mineral pattern
depends on fruit origin: the edaphic factors at the site of cultivation, differences in soil
calcium contents and other minerals, thus explaining the conflicting literature data. It
could be noticed that the contributions to intakes of calcium, phosphorus, potassium and
magnesium were nearly moderate representing approximately 2%, 3%, 4% and 5%,

respectively of the recommended dietary intakes. High levels of calcium, magnesium
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and potassium are used for energy and sports drinks to uphold the mineral pool during
periods of physical exhaustion, low level of sodium and chloride are preferred for
preventing high blood pressure. Mineral fortification of any fruit or vegetable
preparation can thus be attained easily by simply adding cactus pear juice or

concentrates (32).

11.3.3.PhenolicContentsofCactusFruitJuice

The phenolic compounds content in the nine cultivars of prickly pear was also
checked. The amount of total phenolics varied in different cultivars and ranged from
354,37 to 643,66 ug GAE/g of juice (Table 3). The highest total phenolic levels were
detected in Ait Baamrane cultivar followed by Alkalaa cultivar, while lowest content
was measured for the juice from Khouribga. Our results are also in the range obtained
by Coria Cayupén et al. (44) (54 to 112 mg /100 g of fresh fruits from Argentina). They
are, however higher than those found by Chavez-Santoscoy et al. (35) in juices from
Mexican prickly pears ranging from 55,4 to 226,3ug GAE/g of juice, Maataoui et al.
(45) in Chaouia-Morocco cultivar (22 to 30 mg/100 g in orange and purple varieties,
respectively) and to those registered by Diaz et al. (36) for the green and orange prickly
pears from island of Tenerife (17,2 mg/100 g). But these values are less than those
presented by Galati et al (13) (746 pg/ml of juice of whole fruits of Sicilian cultivars of
prickly pear (Opuntia ficus indica (L.) Mill.) and Chang et al. (46) (915ug/g GAE in
methanol extracts of fruits of opuntia dillenii). Factors like type of cultivar, climate

condition and soil composition could explain this variability.
Therefore, cactus fruit juice could contribute to the intake of antioxidant substances.
I11.1.4.Conclusion

This research shows the potential of prickly pears as an important source of natural
antioxidants and nutraceuticals and may be well considered a functional food.
Sophisticated analytical approaches and innovative processing technologies will open
new avenues to further promote the use of cactus pear stems, fruits, juices and flowers

in food, medicine, cosmetic, and pharmaceutical industries.
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Chapitre III .

Constituants bioactives, activité antioxydante
et cytotoxique des cellules cancérogenes du

jus de figue de barbarie
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Chapitre 111 : Constituants bioactives, activité antioxydante et cytotoxique

des cellules cancérogénes du jus de figue de barbarie
- Introduction :

Depuis quelques années, la recherche scientifique s’intéress2 de plus en plus aux valeurs
médicinales des aliments et non seulement a leur apport nutritif. Les aliments
contiennent des constituants alimentaires pouvant offrir une protection contre les
maladies chroniques, cardio et cérébro-vasculaires, oculaires, neurologiques et quelques
formes de cancers. Les avantages nutraceutiques des fruits de cactus découlent de leurs
propriétés antioxydantes liés a 1’acide ascorbique, les bétalaines et les composés
phénoliques dont les flavonoides, la présence de ces différents composés a été
démontrée dans les fruits des différentes wvariétés d’Opuntia. Les propriétés
antioxydantes des bétalaines (bétanine et indicaxanthine) ont été révélées récemment,
de nombreuses études in vitro ont démontré les effets bénéfiques des composés
phénoliques et des bétalaines. Les figues de barbarie représentent une source riche en
bétalaines, leur concentration varie entre 66 et 1140 mg/kg de fruit frais, le rapport
bétacyanines : bétaxhantines varie de 0 a 11,7 selon la couleur de la pulpe.

Dans ce contexte nous avons évaluéles activités antioxydantes et anticancéreuses des

différents jus préparés a partir des fruits de cactus.
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Journal of Natural Sciences Research Vol.3, No.14, 2013, 12-20

Abstract:

Several physico-chemical properties such as fruit pulp weight percentage, acidity, pH,
soluble solid content, Antioxidant activity, total phenolic, flavonoid, flavonol and
betalain content of nine selected promising cactus pear (Opuntia ficus indica L.)
accessions were determined. The antioxidant capacity was assessed by means of two
different methods: the 2,2-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (Trolox
equivalent antioxidant capacity) (ABTS) method and the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH) radical method. The results showed qualitative and quantitative differences in
the physico-chemical characteristics of cactus pear accessions. Total phenolics and
flavonoids content were found between 354.37 and 643.66 ug gallic acid eq/g and 24.67
and 49.03 g catechin eq./g dry weight basis. The in vitro cytotoxicity was measured
toward P-815 cell line by the growth inhibition assay determined by the MTT viability
assay. We found that juice of different cultivars exert a dose-dependent growth
inhibition against P-815 cell line. The results provide important information on how to
make the best use of cactus pear genotypes investigated for different uses, which is of

significance for both technological research and processing practice.

Keywords:prickly pears Juices acidity, sugar content, phenolics, flavonoids, flavonols,

betalains, antioxidant activity, anticancer effect
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I11.1. Introduction:

Recently, natural foods and food derived antioxidants such as vitamins and phenolic
phytochemicals have received growing attention, because they are known to function as
chemopreventive agents against oxidative damage and genotoxicity. It is for this reason
the consumer demand for fresh ready-to-use products has led, over the last 20 years, to
increasing interest in minimally processed fruits and vegetables, as these products

combine freshness and convenience (Kim et al 1993).

Medical benefits from plant forms have been recognized for centuries. Herbs have been
used in Chinese medicine for thousands of years to cure diseases and heal wounds.
Recently, it has been found that components in green tea and grape seeds have anticancer
effects (Xu et al. 1992; Kim et al. 2004). Also, as a rule, herbs and natural products lack
much of the toxicity that is present in synthetic chemicals, thus, enhancing their appeal

for long term preventive strategies.

Opuntia ficus indica, has been used for many years as a common vegetable, is a member
of the Cactaceae family, is an important forage crop for livestock in many arid and semi-
arid regions of the world. It is widely distributed in Mexico and in all American
hemispheres as well as in Africa and in the Mediterranean basin (Acevedo et al. 1985).
This plant is pointed out as relevant health promoting food with a great number of
potentially active nutrient, the fairly high sugar content and low acidity of the fruit
(Seplulveda & Slaenz 1990; Joubert 1993) give it a delicious, sweet taste, but at the
same time make it very susceptible to microbial invasion, thus limiting its storage life

in the fresh state.

Both the cladodes and fruits are frequently consumed both fresh and processed in Latin
America (Gurbachan & Felker 1998), whereas only the fresh fruits are more widespread
on European and North-American markets (Butera et al. 2002). Cactus pear is usually
consumed fresh, but it is also put to different traditional and industrial uses (Saenz
2000).

Opuntia fruits, also known as cactus pears or prickly pears (figure 1), are regionally
consumed as fresh fruit, juice, sweets, etc., but also exported for the European fresh fruit

market (Saenz 2000; Feugang et al. 2006).The extracted pigments from prickly pear

77



Fartie Il . Ffude Expérimentale

fruits are used as additives in food, cosmetic, and pharmaceutical preparations
(Seplulveda & Slaenz 1990; Joubert 1993).

The cactus pear composition and its chemical characteristics were investigated. The
composition of cactus pear fruits was studied during the maturation period (ElI-Gharras
et al. 2006), whereas the seeds, skin and pulp were compared in terms of carbohydrate
and mineral, composition (El-Kossori et al. 1998). All the authors have agreed that
Opuntia ficus indica juice was rich in minerals and vitamins (MoBhammer et al. 2006,
El-Gharras et al. 2006), and may potentially be included in animal and human diets.
Recently, it could be concluded that cactus fruit juice positively affects the body’s redox
balance, decrease oxidative damage to lipid and improve antioxidant status in diabetic
rats (Fatma Hassan Abd El-Razek & Amal Hassan 2001).

In the other hand, fruit and juice of this plant are known by the presence of betalains
(betanin and indicaxanthin) (EIl-Gharras et al. 2008), rarely found in fruits (they occur
in red beets), and also elevated in polyphenolic flavonoids (quercetin, kaempferol and
isorhamnetin) and various carotenoids, which have antioxidant activity and may protect
against human disease (Feugang et al. 2006). These fruits have shown several effect
such as antiulcerogenic (Galati et al. 2003), antioxidant (Galati et al. 2003; Kuti 2004;
Tesoriere et al. 2004, Dehbi et al. 2013), anticancer (Zou et al. 2005) and
hepatoprotective activities (Galati et al. 2005) .

Since high antioxidant capacity is a desired feature for fruits, the aim of this study was
to screen the antioxidant capacity, phenolic and betalain composition of nine different

types of prickly pears juices and determine their in vitro anticancer effect.
I11.2. Materials and methods
I11.2.1Raw materials

Nine cultivars of prickly pears fruits Opuntia ficus indica L (figure 1), grown in different
area in Morocco (table 1), were selected at maximum full maturity without being
overripe: yellow species from Doukkala; Tamellalet; Ras Elain; Ben Guerir; Ait
Baamrane; Skhour Rehamna; Alkalaa and both species red and yellow from Khouribga.
For each species, three different lots of fruits were harvested, carefully washed with

water to remove the glochids and the obtained juice was centrifuged (4000 x g , 30min
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at 4°C) and the supernatant juice was stored at -20°C before being used. The seeds were
washed abundantly with the water to remove the pulp attached, dried at 60 °C for 24 h.
The weight of different components of the prickly pear fruits was determined such as

skin, pulp and seeds.

For analysis, triplicate determinations were performed on each sample; data shown later

represent the means of three measurements.

¢ ’
. 'I
Figure 1: Prickly pear (Opuntia ficus indica L.)

Table 1. Geographic of provenance of prickly pears fruits used in the study
Area Latitude N Longitude W
Khouribga 32053’ 6°54°
Skhour Rehamna 32°29° 7°55°
Alkalaa 32°02° 7°24°
Tamellalet 31°49° 7°30°
Ras Elain 31°48’ 7°34°
Ben Guerir 32°14° 7°57°
Doukkala 32°35’ 8°39°
Ait Baamrane 29°23° 10°10°

111.2.2.Experimental material:

The °Brix was determined using a refractometer (ATAGQO’s Abbe refractometer 1T/4T).
The total acidity was determined on 10 ml of juice by measuring the volume of 0.1 N
NaOH necessary to take the sample to pH 8.1, which was monitored potentiometrically
(Tateo 1978).
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The total phenolic contents of prickly pear juice samples were determined using a
modified Folin-Ciocalteu method cited by Wolfe et al. (Wolfe et al. 2003). The

measurement was expressed as gallic acid equivalents in micrograms per gram of juice.

All determinations of Betalains contents were performed on a UV/Vis spectrometer. The
pigments were extracted using the methanol. The betalain content was expressed as

mg/L and calculated according to literature (Cai et al. 1998).

The flavonoid content was measured using a colorimetric assay developed by Zhishen
et al.(1999). Absorbance was read at 510 nm against the blank (water) and flavonoid

content was expressed as g catechin equivalents/ g DW.

The amounts of flavonols were determined by the method of Yermakov et al. (1987).
The same procedure was obtained from a mixture of 2 ml of diluted juice solution, 2ml
of aluminium trichloride and sodium acetate. The absorbance at 440nm was recorded.

The flavonols content was expressed as rutin equivalents.

The total antioxidant activity of fruit extracts was evaluated using the ABTS radical
cation decolorization assay (Miller et al. 1996). ABTS.+ was prepared by reacting ABTS

with potassium persulfate (Pellegrini et al. 1999).

The free radical-scavenger activity was determined by the DPPH assay, as described
previously by Campos et al. (Campos et al. 2003). Antiradical efficiency was established
using regression analysis at a 95% significance level (P<0.05). Results are presented in
EC50 values, which represent the weight of sample required to scavenge 50% of the
DPPH radicals available.

The determination of in vitro cancer cell viability was performed on the cell lines after
six passages as previously described by Mossman 1983 and Tilaoui et al. 2011. Briefly,
tumor cells were trypsinized, when adherent, (0.15% trypsin, 0.1% EDTA) and 1 to 1.5
x 105 cells/mL were incubated in flat-bottomed 96-well micro titer plates (Bioster,
Bastia di Rovolon, Italy) in 100 pL of complete medium. Appropriate dilutions of
Opuntia ficus indica juices and adriamycin all solubilized in sterilized distillated water
were carried out in culture medium before their addition to the cultured cells (final
culture volume of 200 puL). After 48 h incubation in humidified atmosphere, at 37 °C
and 5% CO2, 20 pL of MTT (5 mg/mL PBS) were added in each well. After 3 h
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incubation at 37 °C and 5% CO2, 100 pL medium was carefully removed from each
well and replaced with 100 pL. Isopropanol-HCI (1:24). After 10 min incubation at 37
°C the solubilized formazan produced by metabolically active cells was measured by
scanning the 96-well plates at dual wavelength of 540-630 nm using a Multiskan
apparatus (Labsystem, Helsinki, Finland). Using this colorimetric procedure, nine juices
and adriamycin, cytotoxic effects could be measured as compared to the viability of

untreated cells receiving distillated water alone, according to the following calculation:
% cell killing = 100 x (1- (ODt /OD0))

Where ODo and ODt are the optical density obtained respectively for untreated and
juices treated cells. Two independent sets of experiments performed in duplicate were

evaluated.
111.3.Result and discussion

Skhour, Ben Guerir and Khouribga yielded the highest amounts of pulp (Table 2). This
yields were probably overestimated since it was difficult to differentiate between peel
and pulp tissues. Thus, its pulp and juice probably contained significant amounts of peel
components that affected pH and the phytochemical profile. The 59.4and 57.6 % pulp
yields obtained from Ben Guerir and red fruit of Khouribga, respectively, were higher
and similar compared to yields previously reported by R. A. Chavez-Santoscoy et al.
(2009) for opuntia spp. Others authors reported a large variability in pulp yields within
the same species ranging from 38 to 62% (Felker et al. 2005). The large differences in
yields were related to the prickly pear size, and the amount and thickness of the peels.

(Gurrieri et al. 2000) previously documented similar pulp yield for Sicilian cultivars.

The set of prickly pear juices had pH’s ranging from 5.27 to 5.95 (Table 2). These values
are less acidic than citrus juices (pH 3.35) (Kelebek et al. 2008). As expected, the juices
with the lowest pH values had the highest titritable acidities. Ait Baamrane and
Doukkala contained the highest acidities followed by red juice of Khouribga and Ras
Elain. Skhour and Ben Guerir contained at least more acidity compared to Tamellalet,
yellow juice of Khouribga and Alkalaa. The pH (5.64) and acidity values (0.04%) of
Tamellalet are within ranges determined by Gurrieri et al. (2000) in prickly pear juices
from Opuntia ficus indica. According to Felker et al. (2005), the pH and acidity for ripen

fruits is between 5.6 and 6.5 and 0.05% and 0.18%, respectively. (Viloria-Matos et al.
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2002; Diaz-Medina et al. 2007; Pimienta-Barrios et al. 2008) reported more acidic pH

in prickly fruits collected from Opuntia dillenni (pH 3.3), Opuntia boldinghii (pH 4.9)

and Opuntia joconostle (pH 3.2).

Table 2:Characterization, pulp yield, acidity and sugar contents of juices extracted from

nine Moroccan prickly pears.

orange yellow pulp.

Cultivars Fruit characteristics Pulp Yield pH ° Brix Acidity (%) | °Brix/Acidity
%
SkhourRhamna Spineless, yellow peel,
62,78 5,56+0,07 11,33+0,29 | 0,067+0,05 169,10+4,34
orange yellow pulp.
Alkalaa Spiny, yellow peel,
48,34 5,63+0,05 13,05+0,50 | 0,049+0,06 | 266,32+34,94
green-yellow pulp
Yellow Khouribgua | Spiny, green peel,
52,00 5,95+0,06 13,7620,52 | 0,046+0,01 | 299,13+10,62
green pulp.
Red Khouribgua Spiny, purple peel,
57,57 5,52+0,09 13,42+1,61 | 0,077+0,02 174,2846,80
purple-red pulp.
Tamellalet Spiny, yellow peel,
50,62 5,64+0,27 12,1+1,32 | 0,046+0,04 | 263,04+29,07
green-yellow pulp
Doukkala Spineless, yellow peel,
56,16 5,45+0,16 13,58+0,52 | 0,081+0,01 167,6545,31
orange yellow pulp.
Ras Eazlain Spiny, yellow peel,
54,13 5,61+0,11 11,5+2,78 | 0,074+0,01 | 155,40+36,15
green-yellow pulp.
Ben Guerir Spiny, yellow peel,
59,41 5,55+0,09 12,17+0,29 | 0,067+0,06 181,64+3,59
green-yellow pulp.
Ait Baamrane Spineless, yellow peel,
53,20 5,27+0,08 15,47+0,06 | 0,098+0,05 157,86+0,87

The sugar content of the prickly pear juices varied from 11.33 to 15.47°Brix (Table 2).

These values are within the range reported by Mullen et al. (2007) for 13 commercially

available fruit juices and drinks of the United Kingdom. The juice with the highest sugar

content corresponded to Ait Baamrane with 15.47°Brix. The Ait Baamrane juice also

contained more than 15 °Brix. ElI Gharras et al. (2006) reported 16.6 °Brix for a juice

extracted from the same species as Ait Baamrane. The prickly pear juice with a high

sugar content tend to have lower acidity and therefore a high °Brix/acidity ratio (Table

2).

The total phenolics contents of the juice of the nine cultivars of prickly pears varied
from 354.37 to 643.66 pg GAE/g of juice (Table 3). The cultivar from Ait Baamran
contained the highest amount of total phenols (643.66 ug GAE/g of juice) followed by
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Alkalaa cv. (632.11 ug GAE/g of juice). The juice from Khouribga cv. contained the
lowest amount. The other cultivars from Skhour Rhamna, Ras Elain, Tamellalet and Ben
Guerir contained comparable amounts. The juices of Moroccan origin contained higher
phenolic amount than the juices from Mexican prickly pears ranging from 55.4 to
226.3ug GAE/g of juice (Chavez-Santoscoy et al. 2009). But these values are less than
those presented by Enza Maria Galati et al. (2003) (746 pg/ml of juice of whole fruits
of Sicilian cultivars of prickly pear (Opuntia ficus indica (L.) Mill.) and Chang et al.
(2008) (915ug/g GAE in methanol extracts of fruits of opuntia dillenii). The contents of
betalains of cultivars (table 3) were similar to those previously reported by El Gharras
et al. (2008); Stintzing et al. (2003); Alfredo Cassano et al. (2010). However, there were
wide differences in terms of betaxanthins contents. The cultivars: Ras Elain cv., Alkalaa
cv. and Ait Baamrane cv. contained the highest amounts (41.69mg/l - 51.33mg/l)
followed by Tamellalet cv. and Skhour Rhamna cv. (36 to 37 mg/l) then Ben Guerir cv.,
Ben Guerir cv. and Doukkala cv. which contained the lowest amounts (< 23 mg/l). The
red juice from Khouribga cv. contained (52.04, 15.84 mg/l) of betacyanins and
betaxanthins respectively; on the other hand the yellow juices from the same origin

contain only betaxanthins (26.68 mg/l).
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Table 3:Total phenols, Flavonoids, Flavonols, Betaxanthins and betacyanins pigments
antioxidant activity of juices extracted from nine Moroccan prickly pears.

Cultivars Total Flavonoids Flavonols | Betaxanthins | Betacyanins DPPH ABTS
phenols g catechin g rutin mg mg EC50 pg/ml mM TE/g
pHg GA eq./g DW eq./g DW | indicaxantin/ betanin/I of Juice DW of
eq./g of | Juice
juice

Skhour

Rhamna 476,3745.13 | 44,56+£2.94 | 23,11+0.62 | 37,6614.77 - 91,20+3.63 | 0.17+0.02

Elkalaa 632,11+5.50 | 48,42+1.07 | 14,79+0.76 | 42,83+3.00 - 65,86+5.20 | 0.24+0.02

YeIIow_ 354,3745.37 | 24,67+1.91 | 18,33+0.99 | 26,68+2.12 - 135,96+12.50 | 0.16+0.03

Khouribga

Red . 358,99+6.10 | 25,43+1.64 10,740.37 | 15,84+0.08 | 52,04+0.93 | 131,82+11.55 | 0.16+0.03

Khouribga

Tamellalet | 467,22+3.79 44,3+1.28 | 19,04+0.74 | 36,96+0.34 - 104,71+6.24 | 0.16+0.02

Doukkala 394,9+7.40 | 28,35+1.59 | 19,05+0.67 | 18,28+1.48 - 112,51+9.83 | 0.16+0.02

Ras Elain | 587,11+4.42 40,26+1.25 | 19,12+1.26 41,61+2.15 - 75,86£8.16 | 0.24+0.02

gir;rir 524,63+7.27 | 49,03+3.82 | 18,81+0.20 | 22,96+0.24 - 82,86+5.64 | 0.18+0.02

Alt 643,66+£3.25 | 38,76+1.98 | 32,67+1.93 | 51,33+4.10 - 52,48+6.17 | 0.24+0.02

Baamrane

Our results show that the Moroccan juices contained more betaxanthins compared to
values found in Mexican prickly pears (Opuntia spp.) (Chavez-Santoscoy et al. 2009)
and lower content than those found by Butera et al. (2002) from Italian cultivars of
prickly pear (84.20mg per kg of juice).

The effective concentrations (EC50) determined by DPPH radical-scavenging activity
for juices varied between 52.48 + 6.16 and 135.96 + 12.5 pg/ml of juice (Table 3). The
obtained values of DPPH were significantly different according to the varieties of cactus

pear juices.

The juices from the nine cultivars were submitted to the ABTS radical cation
decolourization assay. All juices had ABTS values in the narrow range of 0.16 to 0.24
mmol TE/g DW (Table 3) despite the significant differences in total phenols and
betalains. The Moroccan prickly pear juices ABTS values were higher compared to
those (4.20 to 5.31 umol TE/g of edible pulp) of methanolic extracts from prickly pear
fruit reported by Butera et al. (2002) and to values (17.4—25.8 mmol TE/L) obtained by
Chavez-Santoscoy et al. (2009).

Flavonoid and flavonol contents in the nine cactus pear fruit juices are shown in (Table

3) were significantly different between the studied Opuntia juice cvs (p < 0.05).
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Flavonoids ranged from 24.67 ug catechin/g in yellow juice from Khouribga to 49.03
pg catechin/g in Ben Guerir cv . Flavonol contents ranged from 10.7 pg rutine /g in red
juice from cv Khouribga to 32.67 pg rutin /g in cv Ait Baamrane. Only Ben Guerir cv
showed significantly higher flavonoids content than Elkalaa cv. Ait Baamrane, Skhour
Rhamna, and Ras Ayn cvs have significantly higher flavonols than red juice from

Khouribga cv.

For flavonoid content, values were close to the range reported Kuti et al. (2004) for
fruits red-skinned (O. strepthacantha ) and less than fruits of the green-skinned (O.

ficus-indica ) and the purple skinned (O. lindheimeri), wich reported by same authors.

Our results also show that the studied juices contained at least 10 times less flavonoids
compared to values found in Mexican prickly pears juice reported by Chavez-Santoscoy
et al. (2009) (95.8 - 374.3 ug quercetin eq./g). Ndhlala et al. (2007) analyzed the
flavonoids of ethanol extracts of pulp and peels of prickly pears belonging to Opuntia
megacantha and found that the pulp contained approximately 10pug/g cathecin. The
flavonoid profile has not been reported for the prickly pears analyzed in this study.
However it was revealed that the predominant flavonoids in the fruits of Opuntia cactus
pears consisted of quercetin, kaempferol and isorhamnetin, respectively. Thus, it is
important to continue research on this field to evaluate the flavonoid profile. In addition,
The flavonoids constitute about one-half of the 8000 or so recognized phenols and are
molecules responsible for the colour of fruit and flowers (Cook & Samman 1996).
Thus, the flavonol is one of the most commonly consumed flavonoids and has been well
studied for its potential health benefits. Quercetin possesses antiproliferate,

anticarcinogenic and antioxidant activities (Kandaswami & Middleton 1994).

The antitumor activity of the products was evaluated against P-815 cell line. The results
are summarized in figure 2. It is shown in this figure that the cytotoxic effect depends

on the provenance of juice.
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Figure 2: Effect of prickly pear juices on cell viability of four cancer cell line
Overall, the viability of the cancer cells tested was dose-dependent. Furthermore, among
the different samples, the juice from Ras Ayn region is the most cytotoxic one and,
unlike the other studies juices. Also, Ait Baamrane and Skhour Rhamna juices have an
important effect. Interestingly, these cultivars had the highest antioxidant capacity
(Table 3). However, comparing the effect of Opuntia ficus indica juices on the P815 cell

lines, a differential activity can be observed.

Also, it has been reported that the extracts of fruits and stems of cactus exhibit an, anti-
tumor activity (Fatma Hassan Abd El-Razek et al. 2012). Furthermore, Chavez-
Santoscoy et al. (2009), Reported that the Moradillo juice extracted from Mexican
Opuntia ficus indica also diminished the growth of normal fibroblasts used as control.
The same thing from Rastrero also diminished the growth of prostate cancer cells but

did not affect normal fibroblast viability.

Brewer et al. (2005) concluded that Arizona prickly pear cactus effectively inhibited cell
growth in several different immortalized and cancer cell cultures in vitro and suppressed

tumor growth. The pear extracts significantly suppressed tumor growth in nude mice.

86



Fartie Il . Ffude Expérimentale

I11.4.Conclusion

From the presented data, it appears that Opuntia ficus-indica, has been subject
tointensive exploitation due to its great compositional diversity. Nowadays, this hidden
knowledge needs to be discovered and re-evaluated. Sophisticated analytical approaches
and innovative processing technologies will open new avenues to further promote the
use of cactus pear stems, fruits, juices and flowers in food, medicine, cosmetic, and

pharmaceutical industries.

This research shows the potential of prickly pears as an important source of natural
antioxidants and nutraceuticals. Further research is needed in order to find the most

bioactive anticancer compounds and if the in vitro results correlate with animal studies.
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111.5.Etude de la corrélation entre la capacité antioxydante des différents jus
d’Opuntia ficus indica et leurs teneurs en polyphénols, flavonoides,

flavonols et bétaxanthins

- Extrait de la Publication 3:

Effect of phenolic compounds and betalain pigments on the antioxidant capacity of
Moroccan prickly pear juices.

Fatima Dehbi?, Aziz Hasib?, Mohamed Bouaziz?, Aziz Ouatmane?, Hicham Elbatal?,
Abderrahim Jaouad?, Sami Sayadi®.

« Nature & Technology » Journal. B- Agronomic & Biological Sciences, Issue n°
09/June 2013. Pages 02 to 07

Des régressions linéaires ont été établies a partir des donnees recueillies afin de
savoir les composeés bioactifs contribuant a I'activité antioxydante. Les résultats révelent
que les composés phénoligques totaux sont fortement corrélés a I'activité antioxydante
exercée sur le radical DPPH et ABTS (figures a, b, c et d).

Le coefficient de corrélation pour le test de DPPH est de R? = 0,959. Pour le test
d’ABTS, le coefficient de corrélation est R?=0,869. En outre, les opuntias sont une
bonne source de composés phénoliques, bien connus pour leurs effets
antioxydants[243].Selon Chen et Ho [244], les groupements fonctionnels présents dans
les composés phénoliques en général peuvent céder facilement un électron ou un proton
pour neutraliser les radicaux libres. La forte activité antioxydante des extraits serait donc
liée a leur forte teneur en phénols totaux. Lee et al. et Federica Pellati [245,246], ont
¢galement signalé une bonne corrélation entre la teneur en polyphénols et I’activité anti-
radicalaire avec des coefficients de corrélation de 0,86 et 0.99 respectivement. Selon
Maria Teresa Sumaya-Martinez et al. [247], une bonne corrélation existe entre I'activité

antioxydante et les phénols totaux et I'acide ascorbique pour les fruits de cactus rouge.
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Figures 14 : a) Corrélation entre les polyphénols et [’activité antioxydante (DPPH), b)
corrélation entre les polyphénols et [’activité antioxydante (ABTS), c) corrélation entre
les bétaxanthins et I’activité antioxydante (DPPH), d) corrélation entre les bétaxanthins

et I’activité antioxydante (ABTS).
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Les bétaxhantines des différents jus a été également corrélée avec la capacité anti-
oxydante avec des coefficients de corrélation de ’ordre de R? = 0,632 et R? = 0,613

respectivement.

Comparativement aux bétaxhantines, on note que les composes phénoliques contribuent
en grande partie a D’activité antioxydante mesurés aussi bien par le DPPH que par
1I’ABTS. Nos résultats sont en accord avec les travaux de Jose A. [248] qui a enregistré
une pauvre corrélation entre les pigments bétalaines et les caroténoides avec ’activité

antioxydante dans les extraits de trois variétés d’opuntia originaires de I’Espagne.

R. A.Chavez-Santoscoy et al [235] ont rapporté que parmi les antioxydants
phytochimiques de [’opuntia ficus indica L., les polyphénols méritent une attention
particuliére en raison de leurs propriétés de piegeage des radicaux libres. Plusieurs
chercheurs ont rapport¢ la relation entre la teneur en polyphénol et Dactivité

antioxydante [236,237].

Cependant, le contenu en flavonoides totaux et en flavonols totaux ne sont pas corrélés
avec le pouvoir antioxydant des jus de la figue de barbarie étudiés. Au contraire, Kuti et
al et José A et al [2,248] ont rapporté une correlation positive entre le contenu des
flavonoides et des composeés phénoliques avec les activités antioxydantes observées

chez différents fruits d’opuntia.

Pour conclure, une bonne corrélation a été établie entre ’activité antioxydante et la
teneur en polyphénols totaux, prouvant que 1’activité observée est due en grande partie
aux polyphénols totaux. Les pigments bétaxanthins et ’activité antioxydante mesurée
par les deux tests sont positivement corrélés, mais de maniére moins significative.
Cependant, une telle corrélation n’a pas été établie entre 1’activité antioxydante et la
teneur en flavonoides et en flavonols totaux. Cette plante pourrait étre considérée

comme une excellente source d’antioxydants naturels pour des fins médicinales.
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Chapitre 1V.

Optimisation des facteurs influencant la
stabilité des pigments betaxanthin du jus de
figue de barbarie par la méthodologie des

plans d’expériences
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Chapitre 1V: Optimisation des facteurs influencant la stabilité des pigments
betaxanthin du jus de figue de barbarie par la méthodologie des plans

d’expériences

- Introduction :

Afin d’évaluer I’influence des conditions expérimentales sur la stabilité de pigments
Betaxanthin de jus de figues de barbarie, nous avons fait appel a la méthodologie de la

recherche expérimentale.

Dans une premiere étape, nous avons faitune étude de criblage des facteurs susceptibles
d’influencer la stabilité des pigments (8§ Partie I, Paragraphe 1.4.7), a savoir, le pH,
I’acide citrique, 1’acide ascorbique, la lumicre, le temps et la température pour
déterminer le poids de ces facteurs sur la réponse choisie comme étant le taux de

rétention de pigment.

Dans un deuxiéme temps, les trois facteurs les plus influents, a savoir, la température,
le temps et le pH ont €té optimisés a I’aide d’un plan d’expérience de type composite

centré (PPC).

Les données obtenues a partir du Plan PPC (taux de rétention de pigment) ont été
analysées par le logiciel des plans d’expériences statistiques (Design Expert). La
méthodologie des surfaces de réponses nous a permis de modéliser les réponses

étudiées sous la forme d’une équation polynomiale du second degré.
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- Publication 4:

Optimization of VVariables Influencing The Stability of
Betaxanthin Pigments From Yellow Prickly Pears Juice By
Experimental Design

Fatima Dehbi, Aziz Hasib, Hicham El Batal, Aziz Ouatmane, Abderrahim Jaouad

Sultan Moulay Slimane University, Faculty of Sciences and Technologies, Laboratory of Environment and
Valorization of Agro-resources, B.P. 523, Beni-Mellal, MOROCCO.

International Journal of Emerging Technology and Advanced Engineering

Volume 4, Issue 2, February 2014, 808-815

Abstract— The crude pigments obtained from yellow prickly pears juice, were
evaluated for their stability at series of pH: from 3 to 6.5 in the presence of different
ascorbic acid or citric acid concentrations as stabilizers. The effect of exposure to light
and dark between temperatures values: 70 and 100°C and varied heating time from 5 to
60 min were also estimated. The stability of betaxanthins pigments was measured on the
basis of their UV-visible absorption spectrum. The six variables: pH, ascorbic acid, citric
acid, light, heating time and temperature were selected and then, a screening of them
was carried out with a design optimal experimental to determine the influential factors.
Optimization was conducted with three factors: temperature, length of heating time and
pH. They were modelled with a central composite experimental design. Then, the model
was validated by statistical test and the optimum has been found and checked by three
experiments. The optimal conditions that maximized the retention of betaxanthins
pigments were: temperature of 76°C, heating time of 16.20 min and pH of 5.76. At these

conditions, the predicted rate of retention of pigment was 79%.

Keywords— Prickly pears, pigments, Optimization, Response surface methodology
(RSM).
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IV.1.Introduction

Cactus prickly pears “Opuntia ficus indica L.” can be considered as a plant of the future.
It is a promising plant, widely distributed in Morocco and grows in many other countries
such as Mexico, United States, South Africa, Australia, and Mediterranean basin
countries. It is one of the most suitable plants to cultivate in arid and semiarid regions
around the world [1,2]. The plant is grown as fruit, vegetable, forage, and fodder
production [3,4]. It supplies two edible parts, the fleshy stem (cladode) and highly

attractive and nutritious fruit.

The pulp exhibits a high pH value (5.3 to 7.1), low acidity (0.01% to 0.18% as citric
acid equivalents), and total soluble solids content ranging from 10.7 to 17°Brix, mainly
due to reducing sugars [3, 5-8]. These characteristics make the pulp a very good medium
for microbial spoilage [9] but, on the other hand, very suitable to be added to low-acid
foods. Sugar, protein, dietary fibres, and ash contents are similar to those of other fruits

[10]. In general, pulp is rich in nutraceuticals and functional properties [2,6,10,11].

Moreover, the fruit contents of pectin and mucilaginous components influence the
pleasant flavour of pulp and could serve as thickening agents by forming viscous
colloids [7,10].

This pulp has an attractive colour that varies from a soft green, greenish-white, canary-
yellow, orangeyellow, lemon-yellow, red, and cherry-red to purple hues [5,12]. These
colorants maintain their appearance over a wide pH range (from 4 to 7), which makes

them ideal pigments for colouring many foods [9,13].

These attractive colours are due to the betalains comprising the red-violet betacyanins

and the yelloworange betaxanthins [14,15].

The use of prickly pears as a source of betalains may be interesting since the plants of
the Opuntia genus need minimal requirements from soil and water. In this way, they

may be a great alternative to agricultural economy in arid and semiarid regions [16].

Betalains are natural pigments that are found in natural form in most families
belonging to the Centroespermae order that includes the cactaceae family in which the

Opuntia genus is found. The chemical structure of these pigments is derived from the
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betalamic acid and, depending on the united components in this structure, the yellow
betaxanthins and the red-violet betacyanins will be present. The most-studied betalains
are found in red beets (Beta vulgaris) which main betacyanins are betanin and
isobetanin. Betalains stability is affected by temperature, pH, oxygen, light, and

aqueous activity [17].
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Figure 1: Chemical structures of proline-betaxanthin/isoproline-

betaxanthin (a), y -aminobutyric acid-betaxanthin (b)

During food processing and storage, several studies noted that temperature is the most

important factor on betalain stability.

Concerning the pH factor, betalains is relatively stable over the broad pH range from 3
to 7 [18], which allow their application to low acidity foods. Below pH 3.5, the
absorption maximum shifts toward lower wavelengths, and above pH 7 the change is
toward upper ones; out of the pH range 3.5-7.0 the intensity of the visible spectra

decreases. Optimal pH range for maximum betanin stability is 5-6 [16,19].

Betalain stability was also reported to be impaired by light exposure [20,21]. Authors
showed an inverse relationship between betalain stability and light intensity [21]. Some
food antioxidants, especially ascorbic and isoascorbic acids have been described to

enhance betalain stability [22, 23].

In methodology, we opted for response surface methodology (RSM) as it is an
affective statistical technique for optimizing complex processes. The main advantage
of RSM is the reduced number of experimental trials needed to evaluate multiple

parameters and their interactions. Therefore, it is less laborious and time-consuming
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than other approaches required to optimize a process [24]. It is widely used in
optimizing the extraction process variables, such as polysaccharides, anthocyanins,
vitamin E, phenolic compounds and protein from varied materials [25-27]. Box—
Behnken design (BBD), one of RSM, only has three levels, and needs fewer
experiments. It’s more efficient and easier to arrange and interpret experiments in

comparison with others and widely used by many researchers [28,29].

In this study, we propose a screening design that can be used for the estimation of

stability of pigment from Moroccan Opuntia fruits juice.
IVV.2.Materials and Methods
IV.2.1.Sample measurements

Opuntia ficus indica fruits grown in Morocco were harvested and stored at -20°C. The
fruits were thawed prior to manually squeezing. The obtained juice of pH 5.8 was
centrifuged (4000 x g, 30min at 4°C) and the supernatant juice was stored at -20°C

before being used.

The juice obtained was subjected to various treatments including thermal treatment, pH,

stabilizing additives and light or dark exposure.

pH treatment: samples were subjected to pH adjust dement using 1M HCI or 2% NaOH.
Each set of samples was adjusted to 3 and 6.5; respectively. These samples were added

with different percentages of stabilizing.

Ascorbic acid (Asc Ac) or citric acid (Cit Ac) was added into the juice with
concentration of (0%; 0.1%, and 1%) (V/V). The juice incorporated with Ascorbic or

citric acids were further treated at different temperatures.

Heat treatment: samples obtained from section 2 were treated at two different
temperatures; respectively 70 and 100°C during 5 and 60min; each set of the sample

treatment was treated in dark or with light exposure.

Pigment was extracted from the homogenate with methanol (1:5) and the supernatant

passed through a 0.45um nylon filter.
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IV.2.2.Spectrophotometer analysis:

All determinations of total betaxanthins contents were performed on an UV/Vis
spectrometer (UV-1650PC Shimadzu, JAPON) equipped with quartz cuvette of 1cm.
The pigments were extracted using methanol. The betalain content was expressed as

mg/l and calculated according to literature equation (1) [48].
Bx ([mg/L]) = [(A(DF)(MW)Vd/eL)](1)

Where A is the absorption value at 482 nm betaxanthins (figure 2), DF is the dilution
factor, Vd is the juice solution volume (mL), and L is the path-length (1cm) of the quartz

cuvette.

The molecular weight (MW) and molar extinction coefficient (¢) of betanin [MW = 550
g/mol; € = 48,000 L/(mol cm) in H20 were applied in order to quantify the betaxanthins
(Bx).
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Figure 2: UV-Visible absorbance spectrum of the methanolic

extract of the yellow cactus pear juice
IV.2.3.Statistical analysis

NEMRODW software (Mathieu D.Nony J; and Phan Tanluu R.; New Efficient
Methodology for research using optimal Design; Windows version; LPRAT; Marseille

France) has been used in this works.

103



Fartie II : Ffude Expérimentale

1VV.3.Results and Discussion
IV.3.1.Screening design

This step is done after the exploratory research. We are quickly picks the factors
potentially influential in the chosen experimental field. Because of the belief that an
increasing number of factors increase the number of experiments exponentially, a high
number of factors are often reduced to a number that seldom exceed three or four. This

reduction is artificial and relies only on laboratory practices.
TABLE 1

FACTORS AND EXPERIMENTAL DOMAIN

Factor Numbers Levels
Levels
Ul Temperature 2 70
100
u2 Time 2 5
60
U3 Light 2 0
1
U4 pH 2 3
6.5
us asc ac 2 0.1
1
ué citac 2 0.1
1

This design was used to screen six factors supposed to have an influence on the stability
of pigments obtained from Opuntia ficus indica juice (Table 1). The response studied is
the rate of retention of pigment. The factors are giving the datasheet of the experiments
to run (Table 2).

In a screening study, the effects are supposed to be additive; this implies that the
relationship between the experimental responses and the studied variables is a first-order

polynomial model with values of Xi = + 1 (equation 2):

Y = b0+b1X1+b2X2+b3X3+baXs+b5X5+06 X6 (2)
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From the experimental data, the estimations of the bi effects can be calculated (Table

3). These values can then be represented with various diagrams such as a bar chart
(Figure 3).

These study clearly four influent key factors: The temperature, heating time and pH. The

light, citric and ascorbic acid stabilizing are without any significant effect on the

response in the chosen experimental field.

TABLE 3

Name Coefficient
b0 56.665
bl -18.217
b2 -19.655
b3 2.578
b4 12.027
b5 -0.113
b6 -4.025

TABLE 2

EXPERIMENTAL DATASHEET

CALCULATION OF THE ESTIMATION OF Bl EFFECTS

N° Rand | Temperature Time Light | pH | Ascac | Citac |Response Y1
Experience (°C) (min) % % %
1 7 100 5 0 6.5 0.1 1 62.71
2 1 100 60 0 3 1 0.1 7.17
3 8 100 60 1 3 0.1 1 6.36
4 2 70 60 1 6.5 0.1 0.1 73.04
5 4 100 5 1 6.5 1 0.1 77.55
6 5 70 60 0 6.5 1 1 61.47
7 6 70 5 1 3 1 1 80.02
8 3 70 5 0 3 0.1 0.1 85.00
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Figure 3: Bar chart of the factor screening results

IV.3.2.0ptimization
IV.3.2.1.Predicted model and statistical analysis

Table 3 shows the process variables and experimental data. The results of the analysis
of variance, goodness-offit and the adequacy of the models are summarized. The
percentage of rate of retention ranged from 26.48 % to 79.00%. The maximum value
was found at the temperature 70°C, length of heating time 32.5 min and pH 4.75. The
application of RSM offers, based on parameter estimates, an empirical relationship
between the response variable (rate of retention of betalain pigment) and the test
variables under consideration. By applying multiple regression analysis on the
experimental data, the response variable and the test variables are related by the

following second-order polynomial equation (3):

Y=54.41 - 11.35X; - 8.82X2 + 6.54X3 - 1.11X1 Xz + 2.30X1Xs + 1.45X,Xs + 1.38X1 X1
+0.99X2X7 + 0.52X3X3 (3)

Where X1, X2 and Xz were the coded values of the test variables: The temperature (°C),

heating time (min) and pH, respectively.
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The statistical significance of regression equation was checked by F-test, and the
analysis of variance (ANOVA) for response surface quadratic polynomial model was

done by software Nemrodw.

The ANOVA of quadratic regression model demonstrated that the model was highly
significant. And the Fisher’s F-test had a very high model F-value (201.90) and a very
low P-value (P < 0.0001). The value of R2Ad] (0.9896) for Eq. (3) is reasonably close
to 1, and indicates a high degree of correlation between the observed and predicted

values.

A very low value of coefficient of the variation (C.V.) (2.47%) clearly indicated a very
high degree of precision and a good deal of reliability of the experimental values. The
lack-of-fit measures the failure of the model to represent the data in the experimental

domain at points which are not included in the regression.

The F-value (3.99) and P-value (0.0774) of lack-of-fit implied the lack-of-fit was not
significant relative to the pure error. It indicates that the model equation is adequate for
predicting the rate of retention of the pigment under any combination of values of the
variables. The lack-of-fit measures the failure of the model to represent the data in the
experimental domain at points which are not included in the regression. The coefficient
estimates of model equation, along with the corresponding P-values, were presented in
Table 3. The P-values are used as a tool to check the significance of each coefficient,
which also indicate the interaction strength between each independent variable. Smaller
the P-value is, more significant the corresponding coefficient is [30]. When value of
“probability > F” is less than 0.05. It can be seen from this table that the linear
coefficients (X1, X2, X3), a quadratic term coefficient (X12, X2?) and cross product
coefficients (X1 X2, X1X3, X2X3) were significant, with very small P values (P < 0.01).
The other term (X3?) is not significant (P > 0.05).

IV.3.2.2. Response surface plot

The 3D response surfaces are the graphical representations of regression equation. They
provide a method to visualize the relationship between responses and experimental

levels of each variable and the type of interactions between two test variables.
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In the present study, the effects of the three factors as well as their interactive effects on

the rate of retention are shown in Figures.
1V.3.2.3.Effect of temperature and the pH:

Figure 4 denotes the three dimensional surfaces plots of effect of temperature (X1) and
the pH (X3) on response. As can be seen, enhancing the temperature values (X1) from
70 to 100°C could decrease the Rate of retention of the pigment according to the results
previously observed by [31, 38]. Also, this decrease is more significant on the Rate of
retention of the pigment when the pH value (X3) is minimal. In the same way, the
increase in the pH from 3 to 6.5 increases the Rate of retention of the pigment

significantly when temperature (Xz1) is minimal.

X3 : pH 4.23 “"«._\__\ “_f“" 60.54 x1 - T

3717 76.08

Figure 4: Response surface plots and showing the effect of

temperature T (X1) and the pH (X3) on the Rate of retention of the pigment.

According to [32] anaerobic conditions favor betanin stability at lower pH (4.0-5.0).
The same conclusion is drawn by [33].who says that on the basis of an absorptivity of
1.00 at the respective Amax-values, cactus pear juice showed betaxanthin contents of
5.6 mg/L (pH 3), 5.8 mg/L (pH 5), and 5.7 mg/L (pH 7), but betacyanin contents in
purple pitaya juice amounted to 7.5 mg/L (pH 3), 8.0 mg/L (pH 5), and 7.5 mg/L (pH
7). For the purified fractions from yellow—orange cactus pear, betaxanthin contents of

5.4 mg/L (pH 3), 5.8 mg/L (pH 5), and 5.4 mg/L (pH 7) respectively. This shows that
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betalain contents only slightly difference over the pH range from 3 to 7 both in juices

and in pigment solutions, successively.

In some studies the effect of the pH also studied but with the presence of one stabilizing
such as ascorbic, isoascorbic, and citric acid [34]. This study shows that samples heated
at pH 6 exhibited considerably higher betaxanthin retentions directly after heating

contrary to juice at pH 4.

This result is concordant with previous findings [16,19] providing evidence of
maximum betalain stability at pH values close to the natural pH values of the respective

betalain-containing plant tissue.

According to the same study and interestingly, betaxanthin regeneration was found in
cactus pear juices heated at two differentpH 4 and 6; whereas, recondensation was
about four times higher at pH 6. The outcomes for betaxanthins agree with earlier
observations for betacyanins stating enhanced regeneration after thermal treatment at
pH 6 as compared to pH 4 [35]. Moreover [36] observed a stronger betalain loss upon

heating at lower pH-values of 4.0 and 3.2.

Temperature is the most important factor on betalain stability during food processing.
Some studies reported increasing betalain degradation rates resulting from increasing
temperatures because during heat processing, betaxanthin may be degraded by
isomerisation, decarboxylation or cleavage resulting in a gradual reduction of yellow
color. Thermal betaxanthin degradation in indicaxanthin solutions as well as in red beet

and prickly pear juices was reported to follow firstorder reaction kinetics [37, 38].

Like the Moroccan juice of Opuntia ficus-indica, Montefiori D. [39] reported that by
combination of the effect of the pH and the temperature, the stability of the Italian
pigments of cultivars of Opuntia ficus-indica was better with the pH low for treatments
of 60 and 70°C.

Generally the degradation rates were found to depend on both temperature and pigment
concentration [40]. As confirmed more recently by [36,41, 42] color degradation was

higher at elevated temperatures and slower for higher concentrations, respectively
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IV.3.2.4.Effect of time and the pH:

Figure 5 shows the effect of length of heating time (X2) and the pH (X3) on the Rate
of retention of the pigment. It was observed that Rate of retention of the pigment in
yellow-colored juices from Opuntia ficusindica. increased with the decrease in the
length of heating time (X2) from 5 to 60min.This increase is also more significant on
the Rate of retention of the pigment when the pH (X3) is minimal. Similarly, the
increase in the pH from 3 to 6.5 increases the Rate of retention of the pigment

significantly when length of heating time (X2) is minimal.

The same remarks are observed by Hasib A. et al. [37] in another study on cactus-pear
juice which noted that in addition to the temperature of treatment and the duration of
incubation, the pH largely influences the stability of the betaxanthins. Really, according
to the value of the pH, various rates of retention were obtained with an optimal stability
with pH 5. The results obtained are comparable with those obtained for betaxanthins

extracted from fruit juice of various origins.

Coskuner Y. et al. [43] reported that the optimal retention was obtained with pH 5,
whereas [44] quoted that the optimal pH is 5,5.

X3 : pH e il X2 : time

371" 1615

Figure 5: Response surface plots and showing the effect of length of heating time
(X2) and the pH (X3) on the Rate of retention of the pigment
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IV.3.2.5. Effect of temperature and time of incubation:

Figure 6 shows the interaction between temperature and time. From the plot it can be
seen that when temperature (°C) was increased from 70°C to 100°C the Rate of retention
decreased in a linear manner. In addition, the length of heating time also demonstrated
a linear decrease for stability of the betaxanthin pigment. This effect, according to
[37,45] who also admits that the pace of the absorption spectra was not deteriorated by

the heat treatment.

In addition, they note a fall of the intensity of absorption to 482 nm as the temperature
of treatment increases. This is observed for the various durations of incubation: 5, 10,
20 and 30min.They also conclude that the reduction in the intensity of this peak of
absorption corresponds to a reduction in the concentration in betaxanthins following a

thermal degradation.

4068 8846

3250 e, _~"8500
-

; 2432 8054 :
x2 4 nme 1 -.‘\_A'»",.’ 2 X1 . T
1615 " 76,08

Figure 6: Response surface plots and showing the effect of temperature (X1) and

the length of heating time (X2) on the Rate of retention of the pigment.

Studies on heat stability of indicaxanthin for orangecolored juices from Opuntia ficus-
indica were carried out by several researchers using absorption spectra to monitor
pigment loss. As reported for betacyanins [45], absorbance of indicaxanthin decreased
steadily with increasing temperature and heating time. The same relation was observed

by [38] upon heating of fermented yellow-orange cactus pear juice.
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IV.3.2.6.Verification of predictive model

To ensure the predicted result was not biased toward the practical value, experimental
rechecking was performed using this deduced optimal condition. A mean value of 79
+ 2.13 (N = 3), obtained from real experiments, demonstrated the validation of the
RSM model.

The good correlation between these results confirmed that the response model was

adequate for reflecting the expected optimization.

1VV.4.Conclusion

The performance of the Rate of retention of the pigment in yellow prickly pear juice
was studied with a statistical method based on the response surface methodology in

order to identify and quantify the variables which may maximize the Rate of retention.

The three variables chosen, namely temperature, length of heating time, and pH all have

an influence on the Rate of retention of the pigment using the conditions of treatment.

The optimal conditions obtained by RSM for Rate of retention of the pigment include
the following parameters: temperature 76°C length of heating time 16.20 min, and pH
5.76. Under these conditions, the experimental Rate of retention of betaxanthin

pigment was 79%.
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Chapitre V .
Ftude des facteurs influencant la qualité
rhéologique du jus de figue de barbarie
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Chapitre V : Etude des facteurs influencant la qualité rhéologique du jus de

figue de barbarie

- Introduction:

La viscosité est une mesure rhéologique qui exprime la résistance a I'écoulement
lorsqu‘un fluide est soumis a une force de cisaillement. En fait, cette résistance sera
fonction du comportement viscosimétrique de la substance a I'étude. Les principaux
types de comportement viscosimétrique dans les formulations alimentaires sont les

écoulements newtonien, pseudoplastique et viscoélastique.

Dans cecinquieme chapitre de la partie expérimentale, nous avons réalisé une étude
rhéologique du jus d’opuntia ficus indica (O.F.I) afin de comprendre
lecomportementdujusdecactusavec  la  variationdesfacteurstempérature,  tempset
tauxdecisaillement.Cesinformationssonttrésimportantespourl’utilisationindustrielledec

e jus.
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Abstract

Rheological properties of prickly pear juice fruit of cactus (Opuntia ficus indica) and
impacts of temperature, shearing rate and pH value on its viscosity were studied using
a rotational concentric cylinders viscometer. The results show that the viscosity of
prickly pear juice decreases with the increase of its temperature and shearing rate. The
solution presents pseudo-plasticity fluid, which shows the characters of shear thinning
as follows: first, its viscosity decreases gradually as the temperature increases. The
viscosity decreases sharply at both acid and alkaline conditions, indicating that it is

influenced apparently by pH value.

Keywords: Prickly Pear, Juice, temperature, shearing rate, pH, Viscosity
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V.1. Introduction

Prickly pear (Opuntia ficus indica) (figure 1) is one of the important commercial fruits
in many countries and very well adapted to the arid and semiarid climate (Inglese et
al.2002; Piga et al. 2004). It is cultivated in Morocco and grows in many other countries
such as Mexico, United States, South Africa, Australia, and Mediterranean basin

countries.

One of the most frequently utilized fruit and vegetable technologies is juice production.
This juice, which is a complex mixture of vitamins, polyphenols, sugar, minerals
include calcium, potassium, and magnesium, ascorbic acid, fibers and free amino acids
(Sepulveda & Saenz 1990, Hasib et al. 2006, Dehbi et al. 2013), is an excellent source
of pigments such as the red-violet betacyanins and the yellow-orange betaxanthins.
Cactus fruits, in contrast to red beetroot, may be used in food without negative flavour

impacts as those derived from beetroot extracts.

Knowledge of the viscosity is of primary importance to the fruit juice industry, it is
important in quality control, storage and processing of foods, stability measurements,
and in predicting texture (Abu-Jdayil et al. 2004, El batal et al. 2012). The accurate
viscosity data over wide temperature, pressure, pH, physical state of dispersion and
concentration regions are needed for a various research and engineering applications in

any branch of food industry.

Physicochemical and rheological properties of mucilage extracted from Opuntia spp.
have been studied by several research groups (Trachtenberg & Mayer 1982; Cardenas
et al. 1997; Medina-Torres et al. 2000; Majdoub et al. 2001).

Mucilages and gums are heteropolysaccharides with rheological properties that are of
great interest for a number of applications. Biological sources of mucilage that have
been studied include flaxseed gum, Alyssum homolocarpum seed, nopal cactus (Opuntia
ficus indica) (Medina-Torres et al.2000; Koocheki et al. 2009; Wang et al. 2010; Leon-
Martinez et al. 2011). The demand for hydrocolloids with a specific functionality has
increased recently in the foodstuffs industry (Koocheki et al. 2009). To satisfy this
demand, research on new sources of polysaccharides, such as Hylocereus undatus, is

needed. The rheological properties of dragon fruit (Hylocereus spp.) purees have been
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studied (Liaotrakoon et al. 2011); however, the properties of mucilage isolated from the

stalks of the plant have not been investigated.

Rheological properties of fruit juices also appear to be very much dependent in their
varieties, state of ripening, concentration of juice/pulp and temperature variation.
Therefore the present investigation was undertaken to study the rheological properties

of prickly pear juice as a function of temperature, shear rates and pH.

V.2. Materials and methods

V.2.1. Experimental device

The rheological characterization of Opuntia cactus fruit juice solution has been
performed using a rotational rheometer, shear rate imposed (RM180, Figure. 2). This
unit basically consists of two concentric cylinders making, between them, a small
annular space (gap) that contains the test fluid whose viscosity is to be determined. The
inner cylinder (bob) is driven at constant rotation speed by direct-current motor, while

the outer one (tube) is rigidly coupled to a measuring head which maintains it at rest.

A built-in microprocessor calculates the values for the viscosity |, with the aid of the
measured torque, M, on the bob, the set rotation speed, A, and the measurement system

used, according to the formula (1):
N
77 D (1)
Where D is the shear rate and 7 is the shear stress, which are given, respectively, by:
D = kD.QandZ' = kTM

(2)

ko and k: being conversion factors related to the geometry of the system.

To perform measurements at different temperatures, the measuring system (bob and
tube) is soaked (dipped) in a thermostat tank thermally controlled and the sample

temperature is measured by a Pt100 probe immersed in the substance.
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More details related to the design, functioning and use of RM180 are given in

(www.mapleinstruments.com).

V.2.2. Production of juice and measurement of viscosity

Opuntia ficus indica fruits samples were collected during the period in August 2010 in
the region of Marrakesh (Morocco), where they grow naturally. Three different lots of
fruits were harvested, carefully washed with water to remove the glochids and the
obtained juice was centrifuged (4000 x g , 30min at 4°C) and the supernatant juice was

stored at -20°C before being used (figure 3).

Conventional rheometrical tests, at different temperature, were carried out for cactus
juice using the RM180 above described. Before each measurement, a pre-shear at 50 s-
1 was applied to each sample. Then the apparent shear rate was increased step by step
from 10 s-1 t01000 s-1.

V.3. Results and discussion
V.3.1. Variation of the viscosity of O.F.I juice with the shear rate

The viscosity as a function of shear rate at different temperatures is shown in Figure.
3. At low shear rate, the viscosity was varied significantly in the temperature range of
20-60 °C. At high shear rate, the viscosity decreased with shear rate and its
measurement became more difficult as the material was spun out of the plates at high

speed.

According to the figure above represented, and generally, for a given

temperature, m evolves as a hyperbolic function of D..

The experimental data showed a non-Newtonian behaviour for the Opuntia juice (Figure
4), that retainedits pseudoplastic characteristic, indicated by the value of the flow

behaviour index (n), being less than 1 (Table 1).

This fact indicates that the pseudo-plastic behavior exhibited by agqueous solution of
O.F.l derivative can be well quantified by the following power-law model, due
originally to Ostwald-de Waele:

n=kKpD"!
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Where n and K are the flow behavior and consistency indexes, respectively. Then, the
degree of shear-thinning for O.F.I juice solution could be measured by the value of n,
which almost constant when the pseudo-plasticityare observed for three derivative

solutions, showing their shear-thinning property.

Table 1: Flow behavior index (n), consistency index (K) and corresponding linear

regression coefficient (LRC) for different temperatures (T).

T(°C) N K (Pa .S) LRC
20 0.27 11.44 0.988
30 0.29 6.818 0.995
40 0.29 5.177 0.984
50 0.30 3.609 0.979
60 0.32 2.642 0.975

V.3.2. Effect of temperature on viscosity of O.F.I juice

Temperature has significant effect on rheological characteristics of concentrated food
products. As can be seen from Figure 5, It indicates that an increase in temperature, over
a range of 20-60 °C, reduce the viscosity of O.F.I juice solution, which indicates the
thermo-dependent behavior of such a solution, at a constant shear rate.. This result
corroborates the microscopic model of liquids viscosity according to which this quantity

Is a decreasing function of the temperature (Guyon et al.1991).

This expresses the dependence of the temperature effect on the shear rate and can be
explained by the fact that at weak strain rates the molecular structural disintegration is
not complete, which opens the way to the temperature to manifest its effect, while at
strong rates of strain the intermolecular liaisons are completely broken and the

temperature cannot bring more effect.
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However, the effect of temperature on consistency coefficients obtained at of opuntia
juice is illustrated in Figure 6. Temperature dependency of consistency coefficient from

shear at different shear rate is generally expressed by Arrhenius relationship Egs. (3):
K= AT exp (ET/RT) (3)

Where K is the consistency coefficient at shear rate, and AT, are the pre exponential
constants; ET and is the corresponding activation energy values; R is the universal gas

constant and T is absolute temperature (Ahmed 2004).

In this study K undergoes a decrease with this quantity, like the viscosity. Such trends

can be approached, with a linear regression coefficient (LRC) of about 0,983, by:
K =22.15" exp (-0.03'T) 4)

In terms of rheological parameters n, the temperature effect is illustrated in Figure 7. It
IS to observe that n almost remains constant with the augmentation of T, which means

that the temperature acts such that the pseudoplastic behavior tends to be Newtonian
n=0.001"T + 0.25 (5)

The last empirical relation is as an approximation of the Arrhenius model provided the

temperature variation is relatively small, which is the case in this study.
V.3.3. Influence of pH on O.F.I juice solution viscosity

The viscosity variations with pH are displayed in Figure 8 for T=18 °C and three various
values of the shear rate. First, lower shear rate induces highest viscosity whatever the
pH value imposed by the experience, as mentioned before. On the other hand, the
viscosity evolution presents a maximum at pH=5 for the 10s value of the shear rate. And

after this value of pH, the viscosity decreased gradually.

The reduction of the viscosity at acidic conditions may be explained by the ionization
carboxyl groups above the pH 8. A comparable argument was given by Trachtenberg &
Mayer (1982) who explained the increase in theintrinsic viscosity, but in this case the
study is carried out on mucilage with the pH. Medina-Torres (2000) also studied the pH
effect on apparent viscosity of Opuntia ficus indica and concluded that such increase

was related to conformational changes in the molecule of the mucilage. Huei Chen
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&Yuu Chen (2001) as well reported that increase in pH, increased the apparent viscosity

of the green laver mucilage.

However for the two other shear rates it observed that the viscosity was not varied
significantly in the pH range of 3-9. The maximum viscosity results in alkalescency of

the solution.

V.4. Conclusions

In this study the influence of shear rate, temperature and pH on viscosity of juice of
Opuntia Ficus Indica (O.F.1 ) has been investigated by experimental way. The

corresponding main conclusions are summarized in the following:

- The O.F.I juice exhibits a pseudo-plastic behavior, since its effective viscosity is a
decreasing function of the shear rate, and therefore can be classified as a non- Newtonian
fluid.

- The O.F.1 solution is a thermo-dependent fluid in as much as its effective viscosity

decreases with the temperature, depending on whether the shear rate is lower or higher.

- The effect of the pH is such that the viscosity of O.F.I juice reaches a maximum at a

pH value of pH=5 for the 10s value of the shear rate

In short, O.F.I juice can be made to reach the best useful effect according to its
rheological property through suitable processing technology in concrete productive

practice.

Acknowledgements

We thank Professor M. Naimi for the helpful discussions and the generous access to

the rheometer.

125



Fartie Il - Ffude Expérimentale

Figure 1: Prickly pear (Opuntia ficus indica L.)
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Figure 2. Torsion Couette viscometer used
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Figure 3: Centrifuged prickly pear juice
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Synthese et Discussion:

La premiere partie du travail avait pour objectif : la caractérisation morphologique des
fruits de cactus puis la détermination de la composition physico-chimique du jus extraits
de neuf cultivars recueillis au niveau de huit régions de provenance representatives du
Maroc : Skhour Rehamna, ElKelaa, Tamellalet, Ras Elain, Ben Guerir, Doukkala, Ait
Baadmrane et Khouribga, ceci afin de différencier les collections locales et les comparer

a celles des autres pays.

Ces résultats montrent qu’il existe une variation de la caractéerisation physique des fruits
en fonction du cultivar. La détermination des longueurs (L) et des diamétres (D) nous a

permis d’avoir des informations sur la forme des fruits des différents cultivars.

Les diameétres des figues de barbarie étudiées varient de 4,5 a 5,43 cm. Nous constatons
que la variété Rouge de Khouribga est celle dont les figues de barbarie présentent le
diametre le plus éleve suivie par la variété d’Ait Badmrane. Par contre la variété 4 El

kel&a est celle qui présente le diamétre moyen le plus faible.

Les longueurs des figues de barbarie étudiées varient de 6,72 a 8,08 cm. Les figues de
barbarie du cv. Ben Guerir présentent les valeurs les plus élevées. Ces résultats sont
Iégerement supeérieurs a ceux rapportés dans d’autres régions de la Méditerranée telle
la Turkey (6,60 a 7,10 cm) [224,225].

En ce qui concerne le poids du fruit et le poids en pulpe, nous avons constaté que les
fruits du cv. Rouge de Khouribga présentent les valeurs les plus importantes suivis par
ceux du cv. Ben Guerir. Lesvaleurs des poids de fruit obtenus sont légérement
supérieures par rapport aux fruits originaires de la Turquie et inférieures a celles
correspondantes aux cultivars de I’Egypte. Les poids de pulpes sont élevés par rapport
a ceux des fruits Mexicains et Chiliens et inférieurs a ceux correspondants aux fruits de
I’ Afrique du sud. Par contre, les poids en graines et en écorce sont supérieurs a ceux des

fruits Italiens ce qui est en parfaite concordance avec ceux des fruits Marocains.

Le rendement de figue de barbarie en jus varie en moyenne de 29,65 a 39,76%. Il est
trés important chez le cv de SkhourRehamna, moyen chez les trois autres cultivars, El

Kelada, Doukkalaet Ras Elain et faible chez le cultivar d’4it Badmrane. Ces données
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sont légerement élevées par rapport aux résultats obtenus lors d’un travail réalisé par

1’équipe de notre laboratoire [13].

La composition physico-chimique du jus des échantillons recueillis au niveau des huit
régions de provenance, montre une variabilité d’une région a 1’autre. Celle-cCi peut étre

liée aux cultivars et aux conditions climatiques [13].

Le jus de figue de barbarie se caractérise par une importante teneur en eau (89,18 a
91,87%) par rapport aux autres fruits communs. Elle est nettement plus riche en sucres,
puisqu’on en trouve 97,21 a 165,77 g/Kg en moyenne (dans la plupart des fruits
communs, I’apport est généralement compris entre 80 et 100 g par Kg). Ces résultats
sont comparables a ceux rapportés dans d’autres régions du monde [226,227,228], mais
ils sont inférieurs a ceux étudiés a I’Egypte par S. K. EI-Samahy et al.[229].

Les figues de barbarie se caractérisent par un pH élevé avec des valeurs variant de 5,27
a 5,95, qui les classent parmi les aliments faiblement acides. Ces valeurs sont

comparables a celles citées dans la littérature [13,29].

Les jus des figues de barbarie étudiés sont caractérisés par une acidité particulierement
faible (entre 0,046 et 0,098 g acide citrique/100g de jus) par comparaison avec d’autres

fruits communs tel que : poires, oranges, pommes, péches, fraises, kiwi, et abricots.

Les protéines sont trés peu abondantes dans les échantillons des huit régions de figuier
de barbarie analysés avec des teneurs comprises entre 1,14 — 3,53 g/Kg. La valeur la
plus élevée a été detectée dans les fruits du cv. Ait Badmrane. Ces résultats sont
comparables a ceux rapportés par d'autres chercheurs de 1’ordre de 1,4 a 5,2 g/Kg
[13,53,226,230], inférieurs a ceux trouvés dans les fruits Mexicains et Chiliens
[56,231], qui sont de I’ordre de 2,1 a 30 g/Kg et supérieure a ceux étudiés par Diaz
Medina et al. et Barroca et al. [53,232] qui sont de I’ordre de 0.52 a 0.94%.

Au niveau du profil minéral, le taux de cendres varie entre 2,76 et 4,17 g/kg MS. Ces
valeurs sont en conformité avec la gamme trouvée par d'autres chercheurs [53,116,233].
La variabilité importante des résultats d’un cultivar a 1’autre peut étre expliquée par la
relation entre les teneurs en constituants minéraux du fruit et la composition minérale

des sols dans les regions de culture.

Parmi les minéraux, dont I’apport est trés diversifié, le potassium occupe une place

privilégiée : du fait de sa relative abondance 1243-2209 mg/Kg MS. Phosphore,
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Calcium, sodium et magnésium font partie des minéraux dont le jus de figue de
barbarie est bien pourvue. On note aussi la présence des oligo-éléments en quantités
moyennes non négligeables, puisqu’on reléve la présence du fer, zinc et cuivre. Ces
résultats se concordent avec ceux rapportés dans d’autres régions de la Méditerranée
[230,234].

Nous avons constaté également que les résultats obtenus pour les jus des fruits étudiés
sont treés variables d’un échantillon a 1’autre. Ceci peut étre attribué a la variation des
facteurs agronomiques caractérisant chaque région, du climat, de la composition du
sol, des procédés agro techniques différents, du degré de maturité a la récolte et de la

fertilisation azotée et minérale.

L’effet des conditions agro-climatiques et de I’origine géographique de la figue de
barbarie produit dans les différentes régions sélectionnés dans cette étude eétait
significatif en termes de teneurs en éléments bioactifs étudiés. En général, les
échantillons étudiéssont riches en composés phénoliques (354,37-643,66 Hg/Q),
flavonoides (24,67-49,03 ug catechineeq./qg), flavonols (10,7 -32,67 g rutine eq./g) et
pigments bétalaines (15,84 -51,33mg indicaxantine/du jus). Toutefois, les meilleurs
teneurs en polyphénols et en bétaxanthines ont été obtenus pour le cv d’Ait Badmrane
(643,66 ug/g). Les résultats obtenus pour les teneurs en polyphénols sont supérieures a
ceux enregistrés par R. A. Chavez-Santoscoy. et al.[235] qui sont de 1’ordre de 22.3 a
226.3ug/g pour les fruits de figuier de barbarie Mexicaine.

L’activité antioxydante des jus évaluée en utilisant le radical DPPH et I’ABTS a montré
que tous les extraits ont été en mesure de réduire ces radicaux : de 52,48a135,96 pg/mi
du jus pour DPPH et de 0,16 40,24 mM TE/g pour I’ABTS. Les meilleures capacites
antioxydantes ont été obtenues par le jus extrait des fruits d’Ait Baamrane présentant
des teneurs élevées en polyphénols totaux aussi bien pour le radical DPPH que pour
I’ABTS.

Pour les différents extraits étudiés, le potentiel antioxydant évalué par le test ABTS est
relativement élevée par rapport aux extraits méthanoiques des fruits d’opuntia
originaires de I’Italie et a ceux correspondants aux cultivars Mexicains [75,235]. Une
bonne corrélation (DPPH : R?=0,959 ; ABTS : R>= 0,868) a été établie entre I’activité

antioxydante et la teneur en polyphénols totaux prouvant que 1’activité observée est due
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en grande partie a ces metabolites. Plusieurs études ont rapporté la relation positive

entre la teneur en polyphénol et I’activité antioxydante [236,237].

En plus de leur capacité de coloration, les pigments des figues de barbarie présentent
des propriétés biologiques importantes, comme étant des antioxydants. La teneur en
bétaxanthines des neuf jus a été positivement corrélée avec la capacité antioxydante
avec des coefficients de corrélation (DPPH : R?=0,632 ; ABTS : R?=0,613) inférieure
a ceux obtenus pour les polyphénols totaux, ce qui suggére que les composés
phénoliques contribuent de maniere plus significative a la capacité anti-oxydante que
les pigments bétalaines. Cependant, nous n’avons observé aucune corrélation entre
I’activité antioxydante et les teneurs en flavonoides et flavonols totaux.

Le pouvoir antioxydant des composeés bioactifs présents dans le jus de figue de barbarie
lui confere la capacité de capter les radicaux libres qui réduisent le risque de cancer.
D’aprés notre étude, la plupart des jus étudiés ont donnés une activité cytotoxique
différentielle envers la lignée tumorale P815. Cette activité anticancéreuse est
dépendante de la concentration utilisée, dans la mesure ou le pourcentage de lyse
augmente au fur et a mesure qu’on augmente la concentration deS jus. D’aprés nos
résultats, c’est le jus de la région Ras Elain qui a montré une activité anticancéreuse in
vitro importante par rapport aux autres jus étudiés avec une IC50= 18ug/mL. Cette
activité anticancereuse pourrait étre liée a la richesse du jus de figue de barbarie en
produits antioxydants. Des résultats similaires ont été rapportés par Joana Margarida
[238] qui a étudié le potentiel anticancéreux des jus d’especes d'opuntia, sur une lignée
de cellules cancéreuses (HT29). Toutefois, d’autres constituants de figues de barbarie
sont derriére I’activité anticancéreuse a savoir les pigments bétalaines tel qu’il a été
observé chez opuntia robusta présentant de faibles teneurs en polyphenols et une faible
activité antioxydante [240].Les mémes constatations ont eté rapportés par Sreekanth,
etal. [239]. Les jus ainsi que les extraits de fruits d’opuntia ont été déja rapportés avoir
un effet inhibiteur de la croissance des lignés cellulaires cancéreuses dérivees de

différents organes humains [78,235].

En guise de conclusion, ces résultats mettent en évidence le potentiel anticancéreux de
nos jus issus d’Opuntia ficus indica. En perspective, il serait intéressant d’évaluer le

spectre d’action de nos jus sur d’autres lignées de cellules cancéreuses. Aussi, il est
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nécessaire d’évaluer 1’activité anticancéreuse d’Opuntia ficus indica sur un modeéle de
souris porteuses de tumeur. Des études préliminaires sur les mécanismes d'action

pourraient aussi étre effectuées.

Les pigments, en plus de leur role antioxydant, participent essentiellement a la qualité
sensorielle du jus de figue de barbarie. Leur conservation au cours de la production des
jus est d’une grande importance. Ces pigments peuvent étre affectés par plusieurs
facteurs au cours des processus de transformation. Pour cela, nous nous sommes
intéressés a I’optimisation de la stabilité des pigments bétaxathines du jus en utilisant

la méthodologie des plans d’expériences.

Afin d’évaluer I’influence des conditions expérimentales sur la stabilité des pigments
bétaxanthines du jus de figues de barbarie, nous avons, dans une premiére étape, utilisé
une matrice de criblage pour identifier les facteurs influents parmi un ensemble de six
facteurs, a savoir, le pH, 1’acide citrique, 1’acide ascorbique, la lumiére, le temps et la
température. Les résultats obtenus, ont montré que le pH, la température et la durée de

traitement présentent des coefficients les plus importants.

Dans un deuxiéme temps, les trois facteurs influents, ont été étudiés et optimisés a

’aide d’un plan d’expérience de type composite centré (PPC).

Les résultats de la conception expérimentale ont éte étudiés et interprétés par le logiciel
Nemrodw pour estimer la réponse de la variable dépendante dans I’ensemble des
expeériences. La conception centrale composite (PPC) se compose de trois variables
indépendantes a savoir Xi(température), X>(la durée d’incubation) et X3(pH). Aussi, a
part les effets linéaires, le modéle prend en compte les effets quadratiques Xi? et les

effets d’interaction Xij.

La réponse est le taux de rétention de pigment (en %). Elle est représentée par les

modeles de second ordre suivants :

Y=54.41 — 11.35% X1 -8.82* X2 + 6.54* X3 — 1.11* X1* X2 +2.30* X1* X3 +1.45%
X2#% X3 + 1.38* X1* X1 +0.99* X2* X2 + 0.52 * X3 * X3

L’analyse de la variance (ANOVA) du modele de régression quadratique montre que

les modéles sont hautement significatifs au seuil de 1 %.
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La probabilité P-valeurs relative au modele de régression est tres faible (P-valeur =
0,0001), ce qui montre la signification du modele. De plus, la contribution de chacun
des termes linéaires, quadratiques et interactions est hautement significative au seuil de
1% (P-valeur < 0,01). Par conséquent, on peut conclure que le modéle de prédiction est
hautement significatif et estime de maniere adéquate les donnees observées. La valeur
de coefficient de détermination du taux de rétention de pigment est R? = 0,9945. Cette
valeur élevée indique que 99,45 % d’une simple variation du taux de rétention de
pigment est expliquée par les variables indépendantes. La valeur du coefficient de
détermination ajustée est également trés élevées, soit R%g = 0,9896, suggérant une
haute signification du modele et une bonne corrélation de ce dernier par rapport aux

données expérimentales.

Les effets linéaires, quadratiques et les interactions sont significatifs pour la réponse,

hormis I’effet quadratique (X3?).

L’étude des représentations tridimensionnelles des surfaces de réponses nous a permis
I’optimisation du taux de rétention de pigment et I’identification des interactions entre
les variables. Les principales informations qu’on a pu tirer concernant les conditions

optimales de rétention de pigment sont :

- L’effet de la température sur la stabilité des bétaxanthines par traitement des jusa
différentes températures (70 a 100°C) pendant des durées d’incubation allant de
5 a 60 min montre une baisse de I’intensité d’absorption a 482 nm au fur et a
mesure que la température de traitement augmente ;et ceci pour les différentes
durées d’incubation. Cette baisse correspond a une diminution de la
concentration en bétaxanthines suite a une dégradation thermique. (figure 6,
page 110)

- L’augmentation de la température de 70 a 100°C entraine une diminution du
taux de rétention. En outre cette diminution est plus significative sur le taux de
rétention quand le pH est maximal. De la méme fagon, I’augmentation du pH de
3 a 6.5 entraine une diminution du taux de rétention des pigments. En outre cette
diminution est plus significative sur le taux de rétention quand la température

est maximale. (figure 4 , page 107)
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- le taux de rétention de pigment a diminué avec l'augmentation de la durée
d’incubation. L’effet de cette diminution est plus significatif sur le taux de
rétention quand le pH (X3) est maximal. (figure 5, page 109)

Le tracé des surfaces de réponses révele 1’existence d’un taux de rétention maximal de
bétaxanthines de 1’ordre de 79% pour une température de 76°C, une durée d’incubation

de 16,20 min et une valeur de pH de 5,76.

Les reésultats obtenus sont comparables a ceux obtenus pour des bétaxanthines extraites
de jus de fruits de différentes origines. Coskuner et al. ont rapporté que la rétention
optimale de bétaxanthines a été obtenue a pH 5, alors que Cai et al. ont cité que le pH
optimal est de 5,5 [188,240].

Montefioriet al.[241] a rapporté que par combinaison de I’effet du pH et de la
température, la stabilité des pigments de cultivars Italiens d’Opuntia ficus-indica était

meilleure aux pH faibles pour des traitements de 60 et 70°C.

D’aprés les résultats enregistrés par EI Gharras et al. , les meilleurs taux de rétention
ont été obtenus a pH 5 pour les différentes températures de traitement et durées
d’incubation étudiées [13]. Dans d’autres études I'effet du pH est également étudié mais
avec la présence des stabilisants tel que les acides ascorbique, isoascorbique, et citrique
[242]. Cette derniere étude prouve que les échantillons chauffés a pH 6 ont des
conservations considérablement plus élevées de bétaxanthine que dans des jus chauffés
apH4.

Dans le dernier chapitre de cette partie, nous avons réalisé une étude rhéologique pour
comprendre le comportement du jus des fruits jaunes de [’opuntia ficus-indica
marocaine au deépend des facteurs température, pH et taux de cisaillement. Ces

informations sont trés importantes pour 1’utilisation industrielle du jus.

Les résultats obtenus montrent que le jus étudié présente un écoulement non
Newtonien. La variation de la viscosité, a différentes températures, a été examinée en
fonction du gradient du taux de cisaillement. En effet, la viscosité est élevée aux faibles
taux de cisaillement mais diminue pour les plus grands, ceci est d0 a la désagrégation

du réseau macromolécules et a son alignement dans la direction du cisaillement.
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En fixant le pH et la vitesse de cisaillement, I’augmentation de la température provoque
un abaissement de la viscosité apparente et donc de 1I’indice de consistance K, alors que
I’indice d’écoulement n reste constant. Cette diminution peut étre due a la linéarisation
des macromolécules [249,250], ou en raison du mouvement macromoléculaire accru et

de la diminution du poids moléculaire da a leur dégradation thermique [251].

L’évolution de la viscosité présente un maximum a pH=5 pour toutes les valeurs
explorées du taux de cisaillement. Apres cette valeur du pH, la viscosité a diminué
graduellement. Cela semble plus clair pour le taux de cisaillement de 10S*. Ce
comportement peut étre attribué aux conditions acides par l'ionisation des groupes
carboxyles au-dessus du pH 8, ce qui peut modifier la force ionique des solutions en
fonction de la valeur du pH [252].
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- Conclusion Générale

Dans une étude bibliographique approfondie, nous avons décrit les caracteres botaniques
de la figue de barbarie, ses exigences écologiques, sa repartition géographique, sa
variabilité génétique au Maroc et son importance agro-économique. Ensuite, nous avons
rappelé les résultats cités dans la littérature concernant la composition physico-chimique
de ses fruits et leur utilisation nutritionnelle et médicinale. Ces études nous ont permis
de conclure que [’Opuntia ficus-indica est 1’exemple typique d’espéce parfaitement
convenable pour la mise en valeur des zones arides et semi-arides du Maroc. Sa culture
peut contribuer au développement agricole dans ces zones. Ces fruits présentent un
intérét nutritionnel intéressant qui permet de les classer parmi les aliments nutraceutiques

par excellence.

En plus, la figue de barbarie constitue une source prometteuse de pigments bétalaines
naturels dont le pouvoir antioxydant leur procure une place importante parmi les
colorants alimentaires naturels. Pour cela, nous avons décrit, pour les pigments
bétalaines, la classification, les structures, les voies de biosynthese, la production
biotechnologique, I’extraction, la stabilité et les méthodes de caractérisation. Nous avons
présenté également, des éléments bibliographiques essentiels relatifs a la méthodologie

des plans d’expériences.

Dans la partie expérimentale, nous avons procédé dans un premier temps a la
caractérisation physico-chimique des jus de figue de barbarie de neuf cultivars recueillis
au niveau de huit régions de provenance repréesentatives du Maroc : Skhour Rehamna, El
Keléda, Tamellalet, Ras Elain, Ben Guerir, Doukkala, Ait Badmrane et Khouribga. Ceci
nous a permis de conclure que la composition physico-chimique des différents fruits

analysés varie nettement en fonction du cultivar.

La détermination des caractéristiques morphologiques des différents cultivars étudiés,
nous a permis de conclure, que les fruits de figuier de barbarie marocains sont
géneralement caracterisés par des formes ellipsoidales. En ce qui concerne les poids du
fruit, de la pulpe et des graines, nous avons constaté que les fruits rouges de Khouribgua
présentent les valeurs les plus importantes. Pour le rendement en jus, les figues de
barbarie de Skhour Rehamna présentent les valeurs les plus élevées. Les poids en pulpes

sont moins ¢€levés par rapport aux fruits de 1’Afrique de sud, et supérieures a ceux
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correspondants aux fruits de la Turquie.

D’apres les résultats obtenus, la figue de barbarie Marocaine est un fruit juteux et
parfumé, avec un ardme floral agréable ce qui permet de la classer parmi les fruits
exotiques. Elle est riche en eau et posséde une saveur douce et délicatement sucrée
puisqu’elle est nettement plus riche en sucres que les autres fruits communs avec des

teneurs supérieures a celles rapportées pour des figues de barbarie Italiennes.

Aussi, les figues de barbarie se caractérisent par une acidité particulierement faible et
un pH élevé qui les classe parmi les fruits faiblement acides. Les valeurs obtenues sont

comparables a celles citées dans la littérature.

Le jus de la figue de barbarie Marocaine est caractérisé aussi par des pourcentages en
matiere séche dissoute, comparables a ceux cités dans la littérature pour des cultivars de
différentes origines, mais significativement élevés par rapport aux autres fruits
communs. Les protéines sont trés peu abondantes avec des teneurs inférieures aux

cultivars de différentes origines.

Parmi les minéraux, dont I’apport est trés diversifié, le potassium occupe une place
privilégiée du fait de sa relative abondance. Ces teneurs sont inférieures a celles trouvees
pour des fruits de figuier de barbarie Italiens et élevées par rapport aux fruits Mexicains

et Chiliens.

Le phosphore, le calcium, le sodium et le magnesium font partie des minéraux dont le
jus de figue de barbarie Marocaine est bien pourvue. Par comparaison avec des cultivars
de différentes origines, les valeurs obtenues sont plus ou moins élevées pour le sodium

et le calcium, comparables pour le phosphore et faibles pour le magnésium.

Nous avons noté aussi la présence des oligo-eléments en quantités moyennes non
négligeables dans les jus. Les teneurs en fer, zinc, cuivre et en manganese sont
généralement comparables a celles rapportées pour des fruits de différentes origines. La
figue de barbarie contribue ainsi efficacement a la couverture du besoin minéral de

I’organisme, grace a ce large éventail d’apport.

En ce qui concerne les éléments bioactifs, les jus étudiés sont riches en composes
phénoliques, flavonoides, flavonols et pigments bétalaines. Les meilleurs teneurs en
polyphénols et en bétaxanthines ont été obtenus pour le cultivar provenant d’Ait
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Baémrane. Les valeurs obtenues sont supérieures a celles enregistrées dans les fruits de

figuier de barbarie Mexicaine.

L’activite antioxydante des jus évaluée en utilisant le radical DPPH et ’ABTS a montré
que tous les extraits ont la capacité de réduire ces radicaux. Les meilleures activités
antioxydantes ont été obtenues pour le jus extrait des fruits d’Ait Badmrane aussi bien
pour le radical DPPH que pour ’ABTS.

Les teneurs en bétaxhantines et en polyphénols totaux des neuf jus étudiés ont corrélé
positivement avec la capacité antioxydante avec des coefficients de corrélation
supérieurs pour les polyphénols totaux, ce qui suggere que ces derniers contribuent de
maniere plus significative a la capacité antioxydante par rapport aux pigments

bétalaines.

La conservation des pigments au cours de la transformation des jus est d’une grande
importance pour maintenir la qualité organoleptique du produit final. Ces pigments
peuvent étre affectés par plusieurs facteurs au cours des processus de transformation.
C’est pour cette raison que nous nous sommes intéressés, dans la troisieme partie du
travail, a I’optimisation de la stabilité¢ des pigments bétaxanthines dans le jus de figue

de barbarie.

Dans une premiére étape, nous avons réalisé une étude de criblage des facteurs, a savoir,
le pH, I’acide citrique, I’acide ascorbique, la lumiére, la durée de traitement et la
température pour évaluer ’influence de ces facteurs sur le taux de rétention des

pigments.

Les résultats obtenus ont permis d’identifier les trois facteurs les plus influents sur la
stabilité¢ de pigments bétaxanthines du jus, a savoir, la température, le temps de
traitement et le pH. Ces trois variables, ont été optimisés a 1’aide d’un plan d’expérience
de type composite centré. La méthodologie des surfaces de réponses nous a permis de
modéliser la réponse (taux de rétention de pigment) étudiée sous forme d’une équation

polynomiale du second degré.

Le tracé des surfaces de réponses révele 1I’existence d’un taux de rétention maximal de
bétaxanthines de 1’ordre de 79% pour une température de 76°C, un temps de 16,20 min

et un pH de 5,76.
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Dans le dernier chapitre de cette partie, nous avons réalise une étude rhéologique pour
comprendre le comportement rhéologique du jus de figue de barbarie au dépend des

facteurs tel que la température, le temps et le taux de cisaillement.

Les résultats obtenus ont prouvé que la solution de jus de figue de barbarie étudiee
montre un comportement cisailler-amincissant, qui consiste a une diminution de la
viscosité avec le taux de cisaillement pour une température donnée. Nous avons
également observe une diminution de la viscosité effective n avec la température, ce qui
indique un comportement thermo-dépendant d'une telle solution. Ces résultats nous ont

permis de tirer les principales conclusions suivantes :

- Le jus d’O.F.I présente un comportement pseudo-plastique, car sa viscosite
effective est une fonction décroissante de la vitesse de cisaillement, et par conséquent,
peut étre classé comme un fluide non newtonien

- La solution d’O.F.I est un fluide thermo-dépendant dans la mesure ou sa viscosité
effective diminue avec la température, selon que la vitesse de cisaillement est supérieure
ou inférieure.

- L'effet du pH est tel que la viscosité du jus d’O.F.I présente un maximum a pH 5

pour toutes les valeurs explorées du taux de cisaillement.
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